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EXPRESION Y SERORREACTIVIDAD DE LA LIPOPROTEINA
RECOMBINANTE DE 43-kDa DE Bartonella bacilliformis.

Carlos Padilla R, Karen Gallegos V', Adolfo Marcelo N?, Stella Chenet C', Christian Baldeviano V'

RESUMEN

Objetivo: La lipoproteina de 43-kDa de Bartonella bacilliformis fue obtenida en su forma recombinante (rBbLppB) y
purificada para evaluar su serorreactividad mediante ELISA. Materiales y métodos: Los niveles de anticuerpos IgG e
IgM humanos en los sueros de pacientes con Bartonelosis confirmada y sueros de otras enfermedades (salmonelosis,
Brucelosis y leptospirosis) frente a rBbLppB fueron evaluados por ELISA, se utilizé sueros de personas sanas como
controles. Resultados: La sensibilidad y la especificidad del ELISA IgG fueron 70,4% y 90% respectivamente. Asimis-
mo, la sensibilidad y especificidad de ELISA IgM fueron 85,2% y 90% respectivamente. Conclusiones: Estos resulta-
dos demuestran que el ELISA usando rBbLppB tiene una buena sensibilidad y especificidad y puede ser considerada
como un buen antigeno para el diagnéstico de Bartonelosis causada por B. bacilliformis.

Palabras clave: Bartonella bacilliformis; Diagnéstico; Test de ELISA; Proteinas Recombinantes, Enfermedad de Ca-
rrién (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective: The Bartonella bacilliformis 43-kDa lipoprotein was obtained from its recombinant form (rBbLppB) and then,
purified to evaluate sero-reactivity through ELISA. Material and methods: 1gG and IgM humanantibodies levels in the
sera of patients with confirmed Bartonellosis and sera of patients with other diseases (salmonellosis, Brucellosis and
Leptospirosis), when contrasted with rBbLppB were evaluated by ELISA. Sera from some healthy people were used
for controls. Results: Sensitivity and specificity of the IgG ELISA were 70,4% and 90% respectively. Also, sensitivity
and specificity of the IgM ELISA were 85,2% and 90%, respectively. Conclusions: These results show that ELISA
using rBbLppB is highly sensitive and specific and may be considered a good antigen for the diagnosis of Bartonellosis
caused by B. bacilliformis.
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ARTICULO ORIGINAL

diseases (source: DeCS BIREME).

INTRODUCCION

La Bartonelosis causada por B. bacilliformis es una en-
fermedad endémica en diversas localidades de nues-
tro pais'. Esta enfermedad presenta generalmente dos
fases, la primera es conocida como la fase anémica,
siendo ésta la mas critica, mientras que la segunda
fase o etapa crénica se caracteriza por la presencia de
verrugas?. El diagndstico de esta enfermedad presen-
ta varias limitaciones, el frotis (método ampliamente
difundido) presenta baja sensibilidad, mientras que el
cultivo in vitro toma mucho tiempo (15 a 45 dias)®. Una
alternativa a este problema es la implementacion del
diagndstico seroldgico mediante el uso de antigenos

especificos, por ello, es importante caracterizar la sero-
rreactividad de antigenos de B. bacilliformis.

MATERIALES Y METODOS
CEPAS, INICIADORES Y PLASMIDOS

ADN gendmico de la cepa JB584 de B. bacilliformis
(Dr. Michael Minnick, Universidad de Montana, USA).
cepa de E. coli XL1-Blue (Stratagene Corp, La Jolla,
CA, USA), genotipo: recA1, endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relA1 lac[F ‘proABlaclgZDM15Tn(Tetr)]c. El me-
dio de cultivo usado durante todo el proceso de clona-
cion fue Luria Bertani (1g de triptona, 0,5g de extracto
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de levadura y 1g de NaCl csp 100 mL). El plasmido
de expresién pQE-30 fue adquirido comercialmente de
QIAGEN (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA).

Se utilizé un juego de oligonucleétidos disefiados por
el programa Primer Select version 4.05 de DNASTAR.
Los oligonucledtidos usados fueron adquiridos de la
compafiia IDT (Integrated DNA Technologies Inc., Co-
ralville, IA, USA). La secuencia para el disefio de oli-
gonucledtidos se obtuvo del GenBank numero de ac-
ceso AF157831 reportado por Padmalayan et al. en el
2000%, el analisis de esta secuencia indicé que el gen
para BbLppB se encuentra en el ORF 401. El juego de
nucledtidos utilizado fue Kpnl 5- GAT GGT ACC TAT
GAG GGA GAA G — 3"y Pstl 5°- AAA CTG CAG AAA
CCG AGT CAG -3".

AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA QUE CODIFICA
LA LIPOPROTEINA DE B. Bacilliformis (BbLppB) POR
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos para
PCR de polipropileno de 200 pL de capacidad. El vo-
lumen de reaccién fue de 50 uL conteniendo: 50 ng de
ADN genoémico, 5 pL de buffer de amplificacion (500
mM KCI; 100 mM TrisCI pH 8,3; 1% gelatina), oligonu-
cleétidos a una concentracién de 1 uM, 1 U por tubo de
reaccién de AmpliTaqg Gold® DNA polimerasa (Perkin
Elmer, PE Applied Biosystems, Forter City, CA, USA),
0,2 mM de mezcla de nucledtidos trifosfatos (ANTPs)
(Perkin Elmer, PE Applied Biosystems, USA), MgCl, a
una concentracion final de 2,5 mM y agua para PCR
(libre de ADNasas y ARNasas). EI PCR se llevd a cabo
usando un termociclador Perkin Elmer modelo 9700.
Las condiciones de amplificacién fueron: 95 °C por 10
minutos para activar la enzima, 30 ciclos de amplifica-
cion de 95 °C por 30 segundos, 51 °C por 30 segundos,
72 °C por 1 minuto 30 segundos y una extension final
de 72 °C por 10 minutos.

Los productos de amplificacion fueron verificados rea-
lizando una electroforesis en gel de agarosa ultra pura
(Biorad) al 1% en buffer de corrida TAE 1X diluido a
partir de buffer TAE 50X (24,2g de Tris base disueltos
en 50 mL de agua estéril, agregando luego 5,71 mL de
acido acético glacial y 10 mL de EDTA 0,5M pH 8,0. Se
completd hasta un volumen de 100 mL con agua esté-
ril.) a 100 voltios por 40 minutos. El gel fue tefiido con
una solucion de bromuro de etidio y la visualizacién se
hizo en un transiluminador de luz ultravioleta.

Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion
fueron purificados a partir de geles de agarosa de bajo
punto de fusion (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

CA, USA) al 1%. El producto de amplificacion de inte-
rés fue cortado del gel y colocado en un tubo nuevo
estéril de 1,5 mL (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
El fragmento fue purificado del gel usando el kit co-
mercial Wizard PCR Preps DNA Purification Systems
(Promega).

CUANTIFICACION DE ADN POR COMPARACION DE
INTENSIDAD DE BANDAS

La muestra de ADN proveniente de los productos de
PCR purificados fue cuantificada mediante la compa-
racion de la intensidad de bandas con un marcador de
peso molecular comercial. Para tal efecto, un volumen
de 5L de ADN purificado fue resuelto en gel de agaro-
sa al 1%, junto con diferentes concentraciones del mar-
cador comercial $X174 cortado con Haelll, donde cada
una de las bandas representd un valor de concentra-
cion de ADN en ng. La concentracion de ADN obtenida
fue de 10ng/pL.

REACCION DE LIGACION Y TRANSFORMACION DE
CELULAS DE E. coli XL1-Blue

Luego de la cuantificacion se procedio a digerir los pro-
ductos purificados y el plasmido con las enzimas de
restricccion Kpnl y Pstl. Los productos de amplificacion
de PCR fueron ligados en marco de lectura al vector ya
digerido pQE-30 Kpnl/Pstl. La reaccién de ligacion se
llevé a cabo en un volumen final de 10 uL, consideran-
do los siguientes componentes: 1X de buffer de ligacion
(50 mM Tris-HCI pH 7,5, 7 mM de MgCl, y 1 mM DTT),
1 uL rATP, 3,5 puL pQE Kpnl/Pstl, 3,5 pL de LppB Kpnl/
Pstl y 2 U de ligasa T4 a 4 °C toda la noche.

Para la transformacion de células de E. coli XL-1 Blue
se utilizé un volumen de 10 pL de la reaccion de liga-
cion y se mezcld con un volumen de 100 pL de bacte-
rias competentes. La transformacion se llevo a cabo por
el método de cloruro de calcio.

Para la identificacion de clonas recombinantes se rea-
lizé un mapeo con enzimas de restriccién, secuencia-
miento y expresion de la proteina recombinante.

EXPRESION Y PURIFICACION DE LA LIPOPROTEI-
NA RECOMBINANTE DE B. bacilliformis (rBbLppB) EN
E. coli

Las condiciones de expresion de la rBbLppB fueron
optimizadas a pequefa escala tomando en cuenta: la
OD600 del cultivo bacteriano, la concentracion de IPTG
y el tiempo de induccion a los cuales se obtuvo una

mayor cantidad de proteina.
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Se utilizaron las condiciones 6ptimas de expresién a
pequefia escala para iniciar la produccién a gran escala
y se utilizé el protocolo “Batch purification of 6xHis-ta-
gged proteins from E. coli under native conditions” del
manual QlAexpressionist para la posterior purificacion.
Para ello, se inocularon 50 mL de cultivo bacteriano
crecido durante toda la noche en 500 mL de LB con am-
picilina. El cultivo fue incubado por una hora y media a
37 °C hasta alcanzar un OD600 =0,6. La expresion de la
proteina recombinante fue inducida afiadiendo 1 mM de
IPTG por dos horas. Luego, las células fueron recupe-
radas por centrifugacion, el sobrenadante fue descar-
tado y el pellet fue resupendido en 10 mL de buffer de
lisis (50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol
a un pH de 8). El cultivo fue lisado por tres ciclos de frio
y calor (30 min a 80 °C por 15 min a 37 °C).

Luego, se centrifugd a 4400 rpm. por 15 minutos y se
recupero el sobrenadante. Se agregd 2,5 mL de resinay
se incubd por una hora a 4 °C con movimiento constan-
te. La mezcla del lisado con la resina Ni-NTA agarosa
se paso por una columna cromatografica y se lavod dos
veces con 10 mL de buffer de lavado (50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 10 mM imidazol a un pH de 8). Posterior-
mente, se eluyé la proteina cuatro veces con 500 pL de
buffer de elucion y se analizé en geles de poliacrilamida
al 12%. Finalmente se procedi6 a la cuantificacion de la
proteina por el método de Bradford obteniéndose una
cantidad entre 0,32 a 0,4 mg por litro.

EVALUACION DE LA SERORREACTIVIDAD DE rBbLppB

Para la evaluacién de la serorreactividad se realiz6 un
ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima)
indirecto para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM
contra rBbLppB evaluando tres clases de sueros obte-
nidos de la seroteca del Instituto Nacional de Salud:

o Cuarenta sueros de personas sanas, las cuales no
tienen historia de Bartonelosis, no viven, ni han via-
jado a zonas endémicas.

0 \Veintisiete sueros de pacientes con Bartonelosis
aguda o cronica confirmada mediante PCR, frotis
positivo o cultivo microbiolégico. Estos pacientes
provienen de zonas endémicas y no presentan com-
plicaciones infecciosas asociadas.

o Diez sueros de pacientes con otras infecciones (sal-
monelosis, leptospirosis, Brucelosis).

La estandarizacion del ELISA se llevé a cabo usando
dos sueros positivos y dos sueros negativos. Se encon-
tré que las condiciones 6ptimas para el ensayo fueron:
100 ng del antigeno por pocillo, dilucién de suero 1/200
y dilucion de conjugado 1/1000 y 1/500, para anti-IgG y
anti-lgM respectivamente.
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Figura 1. Posibles clonas recombinantes en electroforesis en
gel de agarosa al 1%. (A) M: Marcador de peso molecular ADN
I/Hind IIl. Carril 1: Control con plasmido autoligado. Carriles
2, 4 y 7: posibles clonas recombinantes. Carriles 3, 5, 6, 8 y
9: clonas con plasmido autoligado. (B) M: Marcador de peso
molecular ADN I/Hind Ill. Carril 1: Control con plasmido auto-
ligado. Carril 11: Posible clona recombinante. Carriles 10, 12,
13, 14, 15, 16, 17 y 18: Clonas con plasmido autoligado.

Se establecio el punto de corte tanto para IgG como IgM
usando el promedio de los titulos obtenidos de los 41
sueros de personas sanas mas tres veces la desviacion
estandar, tomando en cuenta este valor, se considero a
los sueros de los pacientes como positivos o negativos.
Luego se calculd la sensibilidad y la especificidad con
un intervalo de confianza de 95% con el paquete esta-
distico Epidat v.3,1.

RESULTADOS

AMPLIFICACION EXPRESION Y PURIFICACION DE
rBbLppB

Los oligonucleétidos amplificaron sélo la porciéon que co-
difica a la proteina madura correspondiente a 1099 pb.
Se efectud una seleccién de las colonias mediante aisla-
miento del ADN plasmidico segun el procedimiento usado
por Sambrook et al., 1989 con algunas modificaciones.

En la figura 1 se muestran los plasmidos aislados de
los cuales en los carriles 2, 4, 7, y 11 se observan plas-
midos de mayor tamafio comparados con los autoliga-
dos y coinciden con el tamafo esperado de 4,4 kb. Las
posibles clonas recombinantes fueron luego evaluadas
con cortes con las enzimas de restriccion respectivas,
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Figura 2. Expresion de 500 mL de cultivo y purificacion en
condiciones nativas de rBbLppB. Se muestra la banda corre-
spondiente a la primera expresiéon en masa de la lipoproteina.
Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Carril 1: Marca-
dor de amplio rango Sigma M4038. Carril 2: Lisado total. Carril
3: Elucion 1. Carril 4: Proteinas eluidas durantes los lavados.

de las cuales so6lo una liberé el inserto. El posterior se-
cuenciamiento de esta clona corroboré la secuencia
que coincide con la reportada por Padmalayan®.

De los cultivos a escala de 500 mL se obtuvo una banda
de 43 kDa, la cual corresponde al peso de rBbLppB. En
la figura 2, en el carril 3 se observa la rBbLppB purifica-
da bajo condiciones nativas con un peso de 43 kDa.

SERORREACTIVIDAD FRENTE A rBbLppB

Los titulos de anticuerpos IgG de los individuos nor-
males (control negativo) variaron entre 0,018 y 0,117;
mientras que para individuos bartoneldsicos variaron
entre 0,0435y 0,824. Se establecio el punto de corte en
0,154 (Figura 3). La sensibilidad fue de 70,4% (IC95%:
51,3-89,5) y la especificidad fue de 100% (1C95%: 98,5-
100%).

Los titulos de anticuerpos IgM de los individuos nor-
males (control negativo) variaron entre 0,033 y 0,185;
mientras que para individuos bartoneldsicos variaron
entre 0,095 y 1,587. Se obtuvo el valor de la linea de
corte utilizando el promedio de los titulos de los 40 sue-
ros negativos mas tres veces la desviacion estandar,
siendo este valor igual a 0,22. Con los titulos obteni-
dos se calculd la sensibilidad y la especificidad de la
prueba. El valor de sensibilidad fue de 85,2% (IC96:
69,9-100%) y el de especificidad fue de 100% (1C95%:
98,5-100%) (Figura 4).

DISCUSION

Los problemas existentes en el diagndstico de la Barto-
nelosis acarrean una deteccion suboptima de pacientes
en fase aguda o crénica, lo cual genera una demora en
el tratamiento de casos, especialmente en fase aguda,
e incrementa el riesgo de mortalidad y tasa de transmi-
sion de esta enfermedad.

La identificacién de antigenos inmunogénicos podria
ser util para el desarrollo de herramientas de diagndsti-

Tabla 1. Titulo de anticuerpos y positividad de los sueros ensayados para ELISA IgG elgM contra la proteina rBbL-

ppB de Bartonella bacilliformis.

ELISA IgG ELISA IgM
Tipo de persona del que N.° sueros Titulo anticuerpos N.° sueros Titulo anticuerpos
proceden los sueros
Total Positivos Media DS Total Positivos Media DS

Sano (area no endémica) 40 0 0,073 0,0272 40 0 0,089 0,0438
Bartonelosis (total) 27 20 0,226 0,1573 27 23 0,608 0,3589

Bartonelosis aguda 24 18 0,228 0,1614 24 20 0,560 0,3172

Bartonelosis crénica 3 2 0,212 0,1486 3 5 0,991 0,5279
Otras infecciones (total) 10 1 0,089 0,0351 10 1 0,108 0,0757

Salmonelosis 1 0,099 0,0389 1 0,133 0,0886

Brucelosis 0 0,085 0,0191 0 0,056 0,0107

Leptospirosis 1 0 0,042 - 1 0 0,118 -

DS: desviacién estandar.
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Figura 3. Evaluacion de la seroreactividad frente a la lipoprotei-
na recombinante de Bartonella bacilliformis utilizando el conju-
gado anti-lgG. Observar que la poblacién de pacientes sanos y
con ofras infecciones (salmonelosis, leptospirosis y brucelosis)
nos superan el punto de corte establecido (linea punteada).

co para la Bartonelosis*. Debido a esto se clond, expre-
s0, purificd y evaluo la serorreactividad del antigeno de
43-KDa de Bartonella bacilliformis (rBbLppB) frente a
sueros de pacientes con Bartonelosis y otras enferme-
dades en el formato ELISA.

Ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)
que usan proteinas recombinantes para diagndstico de
otras enfermedades infecciosas ya han sido descritos.
Muchos de estos ensayos con proteinas recombinantes
se desarrollan con altos niveles de sensibilidad y espe-
cificidad o funcionan mucho mejor que inmunoensayos
que utilizan antigeno total®. Las proteinas recombinan-
tes pueden ser ventajosas en ELISA bacterianos porque
son antigenos definidos que contienen potencialmente
menos epitopes que preparaciones de antigenos tota-
les y por lo tanto la reaccién cruzada es menor®.

La evaluacion de los sueros en formato ELISA utili-
zando rBbLppB dio como resultado un valor de sensi-
bilidad de 70,4 % para IgG y de 85,2 % para IgM, lo
cual resulta coherente con lo reportado por Patrucco,
quien demostré que en las cuatro primeras semanas
de la fase aguda de la Bartonelosis los niveles de anti-
cuerpos IgM se elevan, mientras que los niveles de IgG
e IgA se mantienen normales. Los niveles de IgG se
elevan aproximadamente luego de la cuarta semana.
En la fase eruptiva existe un incremento significativo
pero no muy marcado de los niveles de IgA, IgG e IgM’.
Esto concuerda con los resultados obtenidos, ya que
de los 27 sueros positivos evaluados 23 pertenecen a
fase aguda y presentan titulos mas altos al evaluarlos
con conjugado anti-IgM, que con anti-lgG. Sin embar-
go, los tres sueros de pacientes cronicos presentaron
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Figura 4. Evaluacion de la seroreactividad frente a la lipoprotei-
na recombinante de Bartonella bacilliformis utilizando el conju-
gado anti-IlgM. Observar que la poblacion de pacientes sanos y
con otras infecciones (salmonelosis, leptospirosis y brucelosis)
nos superan el punto de corte establecido (linea punteada) a
excepcion del caso de un suero con salmonelosis.

titulos elevados de IgM, lo cual nos indica que el ELISA
IgM rBbLppB no discrimina entre las dos fases de la
enfermedad.

También, se ha evaluado la reactividad seroldgica de
la flagelina recombinante (rFlaA) de Bartonella bacilli-
formis por ELISA y Western-Blot obteniendo resultados
satisfactorios. La reactividad encontrada para IgG en
ELISA nos indica que podria ser un antigeno sensible
identificando 11/20 (70%) sueros de pacientes. Se ha
observado también que al evaluar la rFlaA en formato
ELISA existe reactividad cruzada con sueros de pacien-
tes con Salmonella y Brucella®. Sin embargo, los resul-
tados de sensibilidad y especificidad obtenidos con la
rBbLppB fueron mejores, esto debido a que la flagelina
de B. bacilliformis posee mucha similaridad con otras
flagelinas y es posible que comparta epitopes con otras
bacterias.

Los datos reportados en la literatura indican reacciones
cruzadas entre sueros de pacientes con B. bacillifor-
mis y sueros de pacientes con C. psittaciy C. burnettii®.
También se ha detectado reaccion cruzada con sueros
de Brucella'®. Sin embargo, en los ensayos realizados
con rBbLppB no se encontré reaccion cruzada con sue-
ros de Brucella, pero si con un suero de Salmonella.

El diagndstico por inmunoblot, utilizando antigenos pre-
parados por sonicacion (bandas proteicas de 17 y 18
kDa) tiene 70% de sensibilidad frente a casos agudos
de Bartonelosis y 94% de sensibilidad frente a casos
crénicos''. Bb65, por su parte, presenta 100% de sensi-
bilidad a anticuerpos IgG con sueros de pacientes agu-
dos y 70% de sensibilidad con sueros de pacientes en
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fase verrucosa'?. Por otro lado, la prueba de anticuer-
pos fluorescentes (IFA) para B. bacilliformis tiene 82%
de sensibilidad con muestras de pacientes confirmados
en fase aguda'®. Estos reportes nos indican que la eva-
luacién realizada con rBbLppB en formato ELISA tiene
una muy buena sensibilidad, incluso mayor a la obteni-
da por IFAy por tanto podria también ser utilizada como
una herramienta de diagnostico para B. bacilliformis.

Cabe resaltar, que el estudio realizado es un estudio
preliminar por lo que debido a los datos obtenidos re-
sultaria necesario evaluar un mayor numero de casos
para la posterior validacion de la prueba utilizando rB-
bLppB, incluyendo pacientes en la fase aguda, fase
verrucosa y en portadores cronicos de B. bacilliformis.
Sin embargo, de ser considerado éste un buen méto-
do seroldgico de deteccion podria ser util para dar un
diagndstico presuntivo en menos tiempo del que usual-
mente se requiere, claro que éste soélo serviria como
complemento de uno de los métodos ya validados para
la enfermedad.
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