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I N T R O D U C C I O N

El Micetoma conocido inicialmente como “pie de Madura” fue encontrado en el Servicio 

Médico de Madras en la Armada Británica de la India en 1842 (35) ; es una infección crónica 

le la piel con múltiples fístulas exudativas y aspecto tumoral en manos y pies. El Micetoma 

presenta una amplia distribución en el mundo, encontrándose más frecuentemente en las zonas 

localizadas entre el Trópico de Cáncer y el Trópico de Capricornio.

En Africa se presenta en los países de Sudán, Senegal y Somalia. En Asia ,1a India 

es el país en el cual se ha reportado un alto número de casos (4,5,11 y 13), específicamente 

en la ciudad de Bombay.

En América se encuentra distribuido principalmente en los países de centroamérica, 

Colombia, Brasil, Venezuela y México. En nuestro país se han descrito casos en todos los 

estados predominando principalmente en Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Morelos, México, Michoacán, 

Oaxaca y Nuevo León (7,13 y 27 ).

El término Micetoma fue utilizado en 1860 por Vandyke Cárter para nombrar esta 

enfermedad, en México el primer médico mexicano en describirla fue Cicero en 1912 (35).
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Existen aproximadamente 26 agentes causantes de Micetoma entre los cuales los 

jtumicetos ( hongos verdaderos ) y los actinomicetos ( bacterias aeróbieas ) son los más 

frecuentemente aislados. De los géneros Noeardia y Actinomadura las especies patógenas más 

comunes son N. brasiliensis , N. asteroides . N.cavie .Actinomadura madurae , A- pelletieri 

y Streptomvces somaliensis. los cuales en conjunto constituyen cerca del 98 % del total de 

las bacterias causantes de Micetoma (4,5,11,28,29 y 35).

2

El grupo de especies bacterianas incluidas en el género Noeardia se encuentra 

estrechamente relacionado con varios géneros de actinomicetos que contienen ácidos-micólicos 

tales como Corynebacterium, Gordona, Mycobacterium, Rhodococcus y Tsukamurella (12 y 24).

Las Nocardias producen diferentes enfermedades en el hombre por un lado el micetoma 

que afecta piel y tejido subcutáneo y por otro la nocardiosis que se manifiesta en forma 

generalizada o diseminada preferencialmente en el cerebro (1), esta última se presenta 

principalmente en pacientes con enfermedades metabólicas (45), inmunosuprimidos por transplantes 

y enfermos con síndrome de inmunodeficieneia adquirida (SIDA)(1), lo cual nos sugiere que 

un estado de inmunodeficieneia o inmunosupresión favorece el establecimiento y desarrollo de 

la infección por N. asteroides. Actualmente existe tratamiento que favorecen la resolución de 

la infección de microorganismos causantes de nocardiosis o micetoma (48 y 49).

:h ;
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La N. brasiliensis. es un actinomiceto Gram positivo , no móvil, filamentoso, parcialmente 

ácido-alcohol resistente; aeróbico, saprófito que se encuentra en suelos cálidos y secos (47), 

trece en medios de cultivo convencionales ( agar Sabouraud ) a temperaturas de 37°C



(en un rango de 10-50°C ) y un pll de 7.5, sus colonias son apiladas rugosas y amarillentas, 

en cultivos viejos las colonias toman un color café rojizo. En ocasiones las colonias presentan 

un desarrollo voluminoso , de color blanco con grandes filamentos, los cuales al microscopio 

se distribuyen en formas bacilares y cocoidales, semejantes a las del género Mycobacterium 

ICorynebacterium.

3

N. brasilicnsis tiene la propiedad de fermentar algunos azúcares ( por ej. D-arabinosa, 

D-íructuosa, glucosa, glicerol, manitol, mañosa, sorbitol y trealosa ) así como de hidrolizar 

roñas proteínas y sus derivados (por ej. la esculina, gelatina, caseína, guanina, hipoxantina, 

«ratina, tirosina y urea), esto es sin producción de gas (40).

Las infecciones causadas por microorganismos del género Nocardia suelen ser de difícil 

(diagnóstico; en el caso de micctoma actinomicótico por N. brasiliensis este análisis es lento, 

jaque se confirma con la elaboración de un cultivo y caracterización del agente causal, lo 

que requiere de aproximadamente dos a tres semanas de incubación. Salinas y col, en 1992 

reportaron que existen 3 proteínas inmunodominantes en un ensayo de 

íunoelectrotransferencia ( Western-blot), la pól, p26 y p24. Vera, Salinas y Welsh aislaron 

;de las tres proteínas inmunodominantes de bL brasiliensis ; la p24 y p26 con las cuales 

s mismos autores desarrollaron un método inmunocnzimático (ELISA) para el diagnóstico 

ido, específico y reproducible de la presencia de anticuerpos anti-N.brasiliensis en pacientes 

micetoma.



N. brasiliensis es una bacteria facultativa intracelular capaz de sobrevivir y 

ntinuar su crecimiento dentro o fuera de las células polimorfonucleares o macrófagos; 

ha propuesto que estos microorganismos son capaces de evadir la respuesta inmune no 

ecífíca (macrófagos ), por medio de la inhibición de la fusión fago-lisosoma en las células 

pie fagocitaron dicho microorganismo (9 y 10). Este fenómeno se ha observado en otras 

tabones causadas por bacterias del género Mycobacterium (46). En el caso de 

H,leprae se ha observado que estas bacterias se encuentran provistas de una cubierta resistente 

lia acción de las enzimas localizadas en los lisosomas; por lo cual pueden salir del fagosoma 

[permanecer dentro del citoplasma de la célula .

Los mecanismos de patogenicidad y de resistencia a la infección por N. brasiliensis. 

10son bien conocidos , Salinas y col, (38) reportaron la presencia de un grupo de proteínas 

ton actividad caseinolítica que podrían estar involucrados en el mecanismo de daño o contribuir 

ila virulencia en la infección por R brasiliensis. Sin embargo los estudios previos en la 

literatura se encuentran dirigidos principalmente a esclarecer los mecanismos involucrados en 

i infección ocasionada por N.asteroides.

Folb y col, (9) en 1976, establecieron un modelo experimental de Micetoma con ratones 

I ¡ancos Swiss infectados con R asteroides y N. brasiliensis con adyuvante incompleto de Freund. 

I En este estudio se describió la histopatología de las lesiones producidas por las Nocardias y 

Mitraron que la típica lesión producida por R brasiliensis , se caracteriza por la presencia 

(microorganismos que son rodeados por macrófagos vacuolados, histiocitos y una capa externa 

j le fibroblastos recubiertos por material hialino .A esta lesión encontrada en ratones infectados 

conN. brasiliensis se le denominó “ lesión tipo brasiliensis “. En cambio los ratones infectados

*



nN.asteroides presentaron lesiones similares pero con ausencia de microorganismos intracelulares 

macrófagos y ausencia de material hialino en la periferia de la lesión. Esta lesión fue referida

5

i

no “lesión tipo asteroides”.

La importancia de la respuesta inmune celular mediada por linfocitos T fue demostrada 

Folb y col, en 1977 (10) ellos publicaron el desarrollo de micetoma en un modelo 

rimental de ratones infectados con N. asteroides y N. brasiliensis respectivamente . Dichos 

ires utilizaron ratones inmunocompetentes ( Balb/c , C57BL/6 y C3LI ) y ratones atímicos 

iu+ ,C57BL/nu+ y C3h/nu+) , los cuales fueron infectados con bacterias vivas ; estos 

lestigadores observaron que el porcentaje de mortalidad para los ratones atímicos fue del 

% a los 28 días de la infección , a diferencia de los ratones inmunocompetentes donde 

se observó mortalidad. Estos mismos autores encontraron que a pesar de utilizar cepas de 

mes con diferente fondo genético no hubo diferencias en los hallazgos histopatológicos de 

lesiones con ambas bacterias . Deém y col, en 1982 (6) también realizaron estudios que 

an la participación de LT en la resistencia a la infección con N.asteroides y también 

lostraron que la capacidad de los LT reactivos a N. asteroides puede ser transferida a ratones 

licos, al mismo tiempo los LT pueden activar a los macrófagos in vitro. El aumento de 

sistcncia a la infección en ratones atímicos reconstituidos con LT apoya la importancia 

itas células en la defensa del huésped contra la infección por N. asteroides.

■ i

Melendro y col, en 1978 (30) propusieron un posible mecanismo no específico de 

tencia a N. brasiliensis relacionado con la presencia de otros microorganismos . En este 

lio se utilizó una cepa de Listeria monocytogenes (L.monocytogenes ) que fue administrada 

isis sub-letal en ratones previamente infectados con N.brasiliensis para evaluar a diferentes



liempos la desaparición bacteriana en el torrente sanguíneo . Ellos encontraron que después 

lelas 24 horas , se inició la disminución del número de bacterias en sangre, alcanzando un 

pico máximo a los 25 días post-infección con L. monocytogenes. Por otro lado los macrófagos 

perifonéales activados de un ratón infectado con N. brasiliensis , en presencia de extracto 

celular de N. brasiliensis y bacteria (L.monocytogenes) , favorece la disminución gradual de 

L. monocvtogenes en relación al tiempo. Este grupo de experimentos sugieren que existe un 

posible aumento en la activación de algunos mecanismos bactericidas del macrófago que 

favorece la restistencia contra microorganismos relacionados con N. brasiliensis. Krick y col., 

to 1975 (21) observaron que los macrófagos peritoncales de ratones infectados con 

Kasteroides , al ser transferidos a ratones sanos, les conferían resistencia contra L.monocytogenes 

j de igual forma los macrófagos de ratones infectados con L. monocytogenes o 

Toxoplasma gondii conferían resistencia al reto con N.asteroides.

6

Existen varios modelos experimentales de micetoma en ratones, con diferentes agentes 

causales , el más conocido es el reportado por González-Ochoa (14) . En este modelo los 

ratones se infectaron con bacterias cuantificadas por peso seco y los resultados no son 

reproducibles. Zlotnik y col, (51) en 1980 observaron que la infección puede reproducirse 

con un inoculo de bacterias vivas ( 1 X 107 unidades hormadoras de colotiias ) y no por 

peso en masa seca de bacterias, además evaluaron Zlotnik y col, diferentes vías de infección 

(intraperitoneakintradérmica y sub-cutánea); y que la mejor vía de infección es vía sub-cutánea 

en cojinete plantar .

Beaman y col, en 1982 (2) evaluaron el papel del linfocito B ( LB ) en la resistencia 

ala infección con N. asteroides en ratones F)(CBA/N X DBA/2) , y (deficientes en LB).

*



Demostraron que existían niveles muy bajos de IgM e lgG3 como resultado del defecto en 

LB para proliferar en presencia de mitógenos (43) , pero con respuesta inmune por LT normal. 

La infección clínica no fue más grave en que en . Con estos datos los autores suguieren 

que la presencia de anticuerpos no participan en la resistencia a la infección con N. asteroides 

.En 1982 Rico y col, (35) estudiaron, en ratones inmunocompetentes y atímicos , el efecto 

de la transferencia pasiva de suero anti-N.brasiliensis en el desarrollo de micetoma . Ellos 

observaron que la transferencia no confería protección en ningún grupo de ratones; por el 

contrario los anticuerpos favorecían la infección y agravaron el daño óseo , a diferencia de 

los ratones que no recibieron suero . En 1984 l loward y otros investigadores (16,17,18,19 y 

25) reportaron la no participación de los anticuerpos en la protección de cepas Balb/c, altamente 

susceptibles a la infección con Leishmania trópica (L.mayor 1 , aún en trasferencia pasiva de 

altas dosis de suero hiperinmune y de aplicación de fracciones isotípicas (anticuerpos 

específicos), específicas para L. trópica. Estos trabajos sugieren que la participación de los 

anticuerpos no es importante en la resistencia a la infección por EL asteroides. 

N.brasiliensis , L. mayor y otros patógenos intracelulares relacionados.

7

El papel de la repuesta inmune celular mediada por LT , no ha sido esclarecida en 

forma definitiva en cambio algunos mecanismos de la respuesta inmune no específica mediados 

por macrófagos parece ser relavante .A pesar de la información acerca del papel de los 

anticuerpos mencionados en los párrafos anteriores , no se aclara su papel en el establecimiento 

ni en la resolucón de la infección experimental por Nocardias . En conjunto según los autores 

citados sugieren , primero , que los anticuerpos anti-Nocardia asteroides no juegan un papel 

importante en la protección, segundo ,1a presencia de anticuerpos anti-Nocardia asteroides 

adquiridos por inmunización activa o por transferencia adoptiva empeoraron las lesiones .En 

el presente trabajo se quieren determinar las condiciones y la historia natural del micetoma

*



experimental por Nocardia brasiliensis en diferentes cepas de ratones (inmunocompetentes e

8

inminodefícientes ) . También se pretende estudiar el papel de los anticuerpos anti-í

adquiridos por inmunización activa y transferencia pasiva en el establecimiento y en la resolución 

del micetoma experimental.



H I P O T E S I S

La respuesta inmune humoral evita el establecimiento y contribuye a la resolución del 

Micetoma experimental por Nocardia brasiliensis en ratones.
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O B J E T I V O G E N E R A L

Estudiar la respuesta de anticuerpos en el establecimiento y resolución del micetoma 

experimental por Nocardia brasiliensis en ratones.
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O B J E T I V O S  E S P E C I F I C O S

Identificar por inmunoelectrotransferencia ( western-blot) los antígenos inmunodominantes 

de EE brasiliensis ; antes, durante y en la resolución del micetoma experimental.

Estudiar y cuantiíicar los anticuerpos anti-N. brasiliensis , por un método inmunoenzimático 

(E.L.I.S.A.), en un modelo experimental de micetoma por N- brasiliensis , en el 

establecimiento y resolución de la infección.

Identificar el isotipo del anticuerpo anti-N. brasiliensis presente en el establecimiento 

y la resolución de la infección.

Evaluar el papel que juegan los anticuerpos anti-N.brasiliensis en experimentos 

de transferencia adoptiva en ratones Balb/c.
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M A T E R I A L  Y  M E T O D O S

1, ANIMALES DE EXPERIMENTACION :

Se utilizaron dos cepas de ratones inmunocompetentes, Balb/c y C57BL/6; otros con 

una alteración en linfocitos B, CBA/N (41,42 y 43); una cepa con alteración en macrófagos, 

DBA/2 y los F, (CBA/N X DBA/2) y obtenidos de la cruza entre CBA/N y DBA/2. Se 

seleccionaron grupos de 10 ratones, cada grupo de ratones fueron posteriormente subagrupados 

en 5 ratones en cada jaula. La edad promedio de los ratones fue de 10 semanas (en un rango 

de 9 a 12 semanas de edad) y su peso fue de un rango de 25 a 35 gr, se mantuvieron con 

alimento purina , agua estéril y suplementos vitamínicos.

2 C E P A  BACTERIANA :

Se utilizó una cepa bacteriana de Nocardia brasilicnsis , aislada de una lesión de micetoma 

en un paciente atendido en el Departamento de Dermatología del Llospital Universitario “Dr. 

José Eleutcrio González “, de la Universidad Autónoma de Nuevo León (U.A.N.L.) a cargo 

del Dr. Oliverio Welsh Lozano. La identificación de N. brasiliensis se realizó por medios 

convencionales en el Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L., 

bajo la supervisión de Dr. Manuel A. Rodríguez Quintanilla y se confirmó por el Dr. Libero 

Ajello en el Centro de Control de Enfermedades ( CDC ) en Atlanta Georgia en E.U.A., 

actualmente esta cepa bacteriana es referida como Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1, y es 

mantenida por resiembra en medio de cultivo de agar Sabourad.
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I P R E P A R A C I O N  DEL INOCULO PARA RATONES :

Para obtener una suspensión unicelular de bacterias de N- brasiliensis, se requirió 

■una incubación con fragmentos de colonias bacterianas en caldo BHI ( Infusión 

Cerebro Corazón ) estéril, a 37° C por 48 hr., en baño de agua y agitación a 30 

ticlos por minuto ( Dubonoff Metabolic Shaking Incubator GCA/Precision Scientific ). 

Posteriormente la masa bacteriana se lavó tres veces con solución salina estéril 0.85 % de 

NaCl y se centrifugó a 1,500 r.p.m. Después de los lavados las bacterias se resuspendieron 

en 3 mL, de salina estéril y se disgregaron con un agitador de vidrio y eventualmente 

lomogenizadas en un homogenizador de vidrio Poter-Elvehjem (Wheaton SP) . De la suspensión 

bacteriana obtenida se utilizó 0.5 mL para inocular, cuatro matraces Erlenmeyer de 125 mL, 

30 mL de Bill estéril cada uno y se incubaron a 37°C en agitación por 48 hrs. Al 

terminar los dos períodos de incubación, las células bacterianas se lavaron tres veces con salina 

estéril y se resuspendieron en 10 mL., de salina estéril . Como control de suspensión unicelular 

i se tomó una muestra de células bacterianas mezcladas con KOH al 10% y se observó al 

I microscopio.

ClJANTlLIGACION DE UNIDADES FORMADQRAS DE COLONIAS (UFC) :

Para obtener masa bacteriana, se prepararon 4 matraces Erlenmeyer de 1,000 mL, 

conteniendo de 160 a 175 mL. de BHI estéril en cada uno. Estos últimos se inocularon con 

0.5 a 1.0 mi, del inoculo primario de N. brasiliensis y se incubaron a 37°C por una semana 

en crecimiento estacionario. De este cultivo se determinaron las U.F.C. de N. brasiliensis , 

por la técnica de dilución seriada en placa con agar-BHI (33). Para esto en condiciones de 

esterilidad se prepararon diluciones seriadas en s.s.e, logaritmo base 10 ( del 1 al 10) de
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|N. brasiliensis. de cada una de las diluciones se tomó 1 mL, y se colocaron en cajas de Petri 

le inmediatamente se aplicó agar Sabourad a una temperatura de 40 a 45°C mezclando en forma

■ giratoria homogenizando la suspensión bacteriana en el agar . Las placas se incubaron a 37°C

■ por 48 hrs y finalmente se contaron las UFC en un contador, reportando los valores en UFC/ 

ImL , y tomando como referencia los valores ya reportados en la literatura (50).

I), OBTENCION DHL EXTRACTO CELULAR SEMIPIJRIFICADO DE N.brasiliensis

A partir de la suspensión celular obtenida de N.brasiliensis. inoculamos 40 matraces 

erlenmeyer de 1 y 2 litros, conteniendo 160 y 170 mL de medio de cultivo, caldo BHI, a 

cada matraz se le agregó de 0.5 a LO mL de la suspensión bacteriana. Los cultivos se incubaron 

a 37°C por una semana, en crecimiento estacionario. Al término del tiempo, las bacterias 

crecieron en la superficie, tomando un color amarillento, se recolectó toda la masa bacteriana 

en un solo matraz con solución salina estéril y caliente (40-45°C), las muestras fueron

416250-1L) y centrifugadas a 1,800 rpm ( centrífuga Beckman TJ-6 ) por 7 min. Este proceso 

c lavado se repitió de tres a cuatro veces para eliminar el exceso de medio de cultivo.

con tres relaciones 1 : 1 ,  1:2 y 1:3, este último se realizó en repetidas ocasiones hasta que

I
cesaparació el color amarillo. Al finalizar el proceso de desengrasado la masa bacteriana se 

dejó en un cristalizador en reposo , para secado total y ocasionalmente se utilizó bomba de 

vacío (46). Las bacterias secas fueron trituradas con polvo de vidrio (Pyrex) en un mortero 

de porcelana por una hora y media y se agregó un amortiguador tris-HCl 0.01M con acetato 

de magnesio 0.01 M la mezcla se agitó 12 hrs. 4°C , transfiriéndose posteriormente a tubos

transferidas a frascos de centrífuga (Autoclear polycarbonate centrifuge bottle ,Beckman No.

’osteriormente la masa bacteriana fue desengrasada con una mezcla de etanolcéter sucesivamente

1 



de 50 mL y se centrifugó a 1,500 rpm por 30 min, el precipitado fue eliminado y el sobrenadante 

fue ultracentrifugado a 144,000 r.p.m/3 hr. De este proceso el sobrenadante se transfirió a 

membranas de diálisis con poro de exclusión molecular de 12,000 a 14,000 daltones (Sigma 

250-90), la muestra se dializó contra agua trideslilada por 12 hrs, el dializado se almacenó 

en frascos de vidrio para posteriormente liofilizarlos (Freeze Mobile Virtis). Para determinar 

el contenido de bandas proteicas del extracto celular de NL. brasiliensis se procedió a realizar 

electroforesis en gel de poliacrilatnida en condiciones desnaturalizantes en gradiente 8.75-18% 

con SDS (SIGMA) y la concentración de proteínas se determinaron por el método de Bradford

3).
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ANALISIS ELI .C f ROLORL l lCO DEL EXTRACTO CELULAR DE N.brasiliensis 

EN CONDICIONHS DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE ).

a- Preparación de geles:

Para realizar el corrimiento clectroforético del extracto celular de N- brasiliensis y 

comparar los patrones con los previamente establecidos (37,38,39 y 47) Se prepararon los 

siguientes geles de poliacrilatnida con dodecilsulfato de sodio (SDS) en gradiente.

Gel de empaquetamiento al 5 % T,2.7 C, pll 6.8, el gel se realizó mezclando las siguientes

soluciones:



Solución patrón de acrilamida-bisacrilamida 

30% T , 2.7 C ................................................................. .. 1.300 mL

Agua tridestilada ............................................................ .. 0.100 mL

Amortiguador tris-HCl pH 6.8....................................... .. 1.250 mL

SDS al 10 %.................................................................... .. 0.100 mL

Persulfato de amonio al 10 %......................................... . 0.050 mL

TEMED........................................................................... .. 0.010 mL

Gel de corrimiento con poliacrilamida y SDS, sin gradiente al 12% T, 2.7 C, pH 8.8 

preparó a partir de la mezcla de las siguientes soluciones:

Solución patrón de acrilamida-bisacrilamida................... . 4.000 mL

Agua tridestilada.............................................................. 4.600 mL

Amortiguador tris-HCl pH 8.8......................................... 1.250 mL

SDS al 10%...................................................................... 0.100 mL

Persulfato de amonio al 10% ........................................... 0.050 mL

TEMED............................................................................ 0.005 mL

Gel de corrimiento para gradiente 8.75%-18% T, pH 8.8. Este gel se preparó con el 

yo de un formador de gradiente modelo 385 ( Bio-Rad No. de cat. 165-2000 ) de 2 columnas 

ectadas a una bomba peristáltica. En este gradiente se utilizaron las siguientes soluciones:
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Solución patrón de acril-

Columna A Columna B

bisacrilamida 30% T . 2.040 mL 4.197 mL

Agua tridestilada 3.060 mL 0.645 mL

Amortiguador tris-IICl pH 8.8 1.320 mL 1.320 mL

SDS al 10 % 0.069 mL 0.069 mL

Glicerol al 50% 0.480 mL 0.740 mL

Persulfato de amonio al 10 % 0.025 mL 0.025 mL

TEMED 0.003 mL 0.003 mL

17, ELECTROPORESIS DEL EXTRACTO CRLÍJLAR DE N. brasiliensis:

a).- El método utilizado para el análisis electroforético del extracto celular fue de acuerdo al 

sistema amortiguador discontinuo de Laemmli (23) en geles planos. Utilizamos un gel 

«entrador al 5% T, pll 6.8 y un gel separador en gradiente al 8.75% - 18% T, pH 8.8. 

Este gel se precorrió 30 min a 50 volts y posteriormente se aplicó una muestra de extracto 

celular de N. brasiliensis alternando el corrimiento con una muestra de marcadores de peso 

molecular conocido ( Sigma 7L ), disueltos en amortiguador ( tris-IICl 0.5M, SDS 4 

'/o, 10 % de 2ME y 0.2% de azul de bromofenol pH 6.8 ) en relación 1:4, las muestras fueron 

alentadas por un minuto en baño de agua hirviendo, aplicando 25 pg de muestra en cada 

carril (0.8cm) de corrimiento. La mezcla utilizada de marcadores de peso molecular conocido 

ím este análisis fueron: 66kDa albúmina sérica bovina, 45kDa albúmina de huevo, 36kDa 

{liceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, 29kDa anhidrasa carbónica y 14kDa alfa- 

lactoalbúmina En el corrimiento electroforético utilizamos un amortiguador compuesto de 

írizma-base 25 mM, glicina 192 mM y 0.1% de SDS pH 8.3, disueltos en agua tridestilada.

*
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El corrimiento se realizó a 150 volts ( fuente poder LKB Modelo 2197 ) hasta que el 

colorante alcanzó la parte inferior de la cámara de corrimiento (polo negativo).

b).- Tinción de geles:

Para evidenciar la presencia de bandas protéicas se utilizaron la tinción con azul de 

Coomassie y la tinción con nitrato de plata.

1) ,- Tinción con azul de Coomassie: Los geles fueron colocados en una cámara de vidrio 

conteniendo una solución al 0.1% de azul de Coomassie en metanol-ácido acético (4:1) por 

un tiempo de 30 min. Para quitar el exceso de colorante se utilizó una mezcla de metanol 

10% y ácido acético 10% como solución desteñidora.

2) .- Tinción con nitrato de plata: Para revelar un mayor número de bandas de proteínas 

posterior al corrimiento electroforético usamos el método descrito por Merril (31), que consiste

en;

a- El gel se dejó inmerso en solución fijadora para tinción de nitrato de plata: 30 min 

(50% metanol, 12% ácido acético).

b- Se lavaron tres veces con solución lavadora 10 min c/u (10% metanol, 5% ácido acético).

c.- Posteriormente se dejó en solución oxidante (dicromato de potasio 0.099% , 0.2 % ácido 

nítrico).



19
I ji- Se lavó tres veces con agua tridestilada 10 min c/u.

I t| El gel se dejó en solución de nitrato de plata al 0.012 M; 5 min en presencia de luz 

intensa y 25 min en luz normal.

[■ Finalemente: se reveló con una solución que contenía, carbonato de sodio 0.28 M y 

0.5 mL de formol por cada litro de solución de carbonatas . La reacción se detuvo 

con ácido acético al 1% en agua bidestilada .Posteriormente los geles se transfirieron 

a cámaras con agua destilada por dos días antes de ser secados ( Ephoretec , Gel 

Dryer ).

11, INDUCCION DEL MICETQMA EXPERIMENTAL EN RATONES :

Para producir el micetoma utilizamos la vía subcutánea (cojinete plantar) con dosis de 

I l! mL., de suspensión bacteriana conteniendo 1 X 107 UFC/mL, sin adyuvante. Antes de 

llevar a cabo la infección bacteriana a cada grupo de ratones se les tomó una muestra de sangre 

pr punción del plexo oftálmico posterior, obteniendo el suero por centrifugación y 

Éacenando las muestras en congelación (-70°C), esta muestra fue referida cómo T0 ( muestra 

ni tiempo cero ). Posteriormente los tiempos de sangrado de igual manera fueron tomados 

líos tiempos de 7 (T?), 14 (T,4) , 28 (T28), 45 (T45), 60 (T60 ), 80 (Tg0), 90 (T90) y 160 (T,60) 

lías post-infección con N.brasiliensis. En cada tiempo de sangrado se obtuvieron cinco muestras 

líricas de aproximadamente un mililitro cada una , de las seis cepas de ratones .
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I?, CRITERIOS DI-, EVALUACION MACROSCOPICA

DEL MICETOMA EXPERIMENTAL :

Establecimos una clasificación para evaluar el micetoma de acuerdo a los criterios clínicos 

I de la siguiente manera:

a. - Cuando la inflamación fué mayor de 5 mm se calificó con una cruz (+).

b. - Cuando a este dato clínico se sumaron la aparición de focos ulcerativos y

microabcesos se calificó con dos cruces (++).

c. - Inflamación , úlceras y gránulos purulentos se calificó con tres cruces (+++).

d. - La presencia de necrosis sumada a los datos clínicos anteriores y/o mutilación

del miembro inferior se calificó con cuatro cruces (++++).

10 EVALUACION MICROSCOPICA DEL MICETOMA EXPERIMENTAL EN

RATONES Balb/c

Trabajamos con un grupo de 15 ratones que fueron infectados con una dosis de 1 X 

10 7 CFU/mL en 0.1 mL de bacterias vivas. Se amputaron tres patas ( 1 pata por ratón ) 

al azar en diferentes tiempos de la infección; a los siete (T?), catorce (T)4), veitiocho (T2g) 

y a los noventa días (Tw) post-inlección. Cada una de las muestras fue fijada en forinol al 

10 % hasta su proceso histológico. Las muestras fueron teñidas en el Departamento de Anatomía 

Patológica del Hospital Universitario de la U.A.N.L. bajo la asesoría del Dr. Francisco 

Hernández Batres , por la técnica de Hematoxilina y Eosina (H-E) . El análisis histopatológico 

fue realizado en el Departamento de Anatomía Patológica de la Facultad de Medicina de la 

U.A.N.L. bajo la asesoría del Dr. Daniel González Spencer.

*



21

DETERMINACION DE ANTIGLNOS INMl JNODOMINANTLS DE N.hrasiliensis 

EN RATONES

|i- Innuinoelectrotransferencia (Western-blot) :

Se preparó un gel de poliacrilamida en gradiente 8.75-18 % de T, 2.7 de C, como gel 

lie corrimiento y un gel de concentración al 5% de 1' y 2.5 de C. En este análisis utilizamos 

lili peine (Bio-Rad No. cat. 165-1232) de 13 cm de largo y 0.75 mm de grosor; por otro extremo 

liel gel se adaptó un peine con dos carriles de 0.8 cm cada uno para correr alternativamente 

lextracto celular de N.brasiliensis con marcadores de peso molecular (7L Sigma). El gel se corrió 

|m las condiciones descritas anteriormente y se transfirió a papel de nitrocelulosa (PNC) (Bio- 

No. cat. 162-0115 ), con un poro de 0.45 mieras. La transferencia de proteínas se llevó 

licabo en amortiguador tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, a plí 8.3 y un voltaje 

¡constante de 240 volts ( 0.6 a 0.8 Amp ) durante 90 min. Para el corrimiento se utilizó un 

listema de enfriamiento (LKB 2209 multitemp) . Posterior al tiempo de corrimiento el PNC 

fie bloqueó con solución gelatina de pescado ( Ilipure Liquid Gelatin, Norland Products ) disuelta 

jen solución salina amortiguada (PBS) plí 7.4, 60 min a 37° C. Posteriormente se realizaron 

¡tes lavados con gelatina al 0.3 % en PBS-tween 20 (1:1000) y el papel de nitrocelulosa (PNC) 

|se cortó en tirillas de 0.4 cm , las tirillas se colocaron en una cámara de'incubación (Bio- 

No. de cat. 170-4037 ). Las tirillas de PNC se incubaron con los sueros de ratón diluidos 

|l:50 ( en solución gelatina 1.5% en PBS con Tvveen 20 1:1000 ), en cuarto frío a 4°C por 

5-18 hrs, con una hora de agitación final. Después , las tirillas se lavaron 4 veces con solución 

lie lavado, posteriormente se incubaron 2 hrs a temperatura ambiente inmersas en un antisuero 

¡Je ratón conjugado ( anti-lg totales , anti-IgG especifica y anti-IgM especifica de ratón ) a 

j’a peroxidasa y diluido 1:1000 (Sigma No. A-0412 ) en solución de lavado. Las tiras fueron 

■lavadas al terminar el tiempo y se revelaron con una solución substrato que contenía 20 mg
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' Je 3,3 diaminobencidina (tetraclorhidrato) al 0.05 % en PBS como cromógeno y 186.6 1 de 

i peróxido de hidrógeno al 30% como substrato. La mezcla se calentó a 35-40°C. Cuando las 

I bandas proteicas de transferencia fueron evidentes, la reacción se detuvo con HCL 1N. Las 

: liras finalmente fueron lavadas con agua tridestilada y se dejaron secar para su análisis.

12 .- AISLAMIENTO Y SEM1PÜR1F1CACION DE LAS PROTEINAS 

INMUNODOMINANTES DE R brasiliensis EN RATON :

I a.- Precipitación con sulfato de amonio al 50 % de saturación del extracto celular de 

1 N. brasiliensis . En un matraz Erlenmeyer se disolvieron 100 mg de proteínas del extracto 

I celular, determinados por el método de Lowry (26), en 12 mL de PBS . El mismo volumen 

Je sulfato de amonio fue mezclado utilizando un embudo de separación y lentamente se dejó 

| caer gota a gota el sulfato de amonio ; el proceso de precipitacón se llevó a cabo a 4°C en 

agitación suave y constante. La mezcla turbia fue transferida a un tubo y centrifugada a 3,500 

i rpm por 30 min, el precipitado se resuspendió en un volumen de 5 mL en PBS. Ambos 

sobrenadante como precipitado fueron dializados en membranas de diálisis contra solución salina 

0.85% hasta eliminar el exceso de sulfato de amonio, comprobamos la eliminación de sal con 

I la reacción de precipitación con el cloruro de bario saturado. La presencia de proteínas en 

el sobrenadante y el precipitado fue analizada por gel en gradiente 8.75-18 % de T con SDS, 

determinando al mismo tiempo la concentración de proteínas por el método de Bradford 

(3). El sobrenadante previamente lioíIlizado fue resuspendido en lml de PBS y fue tratado 

con 150 pl de desoxiribonucleasa 1 por dos horas a 37°C, la mezcla se centrifugó a 3,200 

rpm por 5 min y se dializó contra agua tridestilada durante 24h.

22



b.- Filtración en gel (Sephadex G-lüO) para semipurificar los antígenos inmunodominantes 

I de R brasiliensis:

En este procedimiento se utilizó una columna de vidrio (Wheaton Scientific 265134) 

I de 30 cm de largo y 2.2 cin de diámetro interno. El Sephadex G-100 se hidrató 24 hrs en 

I agua tridestilada con dos cambios y se empaquetó en la columna a un flujo de 1.0 mi por 

I minuto, cambiando el agua por PBS para eluir. La calibración de la columna se realizó con 

lüextran azul (1 mg/mL en PBS) para determinar el volumen vacío (Vo), posteriormente se 

leluyeron por la columna dos marcadores de peso molecular conocido anhidrasa carbónica de 

29 kDa y alcohol deshidrogenasa de 150 kDa a una concentración de 1 mg/mL en PBS 

respectivamente. Los valores de absorbancia a 280 nm fueron grallcados en un papel milimétrico 

(absorbancia en ordenadas y volumen de elución en abscisas) . Al igual que los marcadores 

se eluyó en la columna una muestra de 1 mi del sobrenadante conteniendo 5% de glicerol, 

centrifugada a 3,200 rpm por un minuto. El volumen de elución fue graficado contra los valores 

| de absorbancia de cada una de las fracciones. Las fracciones fueron analizadas en gel de gradiente 

8.75-18% de T , y las fracciones que contienen las proteínas de 26-24 kDa fueron liofilizadas 

y almacenadas a -70° C hasta su utilización.
S

13 .- DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI- R brasiliensis ÜE RATON POR 

EL METODO INMIJNOENZIMATICO (ELISA) :

a.- Unión de las proteínas inmunodominantes p26 

y p24 kDa de R brasiliensis en placas de policstireno.

23
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Se utilizaron placas de poliestireno con fondo en “U” (Costar EIA-RIA/plates cat. N° 

3590 ), para cada pozo de la placa se utilizaron 0.5 g de proteína en 0.2 mi de amortiguador 

de acetatos pH 5. Las placas con las proteínas se dejaron 24 h a 4°C, posteriormente se lavaron 

tres veces con PBS. Las placas de poliestireno con las proteínas unidas fueron utilizadas como 

soporte para llevar a cabo la reacción antígeno-anticuerpo, de la siguiente forma:

b. - Las placas fueron bloqueadas con leche descremada al 5% en PBS Tween 20, 1:1000

( solución bloqueadora ) e incubadas a 37°C por 2h.

c. - Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 1:1000 a temperatura

ambiente.

d. - Los sueros de ratón analizados fueron previamente evaluados en diferentes diluciones

(1:25, 1:50, 1:100 y 1:500) para determinar la dilución ideal, por lo tanto se diluyeron 

1:50 en solución bloquedora, colocando 100 1 de suero problema en cada pozo 

posteriormente se dejó incubando a 37°C por lh.

e. - Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 1:1000.

\

f. - En cada uno de los pozos utilizados se agregaron 100 1 de antisuero conjugado con

pcroxidasa .En este ensayo se utilizaron diferentes antisueros específicos , contra la 

fracción gamma del suero de ratón (anti-mouse polyvalente immunoglobulinas, Sigma 

No. A-0412) , contra la cadena específica de IgM de ratón (anti-mouse IgM -chain 

speciíic, Sigma No.A-8786) y contra la molécula completa de IgG de ratón (anti-mouse 

IgG, Sigma No. A-2028), cada uno de los antisueros fueron trabajados individualmente 

en pozos diferentes y fueron aplicados en la dilución 1:1000 en solución bloqueadora
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Las placas fueron incubadas a 37°C por lh.

j- Posteriormente se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 1:1000.

i- La reacción antígeno-anticuerpo fue revelada con 160 pl de una solución cromógeno- 

substrato que contenía 0.01 g de OPD (ortofenilendiamina dihidroclorada) y 3 pl de 

peróxido de hidrógeno al 30%, ambos disueltos en 25 mL de amortiguador 

citratos pH5, esta solución se preparó en el momento de su uso en frasco obscuro.

i- La reacción se detuvo con 50 pl de ácido sulfúrico 1N.

La absorbancia fue determinada en un espectrofotómetro ( DIA - MEX BP-96 Microassay 

Reader ) a 492 nm de longitud de onda.

Como controles negativos se utilizaron 100 1 de PBS-Tween 20 1:1000, por un lado

) por otro se utilizó solución bloqueadora respectivamente, el control positivo utilizado fue 

suero de un paciente con micetoma (conocido) diluido 1:500 en solución bloqueadora y revelado 

;on anti-IgG humana conjugada a la peroxidasa (anti-human IgG gamma-chain specific ,Sigma 

No. A-8419), el patrón de anticuerpos de este suero fue analizado previámente mediante 

iumunoelectrotransferencia y ELISA (36). Las lecturas de densidades ópticas obtenidas para 

cada uno de los sueros de cada una de las cepas de ratón infectados , fueron graficadas en 

[contra los tiempos del proceso infeccioso en X .
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I- TRANSFERENCIA PASIVA DE INMUNIDAD HUMORAL

i- Obtención de suero de ratón curado espontáneamente de micetoma (SRC) : Los ratones 

i sobrevivieron y resolvieron la infección después de 200 días post-infección a N. brasiliensis 

ron sangrados por punción del plexo oftálmico posterior ; la sangre de 7 ratones obtenida 

(centrifugada a 3000 rpm por 5 min, y los sueros recuperados fueron mezclados y filtrados 

■ membranas de 0.45 p. Posteriormente se inactivó a 56°C por 30 min y se guardó en 

ftigeración hasta su uso .Se determino la concentración de anticuerpos anti-N. brasiliensis 

irla técnica de ELISA , desarrollada en este trabajo .

Obtención de suero hiperinmune de ratón (SRH) anti-N.brasiliensis muerta por

calor :

Cuarenta ratones fueron inmunizados con una suspensión de N.brasiliensis muertas por 

ilor, la cantidad de bacterias fue establecida previamente por la técnica de dilución en placa 

peen este caso fue de 1.8 X10" UFC/mL , las inmunizaciones fueron aplicadas con el siguiente 

rotocolo ; 50 pl de la suspensión por vía subcutánea (cojinete plantar), 7 días después fueron 

¡inmunizados con la misma dosis por la misma vía posteriormente al 28° día se reinmunizaron 

rala misma dosis por vía intramuscular , siete días después fueron sangrados todos por punción 

(I plexo oftálmico posterior, utilizando pipeta Pasteur. La sangre fue centrifugada a 3000 rpm 

or 5 minutos y los sueros fueron mezclados y esterilizados por filtración en membranas de 

45 por último la mezcla de sueros se inactivó a 56°C por 30 min y se congeló a temperatura 

!e -7()°C hasta su uso . Se cuantificaron anticuerpos anti-N.brasiliensis por ELISA .
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c. - Obtención de suero hiperinmune de conejo (SCH) anti-N.brasiliensis muerta por

calor :

Dos conejos de seis meses de edad fueron seleccionados y previamente sangrados. El 

antígeno utilizado fue el mismo con el cual se obtuvo el suero hiperinmune de ratones , solo 

que en este caso se utilizo 1 mL de la suspensión de bacterias muertas emulsificadas con 1 

mL de Adyuvante Incompleto de Freund (AIF) y aplicado por vía intradérmica; siete días depués 

se reinmunizarón con la misma dosis y la misma vía . Catorce días depués de la

primoinmunización se reinmunizaron con 1 mL de la suspensión bacteriana diluida 1:10 en

s.s.e. y se inyectó por vía intramuscular ; esta última dosis se repitió catorce días más tarde 

por la misma vía y siete días después se sangraron los conejos ; el suero fue recolectado 

esterilizado e inactivado por calor . Se determinaron anticuerpos anti-N brasiliensis por la técnica 

de ELISA.

d. - Obtención de suero de conejo anti-Extracto celular de N.brasiliensis (SCE) :

Dos conejos de seis meses de edad fueron inmunizados por vía intradérmica con 10 

mg de proteína del extracto celular de N. brasiliensis , disueltos en 1 mL de s.s.e. y

emulsificados con el mismo volumen de AIF. Posteriormente los conejos recibieron dos

reinmunizaciones más 20 y 40 días después de la primera inmunización por vía intradérmica 

e intraperitoneal respectivamente; siete días después los conejos fueron sangrados y el suero 

recolectado fué esterilizado por Filtración e inactivado por calor . Se determinaron anticuerpos 

anti-N brasiliensis por la técnica de ELISA.
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|'5- EFECTO DE LOS SUEROS I1IPERINM1 JNF.S EN EL ESTABLECIMIENTO Y 

RESOLUCION DEL MICETOMA EXPERIMENTAL POR EL hrasiliensis EN 

RATONES Balh/c.

|l- Efecto de los sueros hiperinmunes en el establecimiento de la infección :

1 rabajamos en grupos de seis ratones Balb/c para cada uno de los cuatro sueros a 

■probar ; los ratones utilizados tenían un promedio de 10 semanas de edad y un peso en el 

■tango de 25 a 35g, previamente se sangraron para determinar la presencia de anticuerpos anti- 

H brasiliensis . Iodos los ratones recibieron una dosis de 0.1 mL de bacterias vivas ( 1.7 

IllO7 UFC/mL) por vía subcutánea .Cada grupo de seis ratones recibió una inyección de 0.1 

ImL de suero hiperinmune por vía intramuscular . Estas dosis fueron repetidas al 3o ,6o , 9o 

ly 12° día de la post-infección , un grupo extra de seis ratones fueron infectados e inyectados 

Icón s.s.e. como control en el desarrollo de micetoma . El desarrollo de micetoma fue observado 

Ipor 45 días y evaluado por los criterios macroscópicos previamente mencionados .

1- Efecto de los sueros hiperinmunes en la resolución del micetoma experimental por 

iN.brasiliensis: '

Se utilizaron cinco grupos de 6 ratones ; todos los ratones fueron previamente infectados 

ton N. brasiliensis con la dosis antes mencionada y 90 días después fueron inyectados 

intramusculármente (l.M.) con 0.1 mL a cada grupo del siguiente antisuero : a)suero de ratón 

turado espontáneamente de micetoma , b) suero de ratón inmunizado con N. brasiliensis muertas 

por calor, c) suero de conejo hiperinmune (inmunizado con N. brasiliensis muerta por calor 

,(1) suero de conejo anti-extracto celular de N. brasiliensis y e) solución salina estéril (control).
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El efecto de los sueros lúe observado por 28 días y evaluado por los criterios macroscópicos 

previamente establecidos.
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RESULTADOS

EVOLUCION CLINICA DEL MICETOMA EXPERIMENTAL

Los resultados macroscópicos del desarrollo en el micetoma experimental por 

j {brasiliensis se encuentran ilustrados en la fig. # 1 para los ratones Balb/c (a) y 

57BL/6 (b); estas dos cepas de ratones inmunocompetentes mostraron un desarrollo más rápido 

a leí micetoma que las cepas de ratones ilustradas en la fig.#2 y fig.#3 ; que corresponden a 

; i$ cepas de ratones CBA/N (a) y DBA/2 (b) y ratones F1(CBA/N X DBA/2)9 (a) 

or (b) . Un ejemplo de micetoma en ratón Balb/c al séptimo día post-infección se muestra 

¡n la fig. #4 . En general las cepas de ratones inmunocompetentes presentaron datos clínicos 

ie infección bacteriana entre el 14 y 28 día post-infección , los signos de curación espontánea 

se presentaron entre 150 y 200 día post-infección . Este efecto no se observo en el resto de 

las cepas de ratones , ya que el tiempo de establecimiento fue mas prolongado y se presentó 

iasta el día 45 para CBA/N , Ij (CBA/N XDBA/2) 9 y O' ; para los ratones DBA/ 

¡se presentó hasta el 90 día post-infección .

\

La historia natural de la infección fue evaluada macroscópicamente a diferentes 

liempos, a partir del séptimo día y se muestra en el cuadro # 1 para las diferentes cepas de 

ratones hasta el día 70 de la post-infección y en el cuadro #2 se representa la evaluación 

macroscópica a partir del día 80 hasta el día 200 post-infección . Un resumen de la evolución 

macroscópica del micetoma experimental por N. brasiliensis se muestra en el cuadro # 3 .
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,brasiliensis se encuentran ilustrados en la fig. # 1 para los ratones Balb/c (a) y 

57BL/6 (b) ; estas dos cepas de ratones inmunocompetentes mostraron un desarrollo más rápido 

I micetoma que las cepas de ratones ilustradas en la fig.#2 y fig.#3 ; que corresponden a 
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macroscópica del micetoma experimental por N. brasiliensis se muestra en el cuadro # 3 .
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En algunos ratones Balb/c fue evidente el daño óseo (fig.#5 y #6 ) , los cuales presentaron 

mutilación de los dedos y parte del cojinete plantar aunado a un proceso inflamatorio agudo 

(fig.#5), un ejemplo de micetoma ampliamente desarrollado (“micetoma florido”) al 90 día 

post-infección, se muestra en la lig. #7 .En este estadio se presenta una masa amorfa que se 

caracteriza macroscópicamente por aumento de volumen del cojinete plantar , presencia de 

abscesos y fístulas activas .



b

Figura # 1 •- 

inflamatorio inducido

Cojinete plantar de ratón Balb/c (a, y C57BL/6(b) con proceso 

por M. brasüietisjs vivas a los 14 dias post-infección.
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Figura # 2.- Cojinete plantar de ratones CBA/N (a) y DBA/2 (b) con proceso inflamatorio

inducido por N. brasiliensis vivas a los 14 días post-infección .

b 
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Figura #3.- Cojinete plantar de ratones híbridos (CBA X DBA) F1 hembra (a) 

y ( CBA X DBA ) F1 machos (b) con proceso inflamatorio inducido por N. brasiliensis

rivas a los 14 días post-infección .

a 



-'.-
'y.*

Figura #4 .- Cojinete plantar de un ratón Balb/c a los siete días post-

mfección con N. bras ilicnsi · que muestra algunos abscesos y el proceso inflamatorio. 



36
; 6 í: y ■ .

\

Figura #5.- Ejemplo de un proceso inflamatorio intenso en ratón Balb/c que fué infectado 

M. brasiliensis 28 días post-infección.



Figura # 6 Cojinete plantar de ratón Balb/c infectado con N- brasiliensis en el cual
i

t observa 45 días después , un micetoma con inflamación y destrucción del cojinete plañ­

ir y dedos .

I'
j

i

•5-
í

37 
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Figura # 7.- Ratón Balb/c infectado con ü. brasilicnsis con un micetoma a los 90 

las post-iníección. Se hace notar , el aumento de volumen , la destrucción tisular y fistu-

is activas .
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LA EVOLUCION CLINICA DEL MICETOMA EXPERIMENTAL 
POR Nocardia brasillensis EN RATONES

Tiempo en días

Cepas ni urinas 7 14 28 45 60 70

Balb/c + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

C57BL/6 + + ++ + + + + + + + +++ + + + + + + + +

DBA/2 + + + + + + + + + + + + +

CBA/N + + + + + + + + + + + + + + + + +

(CBA X DBA) 
Fi Hem. + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(CBA X DBA) 
F1 Macho + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Valor de n= 10 por grupo

Cuadro # 1 R e g i s t r o  de la evolución clínica del micetoma experimental en diferentes 

as de ratones del 7 al día 70 de la infección .La evaluación se llevó a cabo utilizando 

criterios previamente establecidos en este trabajo .
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LA EVOLUCION CLINICA DEL MICETOMA EXPERIMENTAL
POR Nocardia brasiliensis EN RATONES

’

Tiempo en días
CEPAS 80 90 120 150 170 200
M URINAS

Balb/c + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

C57BL/6 + + + + + + + + + + + + + + + + +

DBA/2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

CBA/N + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(CBA X DBA)

F1 Hembra + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(CBA X DBA)
F1 Macho + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Valor de n = 10 por grupo.

Cuadro # 2.- Registro de la evolueión clínica del micetoma experimental en diferentes 

las de ratones a partir del día 80 al día 200 de evolución de la infección. La 

aluación se llevo acabo utilizando los criterios previamente establecidos.

f ' ,

i
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RESUMEN I)E LA EVOLUCION CLINICA DEL MICETOMA 
EXPERIMENTAL POR Nocardia brasiliensis EN RATONES

Tiempo en días

Cepas

murinas

7 14 28 90 150 200

Balb/c + + + + + + + + + + + + + + + +++ + +

C57BL/G + + + + + + + + + + +++ + ++++ +

DBA/2 + + + + + + + +++ +++ ++++

CBA/N + + + + + + + + +++ +++ ++++

(CBA X DBA)

F1 Hembra + + + + + + + + +++ , + +++ ++++

(CBA X DBA) 

Fí Macho + + + + + + + + +++ ++++

Valor de n= 10 por grupo

Cuadro # 3.- Resumen de la evaluación clínica del micetoma experimental en diferentes 

¡pas de ratones de acuerdo a los tiempos de establecimiento y resolución de la infección 

ratones inmunocompetentes así como de los F/CBA/N X DBA/2) 9 y Cf , con dismunción



42

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES POR 

WESTERN-BLOT

El patrón electroforético de bandas protéicas obtenido del extracto celular de N- 

siliensis se muestra en la fig. # 8 . El análisis de W.B. para las cada una de las cepas 

ratones se llevo a cabo en diferentes tiempos de la infección . Para la cepa de ratones 

b/c que se representa en la figura #9 , la p61 de N.brasiliensis fué identificada por todos 

is sueros de ratones a partir del día 7 de la infección, hasta el día 163 que fué el último

día 80 , disminuyendo su expresión al día 90 , para posteriormente presentarse al día 163. 

ip26 se manifestó a partir del día 45° y se mantuvo hasta el día 163°, cabe notar que esta 

oteina aumentó la intensidad de la banda a mayor gravedad de la infección . La p24 se 

esentó a partir del día 45 y se mantuvo hasta el día 80, al igual que la p26 es directamente 

uporcional a la gravedad de la infección . En este análisis se determinaron otras proteínas 

nnunodominantes como p66, p63, p36, p20 y p 14 . Este grupo de proteínas fueron 

lentualmcnte detectadas durante el tiempo de gravedad de la infección . En la fig.#9 representa 

ferentes tiempos (7,60,90 y 163 días post-infección) de análisis en los sueros de ratón 

alb/c por W.B. los cuales revelaron los antígenos inmunodominantes de N.brasiliensis para 

ila cepa . Los ratones C57BL/6 mostraron un patrón de respuesta que se resume en la

¡as señalados en pie de figura. En el resumen comparativo mostrado en la figura # 15 se 

iserva que la p61 fue reconocida por todas las cepas de ratones excepto por DBA/2 que

p24 exepto CBA/N que dieron un reconocimiento débil . Los ratones DBA/2 mostraron un

mpo de análisis . La p36 fué evidente a partir del día 45 post-infección y se mantuvo hasta

cia de la figura # 10 . En las figuras # 11,12,13 y 14 se muestran las

imunoelectrotransferencias del resto de las cepas de ratones utilizadas correspondientes a los

o débilmente positivo . Todas las cepas de ratones incluyendo las híbridos reconocieron p26

imunoelclrolransfcrcn, 



mocimiento intenso para las proteínas p45,p36 y p35 que también fué evidente en los híbridos 

(CBA/N X DBA/2) 9 en cambio el F, (CBA/N X DBA/2) Cf los CBA/N y los 

7BL/6 no reaccionan con estos antígenos y los ratones Balb/c lo hicieron débilmente .



«conocimiento intenso para las proteínas p45,p36 y p35 que también fué evidente en los híbridos 

f (CBA/N X DBA/2) 9 en cambio el F, (CBA/N X DBA/2) C f  los CBA/N y los 

C57BL/6 no reaccionan con estos antígenos y los ratones Balb/c lo hicieron débilmente .
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Figura # 8.- Electroforesis del extracto celular de N.brasiliensis en gel de poliacrilamida 

tn gradiente 8.25-18 % de acrilamida-bisacrilamida , revelado con tinción de plata y 

tontrastado con Coomasie ; a) control de peso molecular conocido (7L) , b, c, d y e 

representan corrimientos de extracto celular de N .brasiliensis a 200 ,100 , 50 y 25 pg de 

proteína respectivamente.
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Figura # 9.- Inmunoelectrotransferencia (Western-blot) de los 

b/c infectados ; (a) 7 día, (b) 6U día , (c) 90 día , (d) 163

N. brasiliensis .

sueros de ratón 

día post-infección
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Figura # 10 Inmunoelectrotranslcrencia (Westcrn-blot) con sueros de ratón

57BL/6 : (a) 7 día, (b) 60 día , (c) 90 día y (d) 163 día post-infección con

kd 

61 -

26 -
24 -

a b e d 
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Figura # 1 1 . -  Inmunoelectrotransferencia (W.B.) en sueros de ratón DBA/2 :

7 día , (b) 60 día , (c) 90 día y (d) 163 día post-infección con brasiliensis .

kd 

61 -

26 -
24_ 

a b e d 



Figura # 12

6 1 -

k d

2 6 —  
2 4 —

<

a  b c

Inmunoelectrotransferencia (W.B.) en sueros de ratón CBA/N

a) 7 día , (b) 60 día y (c) 163 día post-infección con N- brasiliensis .
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Figura # 13.- Inmunoelectrotransferencia de sueros de ratón F1(CBA XDBA)9

i) 7 día , (b) 60 día , (c) 90 y (d) 163 día post-infección con N -brasiliensis . •ii

1
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2& -
24 -

a b e d 
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Figura # 14 .-Inmunoelectrotransferencia (W.B.) en sueros de ratón Fj(CBA X DBA)0> : 

(a) 7 día ,(b) 60 día , (e) 90 día y (d) 163 día post-infección con N- brasiliensis .

I

kd 

61-

26-
24-

a b e d 
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Figura # 15.- Resumen comparativo 
imunoelectrotransferencias obtenidas con los

de un experimento típico de las 

sueros de ratones utilizados en este trabajo .

1020091279

11111/c C57BL/6 CBA/N 

7 .,_, 183 7 7 801f3 
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CBA l 
DBA/2 F 1 • 
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■I- IDENTIFICACION DEL ISOTIPO POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

El análisis para identificar el isotipo de anticuerpo anti-p26 y anti-p24 por 

imunoelectrotransferencia en los sueros de ratón Balb/c a los 45 dias post-infección , reveló 

¡ausencia de IgM y no de IgG , representados en la figura # 16 .



a  b

Figura #16 Inmunoelectrotransferencia del suero de ratón Balb/c , que revela el 

sotipo presente a los 45 días del proceso infeccioso por N. brasiliensis . En a se muestra 

¡>M y en b IgCi.

4
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IV.- OBTENCION DE LAS PROTEINAS INMUNODOMINANTES p26 Y p24 DE

N. brasiliensis .

Una vez que identificamos los antígenos inmunodominantes, los semipurificamos por 

nétodos fisicoquímicos previamente descritos en el laboratorio de Inmunología ( 37 

38 , 39 ). Los resultados se muestran en la figura # 17 ,en donde se muestran las proteínas 

fie fueron obtenidas; a y f los marcadores de peso molecular , el extracto proteico utilizado 

e muestra en los carriles b,e y h .En el carril c se muestra el resultado de la proteínas precipitadas 

on sulfato de amonio al 50 % de saturación en donde se encuentran p26 y p24 , a partir 

t  donde se purifican estas dos proteínas en el tamiz molecular . En el carril d se observa 

1 sobrenadante de la precipitación con sulfato de amonio y en los tres carriles marcados con 

ig se observa una banda intensa que corresponde a p26 y p24 obtenidos después del volumen 

icio en Sephadex G-100.

i
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¡ue fueron obtenidas; a y f los marcadores de peso molecular , el extracto proteico utilizado 

emuestra en los carriles b,e y h .En el carril c se muestra el resultado de la proteínas precipitadas 

on sulfato de amonio al 50 %  de saturación en donde se encuentran p26 y p24 , a partir 

fe donde se purifican estas dos proteínas en el tamiz molecular . En el carril d se observa 
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.f-l

íí'

t
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Figura # 17.- Electroforesis de proteínas de N. brasiliensis en un gel de poliacrilamida
S

SDS en gradiente 8.75-18 , teñido con Coomassie : 

a y f marcadores de peso molecular . 

b,c y h extracto proteico total de N.brasiliensis . 

c proteínas precipitadas con sulfato de amonio . 

d sobrenadante de la precipitación .

g p26 y p24 obtenidas en la columna con sephadex G100.
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Los antígenos inmunodominantes p26 y p24 de N. brasiliensis se incubaron en placas 

i poliestrireno y mediante la técnica de ELISA se cuantificó el titulo de anticuerpos anti- 

!í y anti-p24 en el suero de ratones a diferentes tiempos de la infección .Las lecturas de 

0 obtenidas fueron las siguientes :

Ma # 1.- Cuantificación de anticuerpos anti-p26 y anti-p24 en cinco sueros de ratones 

ilb/c por el método de ELISA.

56
Resultados de la determinación de anticuerpos anti-p26 y anti-p24 de H- brasiliensis

por ELISA en ratones :

as

st-in-

:ción

DO DS DO DS DO
-------------- \

DS

Ig’s

totales

IgM IgG

0.052 0.042 0.063 0.050 0.015 0.007

0.085 0.034 0.193 0.070 0.078 0.080

0.128 0.044 0.211 0.140 0.152 0.113

0.485 0.060 0.217 0.070 0.823 0.647

0.870 0.570 0.187 0.060 0.965 0.591

0.802 0.570 0.178 0.048 0.891 0.659

0.784 0.470 0.168 0.054 1.089 0.378

0.717 0.173 0.130 0.076 0.986 0.305

3 1.264 0.036 0.144 0.050 1.148 0.053



Los antígenos inmunodominantes p26 y p24 de N. brasiliensis se incubaron en placas 

le poliestrireno y mediante la técnica de ELISA se cuantificó el titulo de anticuerpos anti- 

26 y anti-p24 en el suero de ratones a diferentes tiempos de la infección .Las lecturas de 
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56

i- Resultados de la determinación de anticuerpos anti-p26 y anti-p24 de N- brasiliensis

por ELISA en ratones :

Días

lost-in-

ección

DO DS DO DS DO DS

Ig’s

totales

IgM IgG

0.052 0.042 0.063 0.050 0.015 0.007

0.085 0.034 0.193 0.070 0.078 0.080

11 0.128 0.044 0.211 0.140 0.152 0.113

8 0.485 0.060 0.217 0.070 0.823 0.647

15 0.870 0.570 0.187 0.060 0.965 0.591

0 0.802 0.570 0.178 0.048 0.891 0.659

0 0.784 0.470 0.168 0.054 1.089 0.378

0 0.717 0.173 0.130 0.076 0.986 0.305

63 1.264 0.036 0.144 0.050 1.148 0.053
y
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labia # 2.- Cuantificación de anticuerpos anti-p24 y p26 en cinco sueros de ratones

C57BL/6 por el método de E.L.I.S.A.

Dias

post-in

fección

DO DS DO DS DO
-------------- \

DS

Ig’s

totales

IgM IgG

1 0.088 0.052 0.024 0.037 0.023 0.016

7 0.050 0.049 0.105 0.030 0.060 0.009

14 0.555 0.269 0.194 0.069 0.586 0.651

28 0.782 0.391 0.150 0.059 0.875 0.487

15 1.077 0.373 0.219 0.084 1.044 0.533

50 1.031 0.382 0.246 0.157 0.984 0.533

SO 1.072 0.216 0.168 0.049 0.877 0.484

70 1.341 0.066 0.192 0.086- 1.352 0.060

163 1.312 0.113 0.088 0.059 1.081 0.060
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abla # 3 . -  Cuantifícación de anticuerpos anti-p24 y anti-p26 en cinco sueros de ratones

BA/2 por el método de E.L.I.S.A.

as

st-in-

tión

DO DS DO DS DO
\

DS

Ig’s

totales

Ig M Ig G

0.022 0.020 0.065 0.039 0.026 0.029

0.078 0.091 0.084 0.066 0.055 0.090

0.131 0.060 0.145 0.104 0.141 0.162

0.805 0.366 0.143 0.087 1.005 0.488

0.505 0.297 0.138 0.110 0.852 0.453

0.285 0.074 0.183 0.096 0.389 0.014

0.401 0.067 0.180 0.061 0.643 0.334

0.560 0.244 0.065 0.013 1.082 0.284

0.512 0.570 0.101 0.120 0.393 0.526^
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1 Tabla # 4 .- Cuantificación de anticuerpos anti-p24 y anti-p26 en cinco sueros de ratones

CBA/N por el método de E.L.I.S.A.

f -----------
Días

post-in­

fección

DO DS DO DS DO
-------------- \

DS

- Ig’s

totales

Ig M Ig G

0 0.089 0.062 0.115 0.132 0.077 0.102

7
0.012 0.006 0.067 0.067 0.026 0.026

l'14
0.296 0.257 0.184 0.113 0.460 0.560

28 0.818 0.330 0.119 0.084 1.184 0.190

15 1.102 0.204 0.117 0.101 1.290 0.112

60 1.066 0.219 0.142 0.091 1.226 0.122

80 1.086 0.027 0.149 0.018. 1.193 0.034

90 1.126 0.313 0.064 0.011 1.173 0.337

1°
1.426 0.112 0.098 0.098 1.329 0.087^



lia # 5.- Cuantificación de anticuerpos anti-p24 y anti-p26 en cinco sueros de ratones

M/N X DBA/2) 9 , por el método de ELISA.

•in-

ión

DO DS DO DS DO
-------------- V

DS

Ig

totales

IgM IgG

0.042 0.057 0.006 0.009 0.046 0.060

0.173 0.180 0.135 0.122 0.158 0.181

0.296 0.189 0.162 0.068 0.364 0.333

0.983 0.288 0.156 0.049 1.222 0.130

1.130 0.110 0.212 0.043 1.303 0.049

1.135 0.176 0.214 0.070 1.253 0.035

1.053 0.193 0.226 0.067 1.176 0.167

0.973 0.203 0.229 0.024 1.136 0.133

1.414 0.033 0.202 0.084 1.220 0.087^



# 6.- Cuanti litación de anticuerpos anti-p24 y anti-n26 en cinco sueros, de ratones. 

ÜBA/N X DBA/2) O* , por el método de ELISA.

n
st-in-

■\ón

DO ^ DS 1 DO ^ DS ^ DO ' DS \

Ig's IgM IgG

totales

0.013 0.007 0.002 0.002 0.006 0.014

0.033 0.023 0.043 0.026 0.001 0.002

0.185 0.154 0.044 0.039 0.225 0.220

0.533 0.100 0.036 0.029 0.577 0.148

1.052 0.299 0.044 0.019 1.175 0.137

1.319 0.113 0.055 0.019 1.275 0.107

1.043 0.150 0.061 0.029 1.259 0.186

1.074 0.147 0.110 0.051 . 1.229 0.091

! 1.331 0.054 0.063 0.088 1.191 0.167
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,'abla # 6.- Cuantiíicación de anticuerpos anti-p24 y anti-p26 en cinco sueros de ratones

l(CBA/N X DBA/2) O* , por el método de ELISA.

lías
.

ost-in-

icción

DO DS DO DS DO DS

Ig’s IgM IgG

totales

1 0.013 0.007 0.002 0.002 0.006 0.014

■ 0.033 0.023 0.043 0.026 0.001 0.002

r 0.185 0.154 0.044 0.039 0.225 0.220

0.533 0.100 0.036 0.029 0.577 0.148

1
115 1.052 0.299 0.044 0.019 1.175 0.137

1 1.319 0.113 0.055 0.019 1.275 0.107

9° 1.043 0.150 0.061 0.029 1.259 0.186

lo 1.074 0.147 0.110 0.051 . 1.229 0.091

■63 1.331 0.054 0.063 0.088 1.191 0.167^

\

I
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Los valores de absorbancias corresponden a la media de cinco absorbancias que a su 

vez corresponden a cada suero de un grupo de cinco ratones . La concentración total de 

anticuerpos anti-p26 y anti-p24 , así como su isotipo se muestra en las gráficas de 

la #1 a la #6 para Balb/c , C57BL/6 , CBA/N , DBA/2 , Fl( CBA/N X DBA2 ) 9 
i l  F1 ( CBA/N X BDA/2 ) O* respectivamente . En las gráficas #7 y #8 se muestra los

'! resúmenes de la determinación de anticuerpos totales, IgM e IgG anti-p26 y anti-p24 de
1 N. brasiliensis .

I
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasiliensis 

en ratones Balb/c

Ig's Total —+— Igfl —*— IgG

talor de 5 por grupo

Gráfica # 1Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 de ]s[. brasiliensis 

ones Balb/c a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis. (*) representa el 

de anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) el valor de IgM . La 

i corresponde a la media de cinco valores de DO . El máximo de Y  es de 1.264 D.O.
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasiliensis en 

ratones C57BL/6

Ig's Total —l— IgM —*— IgG

r de n= 5 por grupo

ráfica # 2  -  Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 de N- brasiliensis 

s C57BL/6 a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis. (*) representa 

e anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) el valor de IgM . La 

rresponde a la media de cinco DO. El máximo de Y  es de 1.341 DO .
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasiliensis en 

ratones C57BL/6

Ig’s Total IgG

trafica # 2.- Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 de brasiliensis 

ps C57BL/6 a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis. (*) representa 

de anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) el valor de IgM . La 

orresponde a la media de cinco DO. El máximo de Y  es de 1.341 DO .
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasiliensis 

en ratones DBA/2
D

—■— Ig's Total —I— IgH —*—' IgG

Valor de n= 5 por grupo

\

Gráfica # 3 . -  Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 de N[- brasiliensis 

tones DBA/2 a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis. (*) representa el valor 

ticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) representa el de IgM . La 

ca corresponde a la media de cinco DO. El máximo de Y  es de 1.082 DO .
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasiUensis en 

ratones CBA/N
D

I g ' s  Total —I— IgM —*— IgG

Ualor de n= 5 por grupo

Gráfica # 4.- Determinación de anticuerpos séricos anti-26 anti-p24 de 

brasiliensis en ratones CBA/N a diferentes tiempos de la infección por N.hrasiliensis.

) representa el valor de anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) representa 

de IgM. La gráfica corresponde a la media de cinco DO . El máximo de Y  es de 1.426
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N. brasiüensis en 
ratones F1(CBA/N X DBA/2) Hembra

D

—*— I g ' s  Total —I— IgM —*— IgG

Valor de n= 5 por grupo

Gráfica # 5.- Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 de N- brasiliensis 

tones F, (CBA X DBA) 9 a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis . (*) 

senta el valor de anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) el valor de 

, La gráfica corresponde a la media de cinco DO .El máximo de Y  es de 1.414 DO.
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ráfica # 6.- Determinación de anticuerpos séricos anti-p26 y anti p24 de N- brasiliensis 

:s F, (CBA X DBA) CX* a diferentes tiempos de la infección por N.brasiliensis. (*) 

i el valor de anticuerpos totales , (-) representa el valor de IgG y (+) el valor de 

.gráfica corresponde a la media de cinco DO. El máximo de Y es de 1.331 DO.
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N.brasi/iensis en 
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Determinación de Anticuerpos Dirigidos 
Contra p24 y p26 de N. brasiliensis en 

diferentes cepas de ratones
e

— Balb/c —t— CS7BL26 DBA22

CBA/M —K— (CBA/NxDBA/2)Fl -4+— (CBA/NxDBA/2)Fi M

Ualor de n= 5 por grupo

Gráfica # 7.- Comparación de valores de DO obtenidos en la determinación de anticuerpos 

totales, para cada grupo de ratones en el proceso infeccioso por N.brasiliensis. El máximo de 

Y es de 1.426 DO.
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Isotipo IgG de ratones para p24 y p26 de 
Nocardia brasiliensis

— Balb/c 

-e- CBA/N

Ualor de n= 5 por grupo

C57BL/6

(CBA/NxDBA/2)Fl

DBA/2

CCBA/NxDBA/2)Fl M

Gráfica # 8.- DO y su comparación en la determinación de anticuerpos IgG totales 

específicos para p26 y p24 de N.brasiliensis , para cada grupo de ratones en diferentes tiempos 

del proceso infeccioso por N.brasiliensis . El máximo de Y es 1.352 DO.
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Isotipo IgM de ratones para p24 y p26 de 
Nocardia brasiliensis

—— Balb/c 

—b— CBA/N

¡Valor de n= 5 por grupo

C57BL/6

(CBAxDBA )F1 Hen.-

DBA/2

CCBAxDBAJFl Mac.

Gráfica # 9.- Comparación de DO obtenidas en la determinación de anticuerpos IgM 

|specíficos para N.brasiliensis totales , para cada grupo de cepas de ratones en el proceso 

ífeccioso por N. brasiliensis .El máximo de Y es de 0.246 DO.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO EN EL MICETOMA POR 

N.brasiliensis.

Paralelamente a este trabajo se realizó una serie de cortes histológicos en cojinete plantar 

ratones Balb/c con micetoma, en la figura # 18 se muestra un corte de cojinete plantar 

un ratón Balb/c antes de ser infectado . A diferentes tiempos de la infección , los resultados 

nidos al día 7 (figura #19) post-infección mostró un proceso inflamatorio agudo situado 

e la dermis y la capa muscular . El proceso adoptó un aspecto nodular y se encontró 

lusamente infiltrado por numerosos polimorfonucleares neutrófilos agrupados en pequeños 

s (microabscesos ) rodeados por material necrótico y por macrófagos, también se observó 

leve proliferación de vasos sanguíneos y escasos fibroblastos . Ocasionalmente se 

ntraron linfocitos .

El corte de cojinete plantar al día 14, mostrado en la figura # 20 , post-infección fue 

ejante al anterior solo que disminuyó la proporción de polimorfonucleares y se observaron 

os microabscesos , aumento en mononucelares y tejido fibrovascular .

S
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Figura # 18.- Sección histológica ( 40X) de cojinete plantar de un ratón Balb/c no 

ectado . 

, . 
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Figura # 19.- Sección hi s to logi ca (40X) de cojinete plantar de un ratón Balb/c que 

tra un proceso infl amator io agudo s ituado entre la dermis (porción superior ) y la túnica 

ular (porción infe rior) , inducida por la N . bras ili ens is siete días post-infección . 



Figura # 20.- Sección histológica (10X) de cojinete plantar de ratón Balb/c que muestra 

Dceso agudo con aspecto nodular e infiltrado por numerosos p o l i m o r f o n u c l e r e s  

filo, agrupados en pequeños focos (escasos microabcesos) , rodeados por células 

fágicas, 14 días post-infección con N.brasiliensis .

75 
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I
einticinco días después de la infección , se observó un proceso inílamatorio mixto 

la la dermis , la hipodermis y el paquete neuromuscular ; los elementos infíltratenos 

as (mononucleres y polimorlónucleres) en la dermis y en el paquete neuromuscular 

ando los mononucleres siendo estas linfoides y células plasmáticas. Además se 

n algunos histioeitos espumosos . Vease la ligura #21.

sección de cojinete plantar a los noventa díasdespués de la infección experimental 

n extenso proceso inflamatorio y reparador de los tejidos blandos , este proceso se 

p por la presencia de múltiples microabcesos revestidos por tejido fibroso adentro 

lies aparecen estructuras hematofílicas basófilas de forma arriñonada con numerosas 

Isclavas periféricas eosinófilas que descansan sobre una matriz finamente filamentosa 

lies en ocasiones presenta rarefacción central que toman la forma anular . Estas 

I corresponden a granulos de N. brasiliensis y se encuentran profusamente rodeados 

ción polimorfonuclear . Es interesante que en la periferia aparecen células de probable 

locítico de gran tamaño cuyo citoplasma es claro y finamente granular y de aspecto 

i Rodeando los microabcesos aparecen una marcada reacción angio y fibroblastica 

1 septos de contención que se encuentra infiltrada por elementos inflamatorios 

jease figura # 22 y 23.
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Veinticinco días después de la infección , se observó un proceso inflamatorio mixto 

afecta la dermis , la hipodermis y el paquete neuromuscular ; los elementos infdtratorios 

mixtos (mononucleres y pol imorí onucieres) en la dermis y en el paquete neuromuscular 

(ominando los mononucleres siendo estas linloides y células plasmáticas. Además se 

tiraron algunos histiocitos espumosos . Vease la figura #21.

La sección de cojinete plantar a los noventa díasdespués de la infección experimental 

¡stró un extenso proceso inflamatorio y reparador de los tejidos blandos , este proceso se 

eterizó por la presencia de múltiples microabcesos revestidos por tejido fibroso adentro 

as cuales aparecen estructuras hematofilicas basófilas de forma arriñonada con numerosas

Iminutas clavas periféricas eosinófilas que descansan sobre una matriz finamente filamentosa 

as cuales en ocasiones presenta rarefacción central que toman la forma anular . EstasJ
puras corresponden a granulos de N. brasiliensis y se encuentran profusamente rodeados 

xudacción polimoiIbnuclear . Es interesante que en la periferia aparecen células de probable

P
histiocítico de gran tamaño cuyo citoplasma es claro y finamente granular y de aspecto 

oso . Rodeando los microabcesos aparecen una marcada reacción angio y fibroblastica 

jforma septos de contención que se encuentra infiltrada por elementos inflamatorios 

. Vease figura # 22 y 23.
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i

*'*; ÍJ1-;

I Figura # 2 1 . -  Sección histológica (40X) de cojinete plantar de ratón Balb/c al día 14 

I nfección con N. brasiliensis que muestra un proceso más proliferativo, con un aumento 

I s fibras de colágena , vasos sanguíneos y una abundante cantidad de monocitos y linfocitos 

les y células plasmáticas .
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Figura # 22.- Sección histológica (40X) de cojinete plantar que muestra un proceso mixto 

(agudo y crónico) y afecta la dérinis , hipodérmis y el paquete neuromuscular, las células 

(presentes en esta etapa son principalmente monocitos y polimorfonucleares , este proceso 

apareció al 25 día post-inlección con N. brasiliensis .
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Figura # 23.-Sección histológica vista a 10X de cojinete plantar de un ratón Balb/c 

al 90 día post-infección con N. brasiliensis , este corte muestra una lesión florida que se 

caracteriza por la presencia de microabcesos revestido por tejido fibroso, Lesión brasiliensis 

( ver descripción en resultados ) .
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Figura # 24.- Sección histológica de cojinete plantar a los 90 días post-infección con 

brasiliensis vista a 40X que muestra la presencia de células gigantes y las microcolonias 

eadas de un material hialino, además de un infiltrado celular constituido principalmente

macrófagos.
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fl- TRANSFERENCIA ADOPTIVA DE INMUNIDAD HUMORAL ANTI-

N.brasiliensis EN RATONES Balb/c.

Los resultados de los experimentos de trasferencia de inmunidad humoral para evaluar 

ns sueros hiperinmunes en el establecimiento de la infección experimental por N.. brasiliensis 

n ratones Balb/c sanos se encuentra resumido en el cuadro # 4 .En donde resulta evidente 

he solo el suero de ratón hiperinmune obtenido de la inmunización con bacterias muertas 

íé capaz de prevenir el desarrollo de micetoma . Para evaluar el efecto de los sueros 

¡perinmunes en la resolución del micetoma encontramos que ninguno de los sueros provados 

lé capaz de curar o mejorar una lesión establecida de micetoma experimental .

Las concentraciones de anticuerpos anti-p26 y anti-p24 presentes en los sueros 

iperinmunes fueron determinados por el método de ELISA , que fué descrito en páginas 

iteriores , los resultados fueron los siguientes :

a. - Suero de ratón inmunizado con N- brasiliensis muerta por calor, dió una DO

de 1.532.

b. - Suero de ratones curados espontaneámente a los 300 días de haber sido infectado

y además desarrollaron micetoma por N.brasiliensis , dió una DO de 1.072 .

c. - Suero de conejo inmunizado con N. brasiliensis muertas por calor obtenido por

protocolo de inmunización (ver material y métodos), dió una DO de 1.333 .



d.- Suero de conejo inmunizado con extracto celular de N- brasiliensis (ver material

82

y métodos ) , dió una DO de 1.411

Los sueros también fueron estudiados por W.B. y los resultados se representan en la 

figura # 25, en donde a) es un suero de ratón inmunizado con N- brasiliensis muerta por 

calor , b) suero de ratón curado espontáneamente de micetoma , c) suero de conejo inmunizado 

con bL brasiliensis muerta por calor y d) suero de conejo inmunizado con extracto celular de 

N.brasiliensis. Las diferencias de los antígenos inmunodominantes identificados por cada uno 

de los sueros estudiados en transferencia de inmunidad humoral ,se representan en las diferencias 

de bandas encontradas entre las proteínas de 60 a 50 kDa , 40 y 30 kDa y las menores de 

20 kDa , en c) y d) la presencia de estas bandas protéicas es mayor que en a) y b) .



~ + H Ó./üs./uens./s 
4 5 días • No micetoma 

S.R.H. 

~ + H ó./üs./uens./s 4 5 días micetoma 
S.R.C. • 

~ + H ó./üs./uens./s 
45 días • micetoma 

S.C.H. 

~ + H Ó./üs./uens./s 45 días • micetoma 
S.C.E. 

~ 
'15 c\Ías 

+ H ó./é?s./uens./s • micetoma 

S.S.E. 

Cuadro # 4.- Resultados de los experimentos de transferencia adoptiva de inmunidad 

oral para evaluar su efecto en el establecimiento de la infección por N .brasiliensis en 

es Balb/c sanos . El va lor de n=4 por grupo . 



+  S .R.H.  28 d ías

+  S .R.C .  28 d í¿

+  S .S .E .

+  S .C .H.  28 d ías

+  S .C .E .  28 d ías

28 d ías

rnicetoina
+++

micetoma
++++

micetoma
++++

micetoma  
+++ +

micetoma
+++

Cuadro # 5 . -  Resultados de los experimentos de transferencia adoptiva de inmunidad 

al con anticuerpos anti-N. brasiliensis para evaluar su efecto sobre la resolución de la 

ión por N. brasiliensis en ratones Balb/c que previamente desarrollaron micetoma . El 

de n=6 por grupo.
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61 

26 
24 

a b e d 

Figura # 25 .- l11munoclcctrotransfcrcncia de los sueros utilizados en los experimentos 

e transferencia adoptiva de inmunidad humoral. El antígeno transferido en el gel de 

liacrilamida es un extracto proteico celular de N. brasiliensis . Ver página 88. 



DISCUSION

En esta tesis desarrollamos en primera instancia el micetoma experimental en ratones 

Balb/c y en otras cepas de ratones (C57BL/6 , CBA/N , DBA/2 , híbridos de F, (CBA X 

DBA) 9 yF, (CBA X DBA ) O'. Como anteriormente lo describieron Zlotnik (51) y Beaman 

(2) todas las cepas de ratones utilizadas , a excepción de la cepa DBA/2 ,el tiempo de 

establecimiento de la infección experimenetal por N. brasiliensis fluctuó entre el 14 y 28 día 

post-infección y coincidió con el aumento de anticuerpos séricos determinados por el método 

de ELISA . El tiempo de resolución espontánea se presentó entre los 150 y 200 días . Solo 

se presentó en las cepas de ratones inmunocompetentes, Balb/c y C57BL/6 . El resto de las 

cepas de ratones incluidas la infección experimental no se resolvió (más de 12 meses); por 

lo contrario el indice de mortalidad fue del 100 %. Una observación importante fue que en 

la cepa de ratones Balb/c tres ratones (30 % ) murieron por peritonitis causada por 

tüebsiella pneumonie , confirmada por técnicas de rutina en el Laboratorio de Bacteriología 

le la Facultad de Medicina U.A.N.L.; en cambio en la cepa de ratones C57BL/6 no se observo 

mortalidad. Esto nos hace pensar que la N- brasiliensis pudiera ser la responsable del 

establecimiento de otros microorganismos, efecto que sería consecuencia de una inmunodeficiencia 

celular , humoral o la combinación de estas. Este hallazgo merece una investigación posterior 

|ue incluya el papel de la fagocitosis de macrófagos y polimorfonucleres .

Los resultados obtenidos por inmunoelectrotransferencia nos revelaron la presencia de 

lina amplia gama de antígenos inmunodominantes en cada una de las cepas de ratones en estudio 

[ el patrón común de reconocimiento incluyó las proteínas de 61,000, 26,000 y 24,000 

ialtons ; estos hallazgos coinciden con la reportadas previamente por Salinas y col. (39) para
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humanos . Cabe mencionar que la cepa de ratones híbrida F, ( CBA X DBA ) 9 reaccionó

con un número mayor de bandas que las demás cepas de ratones. Sin embargo esto no se 

relaciono con protección ya que todos los animales fallecieron . Otra observación importante 

es que la intensidad de las bandas para cada una de las identificadas por los sueros 

correspondientes de cada cepa de ratón, correlacionó en forma directamente proporcional con

spontánea del micetoma. Por otro lado las cepas de ratones CBA/N , DBA/2 y las cepas híbridas,

Finque mostraron intensas bandas en la inmunoelectrotransferencia durante las etapas más graves

Los modelos experimentales para micetoma por EL brasiliesis a la fecha son escasos 

(creemos que la participación de la respuesta inmune humoral no han sido explorada en forma 

decuada. Nosotros aplicamos para el análisis de suero de ratones el método de ELISA para 

)determinación de anticuerpos de ratón dirigidos contra los antígenos de N. brasiliensis como 

i reportaron previamente Salinas y col.(37) para sueros humanos . Sin embargo en sueros 

£ ratones solo modificamos las diluciones de la muestra (1:50) y las diluciones de los 

onjugados a la peroxidasa, para cuantificar los anticuerpos anti-N.brasiliensis.

Las lecturas en DO por el método de inmunoenzimatico fueron graficados contra el 

l:mpo de evolución de la infección , revelaron que a mayor tiempo de la infección mayor 

I bcentración de anticuerpos séricos anti-p26 y anti-p24 ; la aparición de los anticuerpos se

la gravedad de la infección y la intensidad de las bandas fué disminuyendo en las cepas

l,p26 y p24 disminuyó a partir del día 163 post-infección y coincidió ahora con la resolución

amunocompetentes .

la infección nunca mostraron resolución espontánea como en el caso de los

munocompetentes reconocimiento 

1 



I inició entre el 7 y 14 día post-infección y se mantuvieron en concentraciones altas . Las 

I concentraciones de anticuerpos totales anti-p26 y anti-p24 correspondieron a las concentraciones 

I de anticuerpos del isotipo IgG y no de IgM específicos . Esta observación nos sugiere que 

I la respuesta de anticuerpos es contra antígenos Timo dependientes, los cuales requieren de la 

I participación de la inmunidad celular (LT) para la síntesis de anticuerpos .
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Los estudios de los cortes histológicos de la lesión espontáneas del micetoma en ratones 

Balb/c , nos revelaron el desarrollo de microabscesos a partir del 28 día. La células 

predominantes fueron PMN y macrófagos así como la presencia de material hialino rodeando 

los microabcesos y de células gigantes espumosas . Tal como fué reportado por otros autores

(10) .

En los experimentos de transferencia adoptiva de inmunidad humoral se observó que 

el suero de ratón hiperinmune obtenido por inmunización con N. brasiliensis muertas por 

calor, produjo un efecto protector en el establecimiento de la infección por N- brasiliensis 

en ratones Balb/c . Sin embargo es importante señalar que este mismo suero no contribuyó 

a la resolución de un micetoma establecido .En contraste que los sueros de ratones que se 

curaron espontáneamente de micetoma no fueron capaces de conferir protección . Creemos que 

la concentración de anticuerpos protectores no haya sido la adecuada , de hecho la concentración 

k anticuerpos anti-p26 y anti-p24 en el suero de estos ratones dió la lectura de DO más baja 

(1.072) como se señalo en páginas anteriores. Tal vez por esto no contribuyeron en ningún 

leneficio en los animales receptores . En cambio estos anticuerpos protectores sí están presentes 

n los sueros hiperinmunes de los ratones inmunizados con bacterias muertas por calor . El 

lorqué la presencia de anticuerpos protectores en un suero y no en otro, requiere de otro trabajo



de investigación más amplio .
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El suero hiperinmune de ratón inmunizado con bacterias muertas por calor , así como 

el suero de ratones que se curaron espontáneamente de micetoma , reaccionaron con 9 bandas 

proteicas de N. brasiliensis , en cambio los sueron hiperinmunes de conejo reconocieron más 

de 15 proteínas y la intensidad de su reconocimiento fué superior, todos los sueros homólogos 

y heterólogos contenían anticuerpos contra los antígenos inmunodominantes (p61, p26 y p24) 

y sin embargo los sueros heterologos no fueron capaces de conferir protección .

El efecto de los sueros heterólogos hiperinmunes anti-N.brasiliensis no fue el 

esperado , por el contrario , aparentemente dieron el efecto reportado por Guadalupe-Rico y 

col. (35) ; es decir, agravaron la infección . El determinar si fueran los anticuerpos los que 

favorecieron la infección o si algun(os) componente(s) que están presentes en el suero requiere 

de estudios adicionales para explicar el mecanismo por el cual se agrava la infección, por un 

lado y por otro la falta de efecto protector de un suero hiperinmune obtenido en forma similar 

al suero de ratones que confirió protección . La transferencia de sueros hiperinmunes incluye 

la presencia de otros factores séricos como interleucinas, interferones , otros isotipos de 

anticuerpos , que también tienen efecto anti-infeccioso . Es necesario realizar experimentos 

adicionales para el aislamiento y semipurificación de anticuerpos protectores exclusivamente 

, haciendo uso de métodos físico-químicos y purificacón de gamma globulina de sueros de 

ratón hiperinmune que serán motivo de otros trabajos.



CONCLUSIONES

Con el método de inmunoelectrotransferencia ( Western-blot ) encontramos que los 

lintígenos inmunodominantes en común de las cuatro cepas de ratones y dos híbridas que 

litilizamos ; fueron las proteínas designadas según peso molecular como p61 ,p26 y p24 , 

| án embargo otras proteínas fueron reconocidas con diferentes intensidades por diferentes

bpas.

El isotipo predominante de los anticuerpos anti-p26 y anti-p24 de N-l 

en todas las cepas estudiadas.

El micetoma experimental se estableció entre los días 14 y 28 post-infección y se 

solvió después del día 150 , en ratones inmunocompetentes. En cambio las otras cepas 

icluídas no resolvieron espontáneamente la infeccón y murieron después de 300 días de la 

’ección experimental.

Los anticuerpos séricos ariti-p26 y anti-p24 se detectaron al día 14 post-infección 

i todas las cepas de ratones y se mantuvo a concentraciones elevadas hasta los 200 días 

i que se llevó el análisis.



5. - El suero de ratones inmunizados con N. brasiliensis muerta por calor evitó el 

establecimiento de la infección en ratones Balb/c. Estos mismos sueros no tuvieron efecto 

protector en ratones con micetoma establecido.

6. - El suero de ratones que se curaron espontáneamente de micetoma no evitó el 

establecimiento ni resolvió la infección experimental.

7. - El suero heterólogo (conejo) no confirió protección y por el contrario agravó la infección 

experimental.

8. - Nuestros hallazgos apoyan parcialmente la hipótesis, de que los anticuerpos evitan el 

establecimiento de la infección, pero no tienen efecto protector en una infección establecida.
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R E S U M E N

El Micetoma es una enfermedad infecciosa crónica que se desarrolla en piel y tejido 

subcutáneo N. brasiliensis es el agente causal mas frecuentemente aislado de los casos en México, 

'os estudios realizados para investigar los mecanismos inmunopatológicos involucrados en el 

¡Micetoma por N.brasiliensis sugieren que la respuesta no específica ( macrófagos ) y específica 

Linfocitos T ) son los responsables de la resistencia a la infección (8,9,10,15,18,21,27,30 

50) . Por otro lado algunos trabajos apoyan la falta de participación de la respuesta inmune 

umoral (anticuerpos ), incluso algunos autores afirman que los anticuerpos favorecen y agravan 

la infección (34,35).

El objetivo de esta tesis es conocer el papel que juegan los anticuerpos en el 

Establecimiento y en la resolución de la infección experimental por H- brasiliensis en un modelo 

n roedores . Para alcanzar este objetivo infectamos con N.brasiliensis diferentes cepas de ratones 

Balb/c, C57BL/6, DBA/2, CBA/N, los machos O* y hembras 9 de la cruza de CBA/N 

DBA/2 ). El Micetoma se desarrolló totalmente a los 28 días post-infección. Se realizaron 

mas de sangre a diferentes tiempos y los sueros fueron analizados por inmunoelectrotransferencia 

’estern-blot ) para identificar los antígenos inmunodominantes de N- brasiliensis en las 

iferentes cepas de ratones.

Los antígenos inmunodominantes resultaron ser los mismos que en humanos ( p24 y 

6 ) en todas las cepas de ratones. Después aislamos estas proteínas y desarrollamos una 

nica inmunoenzimática (ELISA) para cuantificar los anticuerpos totales anti-bf brasiliensis.
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Posteriormente investigamos el isotipo de los anticuerpos formados y encontramos que 

las concentraciones de IgM fueron bajas en la mayoría de las cepas estudiadas , interseantemente 

os ratones CBA/N , mostraron concentraciones todavía más bajas . Las concentraciones de 

¡>G, iueron evidentes a partir de día 14 post-infección para todas las cepas estudiadas .

Las observaciones macroscópicas para estudiar la historia natural de la infección 

la resolución de M ¡cetonia por N. brasiliensis en las diferentes cepas, nos demostraron 

ue en los ratones con disfunción de linfocitos B (LB) (CBA/N y los F,(CBA/N X 

| IBA/2) , se estableció y no hubo resolución de la infección . Por otro lado los ratones 

munocompetentes ( Balb/c y C57BL/6 ) tardaron de 14 a 28 días para desarrollar la infección 

la resolvieron en un 90-100 % . La resolución espontánea de la infección se presentó cerca 

:los 200 días post-infección. En cambio los ratones de cepas deficientes en LB y los híbridos 

obtenidos del cruzamiento de CBA/N con DBA/2 O* y 9 no resolvieron la infección.

La transferencia del suero obtenido de ratones inmunizados con Nocardias muertas por 

or evitaron el establecimiento de N.brasiliensis en ratones Balb/c, sin embargo este mismo 

jro no presentó efectos curativos en ratones Balb/c con micetoma. Por otro lado el suero 

liatones que se curaron espontáneamente de micetoma , el suero de conejo con anticuerpos 

•N.brasiliensis (muerta por calor) y el suero de conejo con anticuerpos anti-cxtracto celular 

Í brasiliensis , no presentaron electos protectores ni resolvieron el micetoma experimental

N.brasiliensis.
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APENDICE A: ABREVIATURAS Y SIGNOS



ABREVIATURAS

AIF Adyuvante incompleto de Freud

BHI Infusión Cerebro Corazón

CAT. Catálogo

CDC Cluster Diferentation Celular

C Grados centígrados

CMII Complejo Mayor de I listocompatibilidad

c/u Cada uno

DO Densidad Optica

DS Desviación Estándar

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

Eg Micro gramos

h lloras

II-E 1 lematoxilina-Eosina

Ig‘s Inmunoglobulinas

kDa Kilodaltons

LB Linfocitos B

LT Linfocitos T

pL Micro litros

M Molar

2ME 2-Mercapto etanol

min Minutos

mL mililitros

mg miligramos

N normal
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nm nanómetros

No. Número

OPD Ortofenilendiamina

PBS Buffer-salina-fosfatos

PCN Papel de nitrocelulosa

SDS Dodesil sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de 

sodio

S.R.C. Suero de ratón que se curo espontáneamente de micetoma

S.R.H. Suero de ratón hiperinmune , obtenido por inmunización 

con bacterias muertas por calor

S.C.H. Suero de conejo hiperinmune, inmunizado con bacterias 

muertas por calor

S.C.E. Suero de conejo anti-extracto proteico de N. brasiliensis

S.S.E. Solución salina estéril

TEMED N,N,N',N',Tetrametilendiamina

UFC Unidades Formadoras de Colonias

W.B. Western-Blot (inmunoelectrotransferencia de proteínas)

SIGNOS

hembra 9 

macho O*

miera fl



APENDICE tí: MATERIAL Y METODOS



Acrilamida 30 % T , 2.7 % C :

105

Acrilamida 29.2 g

Bis-acrilamida Dfl

O
OO

Disolver en 80 mi de agua tridestilada , dejando agitando la muestra por 12-18 h a 

4°C , posteriormente filtrar en papel Whatman y aforar a 100 mi, mezclar con amberlita 

por 1 h en agitación gentil por 1 h , filtrar y guardar en frasco obscuro al abrido

de la luz a 4°C .

Amortiguador para gel de corrimiento : 

Tris-OII 1 M 6.055 g

Llevar a un volumen de 25 mi, en agua tridestilada y ajustar el pH 8.8-9.0 con HC1 

0.1 N.

Amortiguador para gel de empaquetamiento:

Tris-OH 1 M 3.0275 g

Llevar a un volumen de 25 mi, en agua tridestilada y ajustar el pH 6.8 .

Amortiguador de corrimiento con SDS : 

Glicina 1.92 M 28.80 g

Tris-OH 0.25 M 6.04 g

SDS (dodecil sulfato de sodio) 1.00 g

Llevar a un volumen de 1 litro con agua destilada , guardar a 4°C hasta su uso 

Amortiguador de muestra 4X :

SDS 1 g



2 -Mercaptoetanol 

Sacarosa

1 mi.

g

106

Sacarosa 5 g

Azul de Bromofenol 0.005 g

Disolver en 25 mi, de Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 

Solución fijadora para tinción argéntica :

Metanol 50 mi

Acido acético glacial 12 mi

Llevar a un volumen de 100 mi, con agua tridestilada 

Solución lavadora para tinción argéntica :

Etanol 10 mi

Acido acético glacial 5 mi

Llevar a un volumen de 100 mi con agua tridestilada 

Solución oxidante :

Dicromato de potasio 0.0034 M 0.099 g

Acido nítrico 0.0032 M 0.200 mi

Llevar a un volumen de 100 mi con agua tridestilada, guaradar en frasco obscuro 

hasta su uso .

Solución de nitrato de plata :

Nitrato de plata 0.012 M 1 g

Disolver en 500 mi de agua tridestilada , guardar en frasco obscuro hasta su uso.
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Solución reveladora de tinción argéntica

Carbonato de sodio 0.28 M 7.41 g

Formol (formaldehido) concentrado 0.50 mi

Llevar a un volumen de 250 mi con agua tridestilada . Esta solución se prepara 10

minutos antes de su uso , no se almacena . 

Solución colorante de azul de Coomasie :

Azul -de Coomasie 0.1 g

Metanol 40 mi

Acido acético 10 mi

Mezclar y llevar a un volumen de 100 mi con agua tridestilada .

Solución desteñidora de Coomasie : 

Metanol 40 mi

Acido acético

Llevar a 100 mi con agua tridestilada .

10 mi

Amortiguador salina-fosfatos (PBS 0.1 M) : 

KC1 0.2 g

NaCl 8.0 g

KH2P04 0.2 g

Na2HP04 1.2 g

Disolver en 800 mi de agua tridestilada, ajustar el pH a 7.4 y llevar a un volumen

de 1,000 mi .



Solución bloqueadora para la prueba de E.L.I.S.A

Leche descremada 5 g

Tween-20

Llevar a un volumen de 100 mi con PBS 0.1 M .

0.1 mi

Solución dilutora de antisueros para E.L.I.S.A:

Solución bloquedora diluida 1:5 en PBS Tween-20 1:1000

Solución bloqueadora para inmunoelectrotransferencia Western-blot :

Gelatina 3 mi

PBS 0.1 M

Solución lavadora para Western-blot :

97 mi

Gelatina 0.3 mi

Tween-20 0.010 mi

Llevar a un volumen de 100 mi con PBS 0.1 M pH 7.4 .

Solución reveladora para Western-blot

Pesar 20 mg de 3,3' diaminobencidina dihidroclorada y disolverla en 40 mi de PBS 

0.1 M caliente (40-50°C) agregar 186.6 ul de peróxido de hidrógeno al 30 %.

Solución amortiguadora de transferencia :

Glicina 43.20 g

Tris-OH 9.06 g

Agregar 600 mi de metanol (Merck) y llevar a un volumen de 3000 mi de agua

tridcstidestilada .


