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Caracteristicas del tes

Amplia utilizacion en investigacion y
diagnostico.

Permite la deteccion de proteinas,
péptidos, hormonas o anticuerpos en una
muestra liquida.

Utiliza anticuerpos.

Dependiendo el tipo de ELISA, se pueden
detectar cantidades traza de |la molécula de .
interés.

* IgM (hasta 3 meses)

lgG (desde la tercera semana)

Sensibilidad y especificidad altas.

Seguimiento de la enfermedad.
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Desventajas

Personal altamente capacitado.

Equipo para lectura.

La reaccion colorimétrica no se detiene. Hay que hacer la lectura en el momento establecido.
Se debe validar y establecer punto de corte segun el area.
Manejo adecuado de los reactivos.

Tiempo de realizacién aproximado: 2 horas.



ANTIGENOS

genos inmunodominantes: lipopolisacarido
PS (especies rugosas), LPS-R (especie
>sa) y proteinas de membrana externa
IP) (Salas et al., 2001).

Brucella, las principales OMPs son Omp25 y
p31.

cepas rugosas de Brucella (B. ovis, B. canis
'B. abortus RB51) carecen de la cadena O-
> y las OMPs estan mas expuestas en su
erficie. (Caro-Hernandez et al., 2007).
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Objetivo

‘Evaluar la proteina recombinante Omp31 de Brucella ovis como antigeno
para detectar anticuerpos antibrucella mediante ELISAI




Hipotesis
‘La proteina recombinante Omp31 es efectiva para detectar anticuerpos
antibrucela mediante ELISA en suero bovino.




Se recubridé una microplaca de 96
pozos con 5 uL de Omp31r
+
100 uL buffer carbonato
(pH 9.0)

2 h‘Room T° ;

[ 4

Lavado (200 uL PBS-
Tween 0.05%/3 veces)

Lavado (200 uL PBS-
Tween 0.05%/3 veces

100 ulL anti-rumi IgG
(HRP)

s 1h/37°C

100 uL suero muestra y
controles (1:200)

1h/37°C a

IETODOLOGIA ELISA

Lavado (200 uL PBS-
Tween 0.05%/3 veces

—>

Bloqueo
(TBS-milk 2%/2h/ T°
ambiente)

Lavado (200 uL PBS
Tween 0.05%/3 vece

100 uL TMB

1h/37°C

Lectura
Beckman Coulter 88
405 nm

este trabajo, el gen omp31 fue clonado y expresado en Sistema E. coli, usando las cepas DH5a y 1
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Figure 1. Graph showing corrected OD from bovine sera positive and negative to brucellosis. Column 1-10, (gr
samples of bovine positive sera; column 1-10 (pattern) samples of bovine negative sera; column 11 (rhor
positive control; column 11 (left diagonal), negative control. (f=-8.822; p-value=2.49, 0.=0.05).



Sensibilidad y especificidad de algunos test seroldgicos para diagndstico de brucelosis animal
con antigenos convencionales y recombinantes

Test Sensibilidad (%) Especificidad (%) Especie
RBT? 21-98.3 68.8-100 Bovino
iELISA® 92.5-100 90.6-100 Bovino
CFT? 23-97.1 30.6-100 Bovino
FPA?® 95-99.3 96.9-100 Bovino
FPAb 85.7 99 Cabra
rOmp31-iELISAC 85 100 Cabra
B. melitensis rOmp28- 88.7 93.8 Bovino, pequefios
iELISAd rumiantes, perros
B. abortus rOmp28- 96.7 95.4 Bovino
iELISA®
rVirB5-ELISAf 88.2 97.8 Bovino
Referencias en anexo: a. [1]; b; [2]c. [3]; d. [4]; e. [5]; f. [6].




Conclusiones y comentarios

En ingenieria genética, el aislamiento de un gen especifico que codifica para cierta prot
su introduccion en el ADN de otro (ADN recombinante)resulta en la produccion
microorganismo geneticamente modificado capaz de producir la proteina de interés (pr
recombinante). De los multiples sistemas disponibles para ello, el de E.coli es el mas
por su facilidad. (Baneyx, 1999).

En el género Brucella, se conoce que las proteinas de membrana, en especi
pertenecientes al grupo 3 (Omp25/0mp31), son los suficientemente inmunogénicas
conferir proteccion contra la enfermedad y se han propuesto como una opcion
desarrollo de vacunas. (Vizcaino, et al 20012).

En B. abortus se describido una proteina de membrana llamada Omp31b (~31 kDa) |
tiene similitud con la Omp31 de otras cepas de Brucella. Debido a esto, nuestra secuen
comparo con la reportada en BLAST por Kim, et al (2011) y se obtuvo una homolog
/7%, un porcentaje alto que puede explicar la observada reaccion en sueros bovinos.



Conclusiones y comentarios

S pruebas seroldgicas convencionales tienen discrepancias debido a una amplia gama de
tores incluyendo la condicion de la muestra, estatus de vacunado, diseminacion amplia d
‘ermedad, etc.

r lo tanto, es necesaria la busqueda de moléculas inmuno-reactivas que prevengan los
ultados erroneos que puedan comprometer las campafnas de control y erradicacion.

utilizacion de proteinas recombinantes para el diagnoéstico serolégico de brucela aun deje
ultados desestimables.

modificacion de la estructura terciaria de la proteina al momento de la manipulacion, las
1diciones de cultivo que modifican la expresion de las proteinas inmunodominantes podric
unas razones que impidan el desempeno adecuado de tales pruebas con antigenos
ombinantes.




MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCION
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