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RESUMEN

Se trabaj6 con la Legionella pneumophila, importante patégeno pulmonar oportunista que ocasiona el cuadro clinico conocido
como enfermedad de los legionarios En la membrana externa de la bacteria se encuentra una proteina de peso molecular 29 kD
(p 29) que ademés de constituir un antigeno Unico de la especie, se reconoce como la proteina principal y méas importante de la
membrana externa, que puede constituir un factor de patogenicidad de la bacteria. La extraccion y purificacion de esta proteina
mediante el tratamiento de la membrana externa con agentes quimicos, fue el objetivo de este trabajo. Se obtuvo un extracto
antigénico semipurificado rico en p29, que permitié disponer de este importante antigeno para posteriores estudios en el
desarrollo de técnicas para el inmunodiagndstico, asi como para la obtencién de un anticuerpo monoclonal con igual propésito.
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Legionella pneumophila, agente etiol 6gico de
la enfermedad de los legionarios,® fue
caracterizado por primera vez en 19772y es
reconocido desde entonces como un importante
patégeno pulmonar, responsable de gran nimero
de infecciones nosocomiales en la actualidad.®®

L a bacteria presenta una envolturacelular
tipica de microorganismos gramnegativos,
gue consiste en membrana citoplasmatica,
peptidoglicano y membrana externa, donde los
lipopolisacaridos y proteinas desempefian una
importante actividad antigénica. Tal es el caso
delaproteinade peso molecular de 29 kD (p29)
gue se encuentra parcialmente expuesta en la
superficie celular y es comln en la especie.®
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L a p29 se reconoce como la proteina mayor de la
membrana externa y la principal proteina de
Legionella pneumophila, a constituir la mayor
cantidad dentro del total de proteinas de la
bacteria.”® Lap29 esunaporinaque formacanales
de permeabilidad paraiones® y seleatribuyen otras
propiedades relacionadas con la patogénesis y
virulenciadelabacteria, a actuar como molécula
de enlace con las cdlulas del hospedero.®1°

El método ideal para el diagndstico de
Legionelosis es el cultivo de la bacteria, sin
embargo, a ser un microorganismo que necesita
reguerimientos especiales para su crecimiento,
se dificulta su aislamiento en los medios
microbi ol 6gicos cominmente usados, por 1o que
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desafortunadamente muchos laboratorios no
la cultivan y otros|o hacen inadecuadamente,*?
por esto su diagndstico descansa en métodos
serol6gicos, fundamentalmente la inmuno-
fluorescencia.®®

El empleo de anticuerpos policlonales tiene
asociado el inconveniente de las reacciones
cruzadas, asi como la necesidad de multiples
anticuerpos para identificar todos |os serogrupos
de la especie, por |o que resulta mas ventajoso el
empleo de un anticuerpo monoclonal capaz de
reaccionar Unicamente con el antigeno comudn
(p29), presente en todos los serogrupos y que no
reaccione con otras bacterias. La extraccion de
esta proteina de la membrana externa de
Legionella pneumophila fue el objetivo
fundamental de este trabajo, para posteriormente
utilizarla en esqguemas de inmunizacion para la
obtencién de clones secretores de anticuerpos
monoclonales, y como antigeno parael desarrollo
de técnicas de inmunodiagnostico como ELISA e
immunoblot.

METODOS
MICROORGANISMOY CONDICIONESDECULTIVO

Legionella pneumophila serogrupo 1, cepa
Philadelphia 1 (ATCC 331529), fue cultivada en
huevos embrionados, para facilitar la mayor
expresion antigénica de la bacteria en una
morfologiade bacilos cortosy conlaaplicacion de
maodificaciones alos procedimientos descritos por
Gabay y Blake,® que consistieron en inocular las
coloniasaisladas delos huevosen medio sdlido en
vez del medio caldo extracto de levadura-
albumina, empleado por los autores antes
mencionados. Para ello se inocularon frascos de
cultivo tipo Roux con medioagar base Legionella
enriquecido con suplemento de crecimiento
LegionellaBCY E OXOID SR 110y seincubaron
a35 °C enunaatmosferacon CO, a2,5 % durante
48 h, para la produccion de mayor biomasa
bacteriana. El crecimiento fue controlado para
comprobar su pureza y la presencia de formas
cortas de labacteria, mediante latincion de Gram
y €l cultivo en medio de agar sangre, donde no
crece Legionella pneumophila, pero si cualquier
otro posible contaminante.

EXTRACCION DE PROTEINASDE LA MEMBRANA
EXTERNA

L as proteinas de la membrana externa fueron
extraidas aplicando el método de Boissinot y
otros,® realizando variaciones a la técnica,
principalmente en cuanto a las soluciones
empleadas para cosechar el cultivo y tratar €l
precipitado. En lugar de utilizar buffer fosfato
salino (PBS), € cultivo se recolecté empleando
buffer Hepes 10 mM (pH 7,4) con EDTA 10 mM
y PMSF 0,1 mM. Se sonico en un desintegrador
ultrasdnico SONIPRPEP 150 (MSE Scientific
Instruments) en cuatro ciclosde 30 saunaamplitud
maxima a0 °C y posteriormente se centrifugd a
5 000 g durante 30 min para eliminar células
completas y otros detritos. El sobrenadante se
ultracentrifugé 1 h a 100 000 g y €l precipitado
obtenido se resuspendi6 en buffer Tris 1 M
(pH 6,8) con 1 % de sarkosil, a diferencia del
método de Bossinot y otros que resuspendieron el
precipitado en buffer Hepes 5 mM con EDTA
7 mM vy sarkosil a1 %. Esta mezcla se incubé
20 min a 20 °C, adiferencia de |os autores antes
mencionados que prefirieron una temperatura de
4 °C para disolver la membrana citoplasmética.
Finalmente se ultracentrifugd a 100 000 g durante
1 h para resuspender € pellet en agua destilada
estéril. Se tomaron fracciones del preparado
antigénico presente en el sobrenadante de la
centrifugaci én posterior alasonicacion, asi como,
del sobrenadante de la ultracentrifugacion y del
precipitado obtenido, posterior al tratamiento con
sarkosil. En este precipitado es donde se deben
concentrar las proteinas de la membrana externa.
Las fracciones se sometieron a un anélisis
cualitativo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida.

ANALISISCUALITATIVO

El andlisiscuditativo delasfracciones, incluido
el antigeno obtenido en el producto precipitado de
la ultracentrifugacion, se realizd mediante
electroforesis en gel de poliacrilamidaa 10 % en
presenciade SDS.** L as muestras se solubilizaron
en e buffer de lisado con 2 mercaptoetanol y se



calentaron a 100 °C durante 5 min. Se empled
como revelador tincién con nitrato de plata.™® El
peso molecular de las proteinas separadas en la
electroforesisseinfirid por lacomparacion de estas
con €l patrén de peso molecular conocido (LMW
Electrophoresis Calibration Kit Pharmacia).
La concentracion de proteinas se determind
por el método de Lowry.*® También se realiz6
inmunoel ectrotransferencial’ con la utilizacion
de un anticuerpo monoclona anti p29 (Genetic
System Corp.) con el objetivo de demostrar |a
inmunorreactividad del antigeno.

RESULTADOS

Lafraccion delamembranaexternaobtenida
en el precipitado de la ultracentrifugacién des-
pués del tratamiento con sarkosil, mostré en
laelectroforesis 2 bandas de proteinas (fig.1).

Leyenda: 1. Sobrenadante del antigeno tratado con sarkosil,
2. Perfil de proteinas de la célula después de la sonicacion y sin
tratamiento con sarkosil, 3. Antigeno de membrana externa
tratado con sarkosil (obsérvese la banda méas ancha que
corresponde a la p29, 4. Patron de pesos moleculares.

Fig. 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los antigenos
obtenidos.
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Una mejor definida 'y de mayor amplitud que
aparece al nivel de los 29 kD, que puede
corresponder a la proteina principal de la
membrana externa (p29) y otra menos definida,
de un peso molecular aproximado de 45 kD, que
puede corresponderse con la p45, otra proteina
presente en la membrana externa de la bacteriay
descritapor otrosinvestigadores parad serogrupo
1 de Legionella pneumophila® y para todos los
serogrupos de la especie.”'® La fraccién
correspondiente a preparado antigénico sometido
asonicaciony sintratar con el detergente sarkosil,
revel6 un mayor numero de bandas
correspondientes a proteinas de la membrana
externay citoplasmatica.

En la inmunoelectrotransferencia (fig. 2)
realizada a la fraccién antigénica tratada con
sarkosil se revel6 una banda especifica que se
encuentraa nivel esperado delap29y otrabanda
de proteina situada por debajo de los 29 kD,
aproximadamente alos 26 kD.

1 2

Leyenda: 1. Antigeno de membrana externa (p29) revelado con
anticuerpos anti p29, 2. Patrén de calibracién de proteinas de
bajo peso molecular.

Fig. 2. Inmunoelectrotransferencia del preparado antigénico
obtenido con sarkosil.
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DISCUSION

Losresultados observadosenlaelectroforesis
en gel de poliacrilamida, permiten aseverar que €l
proceso de sol ubilizacin sel ectivadelamembrana
citoplasmatica para la obtencién y la separacion
delamembranaexternafue exitoso. Lasproteinas
de la membrana externa de Legionella
pneumophila se extrajeron del paquete celular con
un elevado grado de pureza, graciasal tratamiento
quimico realizado utilizando lasventgjasde sarkosil,
dadalarelativainsolubilidad delas proteinasdela
membrana externa en este detergente y la
capacidad de disolver proteinas de la membrana
interna de preparados de envoltura celular de
bacterias gramnegativas.’® El grado de pureza
obtenido con el extracto antigénico tratado con
detergente fue mucho mayor que el observado con
€l extracto antigénico sonicado no tratado, lo cual
se constaté en la electroforesis al comparar
ambas fracciones en relacion con el nimero de
bandas de proteinas observadas (fig. 1). El andlisis
de los resultados obtenidos en la inmuno-
electrotransferencia, al enfrentar el preparado
antigénico de la membrana externa con el
anticuerpo anti p29, confirma la presencia de la
proteina mayor de la membrana externa 'y su
inmunorreactividad. Laotrabandade proteinaque
se observa por debajo de los 29 kD (aproxima-
damente a los 26 kD) se ha descrito por otros
autores como unaproteinamenor delamembrana
externa (fig. 2), que aparece como una
modificacion de la proteina principal de la
membrana externa ante una accion proteolitica,
ademaés de ser inmunorreactiva.®® La reaccion de
esta proteina con un aparente peso molecular de
26 kD, con un anticuerpo anti p29 seobsarvotambién
en los resultados de Nolte y Conlin, quienes
demostraron inmunorreactividad de la proteina
(26 kD) frente a un anticuerpo monoclonal
(LP3I1G2, Genetic Systems Corp.) dirigido contra
epitopes especie especificos de L. pneumophila.?°

El tratamiento de la membrana externa de la
bacteria realizado en esta investigacion, permitié
obtener un antigeno con la pureza adecuada para
laproduccién de un anticuerpo monoclonal dirigido
contralaproteinaprincipa delamembranaexterna
(p29), antigeno considerado especifico de
Legionella pneumophila, especie mésrel acionada
con la enfermedad de los legionarios, fiebre de
Pontiac y otras patologias asociadas.*?+2

Se puede concluir que los méodos empleados
permitieron extraer la proteina principal de la
membrana externa (p29) de la envoltura celular de
Legionella pneumophila conservando sus
propiedadesinmunogénicas, parasu utilizacion como
antigeno, en el desarrollo de técnicas para €l
inmunodiagndstico de | as enfermedades producidas
por esta especie y en la produccién de clones
secretores de anticuerpos contra la p29 para ser
utilizados como reactivos diagndstico en su
identificacion.

SUMMARY

Legionella pneumophila is an important opportunistic
pulmonary pathogen that causes Legionaires diseases. In the
outer membrane of the bacterium, there is a protein with
molecular weight of 29 kD(p 29), which is not only an specific
antigen of the species but also the major outer membrane protein;
it may also be a factor of pathogenecity in the bacterium. The
main objective of this paper was the extraction and purification
of this protein by treating the outer membrane with chemical
agents. A p 29-rich semipurified antigen extract was obtained
that can be used as an important antigen for the development of
immunodiagnostic techniques in future studies and also for
obtaining a monoclonal antibody to be used for the same purpose.

Subject headings: BACTERIAL OUTER MEMBRANE
PROTEINS/isolation & purification; LEGIONELLA
PNEUMOPHILA; ANTIGENS, BACTERIAL; IMMUNO-
LOGIC TESTS; ANTIBODIES, MONOCLONAL.
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