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RESUMEN 

Campylobacter jejuni/coli (C.jejuni/coli) es uno de los principales causantes de enteritis 

en nifios menores de 5 afios, tanto en paises desarrollados. como en vias de desarrollo. 

Las proteinas de membrana externa estan expuestas y en contacto con el hospedero por fo 

que la respuesta inmune de éste, se dirige principaimente hacia ellas. 

La porina es la principal proteina de membrana externa de C jejuni, esta presente en un 

70% en su superficie, ademds es altamente inmunogénica. 

Se desarrollé un método de purificacién utitizando sarcosinato de sodio y n- 

octilpolioxietileno (octil-POE), para obtener esta porina con un alto grado de pureza, 

conservando unicamente al lipopolisacdrido como impureza. 

Este antigeno (la porina), se utilizé para inmunizar a un conejo hembra blanco Nueva 

Zelanda con el fin de obtener anticuerpos policlonales a partir de su suero. 

EI suero anti-pPME fue caracterizado por los métodos de ELISA, Westernblot e 

inmunofluorescencia, 

Por el método de ELISA se obtuvo un buen reconocimiento hacia el antigeno, mientras 

que por ef método de Westernblot no hube respuesta, lo que indicd que ésta estaba 

dirigida hacia la proteina no degradada. 

Con el método de inmunofluorescencia, se realizaron ensayos con C.jejuni para valorar el 

grado de reconocimiento, ademas se efectuaron ensayos con otras bacterias patégenas y de 

flora habitual, para evaluar la especificidad. 

Se obtuvieron resultados satisfactorios, ya que sélo se presentaron reacciones cruzadas 

muy débiles hacia algunas de estas bacterias, pero no en una dilucién 1:500. 

Por ultimo se realizé un ensayo de inmunofluorescencia para detectar Cjejuni en una 

muestra fecal. La reactividad se presenté de manera especifica sdlo hacia C. jejuni, es 

decir, se desarrollo un método para poder detectar si C jejuni es el agente causal cuando se 

cursa por un cuadro de enteritis, por lo que se sugiere el uso det método de 

inmunofluorescencia utilizando este anticuerpo policlonal como un método de diagndstico 

rapido.



INTRODUCCION 

EPIDEMIOLOGIA 

Campylobacter jejuni (C.jejuni) es una bacteria gramnegativa, principal causante de 

enteritis en paises en vias de desarrollo y desarrollados,* * ** ” también’ puede ocasionar 

infecciones extraintestinales.“ 

Las infecciones por Campylobacter jejuni y Campylobacter coli (C.jejuni/coli) son el 

principal problema de salud publica respecto a la enteritis que causan, ya que el nimero 

reportado de infecciones intestinales es significativamente mayor que aquéllas debidas a 

otros enteropatégenos, como: Shigella sp, astrovirus y rotavirus. 16. 29, 30. 69 

En paises desarrollados el pico de incidencia se encuentra en nifios y en adultos jévenes y 

es raro ver estas infecciones en personas mayores de 45 afios, siendo mas frecuente en 

hombres que en mujeres. 

Las infecciones por Campylobacter en paises en desarrollo, tienen caracteristicas clinicas 

y epidemiolégicas diferentes, usualmente es descrita en nifios sin un pico de incidencia en 

adultos, pero si una alta incidencia de infecciones complicadas por un alto indice de 

cuadros asintomaticos. 

Segtin el caso clinico de donde provengan, las cepas de Campylobacter se han clasificado 

en patégenas y no patégenas. C.jejuni, como causa de Ja diarrea del viajero, ha 

conducido a la observacién de un cuadro de infeccién similar al descrito al del pais de 

origen.”



CAMPILOBACTERIOSIS 

El espectro clinico de la infeccién entérica debido a C. jejuni/coli va desde una diarrea 

inflamatoria severa a una diarrea no-inflamatoria (secretora). La primera es la 

presentacién clinica mAs comin en pacientes de paises industrializados, mientras que en 

paises en desarrollo el patrén visto mds frecuente es el segundo.La diarrea inflamatoria 

comienza con un cuadro prodrémico de dolor abdominal, seguido por fiebre y malestar 

general. Los sintomas progresan a una diarrea profusa que comienza secretora (acuosa). 

El periodo de incubacién antes del comienzo de los sintomas es de 1 a7 dias. Las heces 

diarreicas contienen sangre fresca, moco y un exudado inflamatorio con leucocitos. La 

diarrea aguda, generalmente dura de 2 a 3 dias, y el dolor abdominal y malestar 

contindan aunque la diarrea se haya detenido. Se Hegan a ver recaidas, pero son menos 

severas que el primer ataque.*”” 

El tratamiento consiste en 1a rehidratacién y correccién de electrolitos, ésta es la 

principal medida tomada para pacientes que presentan campilobacteriosis. Se ha debatido 

mucho el uso de agentes antimicrobianos en infecciones que no son fuertes, pero cuando 

son usados, el agente mas recomendado es fa eritromicina, porque la mayoria de las 

cepas son susceptibles a ésta. Si es administrada en el inicio de la infeccién, se reduce la 

excrecién de ja bacteria en heces y la recuperacién det paciente es mas rdpida. Sin 

embargo, su uso en infecciones que Cursan por una etapa tardia no muestra algin 

beneficio aunque puede disminuir, en algunos casos, la diarrea. 

En pacientes que no son tratados con antibioticos, la excrecién del microorganismo 

puede persistir de 2 semanas a 3 meses. El tratamiento en nifos pequefios dentro de los 

. . . ot 

centros de salud es razonable para evitar contagios secundarios



DESCRIPCION DEL MICROORGANISMO E IDENTIFICACION EN EL 

LABORATORIO. 

En términos morfoldgicos, las campilobacterias son bacilos gramnegativos de 1.5 a 6.0 

km. de longitud y de 0.2 a 0.5 pm de ancho, los cuales se curvan en espiral. La célula 

generalmente posee un flagelo en uno o ambos extremos, lo que presumiblemente 

imparte un alto grado de movilidad a ta bacteria. C. jejuni/coli son microaerofilicos 

(requieren una concentracién de 3-15% de O, y una concentracién de 3-5% de CO,) y 

termofilicos, creciendo mejor 42°C. 2 

Las muestras de heces originalmente se reciben en fresco para su andlisis, sin embargo, 

se ha empezado a manejar el medio de transporte Cary-blair, el cual preserva por mas 

tiempo a las campilobacterias y otros patégenos que pudieran existir en la muestra. 

El diagnéstico en el laboratorio se Neva a cabo con el primoaislamiento de C jejuni/coli 

en un medio selectivo de carbén que contiene nutrientes como hidrolizado de caseina y 

desoxicolato sédico, pero también inhibidores, como: vancomicina, cefalotina y 

cicloheximida; adem4s se incuba en condiciones microaerofilicas a 42°C. Un método 

alternativo. para el aislamiento de campilobacterias, es el resuspender 1 g de heces en 

caldo brucella y pasar la suspensién a través de una membrana de 0.65 um, sembrando 

en agar sangre de carnero, e incubando a 37°C en atmésfera de hidrégeno, durante 48 h. 

Posteriormente se realiza la tinci6n de Gram. para observar la morfologia tipica de las 

campilobacterias, y se realizan Ja prueba de ja oxidasa y la hidrdlisis del hipurato. 

(Tabla 1) 

La



Tabla 1. Principales caracteristicas de Cjejuni y C. coli. 
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Caracteristicas penerales C. jejuni 

morfologia espiral 

movilidad + 

Caracteristicas biogquimicas 

catalasa + 

oxidasa + 

hidrélisis del hipurato + ¢}* 

Crecimiento en medios 

glicina al 1 % - 

NaCl al 3.5 % + 

Susceptibilidad a antibiéticos 

| gentamicina + 

Ac. nalidixico + 
  

* Para cepas de C.coli 

MECANISMOS PATOGENICOS 

Las infecciones causadas por C. jejuni/coli se pueden establecer de diferentes formas, 

como la gastrointestinal, que es la mas comin, pero también existen las extraintestinales 

como infecciones en el tracto urinario y meningitis, asi como endocarditis y septicemia.” 

Poco se conoce acerca de su estructura, funcionalidad y mecanismos patogénicos. Los 

factores o determinantes de virulencia son multifactoriales en naturaleza, los 

principalmente descritos son: ta adherencia, la invasividad y/o la capacidad de producir 

toxinas. 7” 

En asociacion con comida o agua, las campilobacterias ingresan al intestino por via oral 

y legan al est6mago colonizando el ileon distal y el colon. 

Después de la colonizacién del moco y la adhesién a superficies celulares intestinales. las 

campilobacterias perturban la capacidad absortiva normal del intestino por dafio en la 

funcién celular epitelial, directamente por invasion celular o por la produccién de 

4
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toxinas, 0 indirectamente por fa iniciacién de una respuesta inflamatoria. 6 

Algunas de las estructuras superficiales que participan en ja adherencia o invasividad de 

C jejuni/coli son el flagelo, las adhesinas, las proteinas de membrana externa (PME), las 

porinas (principal proteina de membrana externa: (pPME)) 6 y el lipopotisacdrido (LPS). 

La movilidad de Campylobacter sp. se realiza mediante el flagelo, que es el determinante 

de virulencia mejor caracterizado de esta bacteria.” Estudios iniciates han especulado 

que la adhesion a las células del hospedero sea realmente necesaria para que ta bacteria 

permanezca en el intestino con una exitosa colonizacién del moco,” otros estudios han 

mostrado que la presencia de un flagelo purificado exégeno no bloquea Ja adhesion.” 

Las proteinas de membrana externa de bacterias gram negativas sirven como interface 

entre el patogeno y el hospedero y juegan el papel mds importante en la asociacién entre 

ambos. 

12, 4. 46 con diversos patégenos Estudios realizados por Buchanan, Kay y Lambden, 

mostraron que estas proteinas pueden participar en la adherencia de] patégeno a las 

célutas del hospedero, en su invasién, en la resistencia a actividades bactericidas del 

suero, a la fagocitosis y al secuestro de hierro. Una gran variedad de proteinas de 

membrana externa de diversos patégenos gastrointestinales, tales como Escherichia coli, 

Salmonella typhimurium y Vibrio cholerae han sido bien caracterizados.” 

Por la importancia de estas proteinas en la virulencia y el interés de tipificar a las 

campilobacterias termofilicas se han descrito varias proteinas de membrana 

19.23.41 
externa. 

Otras proteinas de membrana externa son las porinas, proteinas transmembranales que 

estan involucradas en la difusién de solutos a través de la membrana. y son la via mas



frecuente de comunicacion entre Ia bacteria y el medio.” 

Se ha descrito, que la proteina mAs comin en la membrana externa de Campylobacter 

presenta caracteristicas fisicoquimicas de una porina. ” 

Algunos estudios han demostrado que esta porina posee una forma trimérica 

(caracteristica de estabilidad de proteinas de poro en las membranas), cuya migracion 

electroforética se ve afectada por la temperatura de solubilizacién. Se ha reportado un 

peso molecular de 40 a 45 kDa, cuando la porina es desnaturalizada a 96°C, Ihientras que 

en muestras no calentadas, se observa un corrimiento de aproximadamente 35 kDa. Esta 

porina posee cierta resistencia a la degradacién, por efecto de la presencia de 

detergentes, por el paso del tiempo, y por temperaturas menores a 50 °C. 8



IMPORTANCIA DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES EN LA 

CARACTERIZACION DE ANTIGENOS BACTERIANOS 

Los anticuerpos, son inmunoglobulinas que reconocen y se enlazan a antigenos 

especificos. La forma usual para producir anticuerpos policlonales es la inmunizacién de 

animales como: conejos, cerdos, borregos, caballos, entre otros, con preparaciones 

antigénicas purificadas o parcialmente purificadas. Los antigenos generalmente 

utilizados, son proteinas o péptidos, aunque pueden emplearse también dcidos nucleicos, 

moléculas orgdnicas pequefias, células, etc. 

La calidad de los anticuerpos policlonales depende principalmente de la cantidad, 

cualidad y pureza del antigeno utilizado en la inmuzacién. Esta calidad se refleja en los 

ensayos inmunoldgicos, ya que éstos suelen ser altamente especificos y sensibles. 

Una de las ventajas de la produccién de los anticuerpos policlonales, es la rapidez con la 

que pueden ser producidos, ademdés de que en Ia eleccién del animal, se puede 

seleccionar uno que proporcione grandes cantidades de antisuero. El uso de este tipo de 

anticuerpo. proporciona al investigador, una herramienta valiosa para analizar diferentes 

antigenos bacterianos, y conocer como participan en los mecanismos patogénicos, como 

es su expresién; ademas permiten proponer técnicas inmunoquimicas para diagnéstico 0 

estudios epidemiolégicos. 

Una de las utilidades de los anticuerpos policlonaies, es su empleo en métodos de 

diagnostico, es decir, las técnicas inmunoquimicas se enfocan a experimentos destinados 

a comprender la cinética y estequiometria de las reacciones antigeno-anticuerpo. En este 

tipo de ensayos se generan sefiales que pueden ser producidas por fluorescencia, 

 



quimioluminiscencia, radioactividad 0 sistemas enziméticos (ELISA, Westernbiot). 

Particularmente, la fluorescencia es un método ampliamente usado para la localizacién de 

antigenos cuya sefial determina Ja presencia 0 concentracién de un analito. 

Considerando que la porina es el mayor componente de la membrana externa de C jejuni, 

en este trabajo se propuso caracterizar un anticuerpo polictonal producido contra ella, 

para proponer métodos de diagnéstico rapidos y confiables en la campilobacteriosis. 

HIPOTESIS 

Debido a la importancia de producir anticuerpos policlonales de una gran especificidad 

que permitan realizar ensayos confiables, es necesario emplear en la inmunizacién un 

antigeno con un alto grado de pureza. 

La caracterizacin de este anticuerpo policlonal por métodos inmunoenzimaticos como el 

ELISA, Westernblot e inmunofluorescencia conducira a proponer un método de 

diagnéstico para la deteccién de C. jejuni de manera mas sencilla y rapida en 

comparacién a tos métodos de diagndstico utilizados actualmente.



OBJETIVOS GENERALES 

 Producir un anticuerpo policlonal contra la porina de C. jejuni INN-1336. 

« Caracterizar fos anticuerpos policlonales producidos, por medio de ensayos 

inmunoenzimaticos como: ELISA y Westernblot (inmunotransferencia de proteinas) y 

técnicas inmunoquimicas como la inmunofluorescencia. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

e Purificar la porina por medio de extracciones con sarcosinato de sodio y n- 

octilpolioxietileno, utilizando la cepa de Cjejuni_ INN-I336. 

 Establecer el método de ELISA para la deteccidén de anticuerpos especificos contra la 

porina de C. jejuni. 

e Establecer ef método de Westernblot para la deteccién de anticuerpos especificos 

contra la porina de C jejuni. 

e Establecer la técnica de inmunofluorescencia para la deteccién de anticuerpos 

especificos contra la porina de C jejuni. 

e Analizar la especificidad y sensibilidad del anticuerpo producido, por 

inmunofluorescencia. 

9



MATERIAL Y METODOS 

RESUMEN 

El trabajo experimental de esta tesis, se llevé a cabo utilizando una cepa aislada de un 

nifio con diarrea disenteriforme proveniente de una cohorte estudiada por el 

Departamento de Infectclogia del Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran. 

Esta cepa se coseché en un medio bifdsico de brucella, y el antigeno de interés (la 

porina), se purific6 eliminando los extractos 4cidos y Jas proteinas de membrana externa 

y, tratando con detergentes, tales como el sarcosinato de sodio y el n-octilpotioxietileno 

(octil-POE). El andlisis de la proteina purificada se realiz6 por medio de corrimientos 

electroforéticos tefidos para proteinas (coomassie y plata) y para el lipopolisacarido 

(plata). Con el antigeno, se inmuniz6 un conejo blanco Nueva Zelanda, obteniéndose el 

suero hiperinmune, es decir, los anticuerpos policlonales, los cuales fueron 

caracterizados por ensayos inmunoenziméticos, tales como ELISA y Westernblot 

(inmunotransferencia de proteinas) utilizando el antigeno desnaturalizado o sin 

desnaturalizar. 

Se analizé la especificidad realizando ensayos de inmunofluorescencia con diferentes 

cepas de Campylobacter sp. (Tabla 2) y otras bacterias causantes de diarrea (Tabla 3), € 

incluso con bacterias que habitualmente se han encontrado en heces (de los nifios de la 

cohorte estudiada), y que pertenecen a la flora normal.



Tabla 2: Cepas de C jejuni utilizadas en esta tesis 
  

  

  

  

    

CEPA ORIGEN 
INN-I336 Cuadro disenteriforme 

INN-S286 Cuadro asintomatico 

INN-M240 Cuadro secretor 

INN-C180 Cuadro secretor       

Tabla 3: Bacterias utilizadas en ta técnica de inmunofluorescencia 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

BACTERIA ORIGEN 
Escherichia coli Flora normal 

ETEC (E.coli enterotoxigénica) Cuadro diarreico 

Shigella sonnei Cuadro diarreico 

Morganella sp. Flora normal 

EPEC (E.coli enteropatégena) Cuadro diarreico 

Citrobacter sp. Flora normal 

Salmonella enteritis # 2160 Brote 12-06-98 Cuadro diarreico 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 18-01-96 Flora normal 

Enterobacter sp Flora normal 

Aeromona hydrophila #1938 23-03-98 Cuadro diarreico 

Proteus sp. Flora normal 

Yersinia enterocolitica Cuadro diarreico 

Vibrio Cholerae 01 Biotipo El Tor Cuadro diarreico 
Helicobacter pylori CCUG 17 874 Gastritis 0 tlcera 
  

Finalmente, para observar la sensibilidad del método de inmunofluorescencia, el cual se 

propone como método diagnéstico, se realizé el ensayo en una muestra fecal mezclada 

con una suspensién bacteriana de Campylobacter a diferentes diluciones.
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Fig |. Esquema de trabajo general de esta tesis



PURIFICACION DE LA PORINA DE Campylobacter jejuni cepa INN-I336 

Material 

agar brucella suplementado con 4% de sangre de carnero 

medio brucella bifdsico agar: caldo (1:2) 

matraces 125 mL 

asa bacteriana 

incubadora a 42°C 

espectrofotémetro Spectronic 20D Milton Roy Company 

centrifuga Sorvail RC-SB DuPont 

tubos de centrifuga 

sonicador Lab-Line Modelo 9322 

matraz de 125 mL 

ultracentrifuga Sorvall Ultracentrifuge Combi Du Pont 

Método 

La cepa de C. jejuni fue recuperada en agar brucella suplementada con sangre de carnero 

al 4%, incubada en condiciones microaerofilicas a 42 °C. Después de un crecimiento de 

24 horas, se inocularon 5.39 X 10° UFC al medio brucella bifasico. La incubacién, se 

realiz6 en condiciones aerofilicas sin agitacién, por 48 horas a 37 °C. Después, se 

coseché la bacteria centrifugando 20 minutos a 5000 x g. 

El paquete obtenido se lavé 2 veces con 10mM Tris-HCl-lmM EDTA pH 7.2, 

centrifugando cada vez por 1 hora a 10000 x g. Para eliminar los antigenos de extraccién 

dcida, el paquete fue resuspendido en glicina-HC] 0.2 M pH 2.2 en una 

proporcién de 100 mL de solucién por cada 3 gramos de células, durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Después se centrifugé por 15 minutos a 12000 x g. El paquete fue 

lavado 2 veces, por 30 min cada vez, con una solucién de Tris- HCl (10 mM) con EDTA 

(1 mM) pH 7.2, para eliminar el exceso de HC]. 

Se sonicé el paquete en la misma solucién amortiguadora (Tris-HCI-EDTA) — por 
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periodos de 30 segundos 10 veces y se recuperaron los fragmentos de bacteria por 

centrifugacién a 6000 x g por 30 minutos. El sobrenadante obtenido se sometié a una 

ultracentrifugacién a 100000 x g por 1 hora, obteniéndose el paquete rico en fracciones 

membranales. 

Después se realizé el tratamiento con los detergentes, de la siguiente manera: las 

proteinas de membrana externa se obtuvieron con dos extracciones de sarcosinato de 

sodio al 0.1 %, en cada una se incubé por 20 minutos a 37 °C y se centrifug6 1 hora a 

100000 x g. A la fraccién insoluble, que contiene a las PME, se le realizaron 4 

extracciones con octil-POE, 2 al 0.5% y otras 2 al 3%; en cada etapa se incubé durante 

20 min a 37°C y se centrifugé 1 hora a 100000 x g. De los cuales se obtuvo el 

sobrenadante rico en porina, al cual se le cuantificaron proteinas, carbohidratos y se 

analizé mediante geles de poliacrilamida. 

ANALISIS DE LA PURIFICACION 

Cuantificacién de proteinas 

Material 

albimina 

tubos ependorf de 500 pL 

Reactivo concentrado para cuantificacién dé proteinas Bio-Rad No. Cat. 5000-0006 

Método 

Se determino la concentracién de proteinas en cada una de las fracciones obtenidas por el 

micrométodo de Bradford. En el microensayo se prepararon los estandares en tubos de 
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microcentrifuga para obtener las siguientes concentraciones: 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 y 

1.25 pg/ mL. A 400 «lL de diluyente (agua destilada) se le quitaron 16 pL y se 

adicionaron 16 pL de albimina (2 mg/mL), a éste esténdar se le denomind con el 

numero 1, ios dems estandares se prepararon realizando diluciones 1: 2. 

En los pozos de una microplaca de 96 se depositaron 160 pL de agua destilada (blanco), 

del estandar correspondiente y de las muestras problema (se deberd escoger en cada caso 

la dilucién de las muestras). Se adicionaron 40 pL del reactivo de Bio-Rad a todos los 

pozos y se mezclaron perfectamente. Se leyé absorbancia a 595 nm y se realiz6 una 

curva con las densidades dpticas de cada uno de fos estandares con respecto a su 

concentracion, en la cual se interpolaron las densidades dpticas de las muestras 

problema. '' 

Cuantificacién de carbohidratos 

Material 

microplaca de poliestireno de 96 pozos 

glucosa 

solucién de fenol al 5 % 

solucién de acido sulfiirico concentrado 

Microplate reader Model 3550-UV Bio-Rad 

Método 

Se realizo la determinacién de carbohidratos con muestras estandar de glucosa en 

solucién a concentraciones de 2 a 20 pg/mL. Las lecturas colorimétricas de este ensayo 

sirvieron para obtener una curva patron, o bien introducir estas cantidades como control



interno dentro del desarrolto del micrométodo.Se depositaron 20 pL de muestras estandar 

0 muestras problema o solucién blanco. Se adicionaron 20 pL de solucién de fenol al 5 % 

a cada pozo y se agité la placa lentamente durante 30 segundos.Se depositaron en cada 

pozo 100 pL de dcido sulfirico concentrado y cuidadosamente se agité durante 2 

minutos.Se dejé reposar durante 5 minutos y después se leyeron absorbancias a 492 nm. 

Electroforesis 

Material 

cdmara de electroforesis (Bio-Rad Mini Protean II; No. de catdlogo 125BR 04794. 

solucién amortiguadora de corrida pH 8.4 (ver apéndice de soluciones) 

solucién de acrilamida/bisacrilamida (ver apéndice de soluciones) 

solucién 4x. Tris-HCI/SDS pH 6.8 (ver apéndice de soluciones) 

solucién 4x Tris-HCV/SDS pH 8.8 (ver apéndice de soluciones) 

solucién de tefiido de Coomassie 

soluciones para la tincién de plata para proteinas. * 

soluciones para tincién de plata para LPS. ”° 

Método 

Se realizaron corrimientos electroforéticos por el método descrito de LaemmLi “* con 

geles al 15 % de acrilamida, para condiciones desnaturalizantes. Asi mismo se usaron 

soluciones amortiguadoras de muestra al 0.1 y al 4 % de SDS y soluciones 

amortiguadoras de corrida de 0.01 y 0.1 de SDS respectivamente. Unos geles se tifieron 

con solucién de tefido de Coomassie y otros con nitrato de plata para proteinas y nitrato 

de plata amoniacal para lipopolisacarido. 26.4



PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA PORINA DE 

C. jejuni INN-1336 

Esquema de inmunizacién 

Se inmuniz6 un conejo blanco Nueva Zelanda hembra de dos meses de edad con 2 kg de 

peso. Antes de 1a inmunizacién se sangré al conejo para obtener el suero correspondiente 

al estado basal de anticuerpos. El esquema de inmunizacién se muestra en la Tabla 4: 

Tabla 4: Esquema de inmunizacién con la porina en conejo blanco Nueva Zelanda 

  

  

  

  

          

Dia Via Volumen de antigeno Concentracién de PME 

(g/mL) 

fy subcutdnea $00 pL de Ag + 500 pL ACF 20 

10 im. 150 pL de Ag + 50 pL AIF 50 

7 iw, 150 pL de Ag 30 

24 iv, 150 uL de Ag 30   
  

LV. = intravenosa: im. = intramuscular; ACF= adyuvante completo de Freund, AIF= adyuvante incompleto de 

Freund. 
Nota: Al finalizar el esquema de inmunizacién, el conejo se sangra a blanco. 

Se caracterizaron los anticuerpos obtenidos mediante ELISA, Westernblot e¢ 

inmunofluorescencia.



CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES 

La caracaterizacién del suero hiperinmune obtenido, se realiz6 mediante ensayos 

inmunoenzimaticos utilizando el antigeno con el que fue inmunizado el conejo. Existen 

métodos que permiten hacer un analisis conformacional de las proteinas como ¢l ELISA, 

mientras que otros no, debido a que en el] proceso se desnaturalizan las proteinas, como 

es el caso del Westernblot. 

Estandarizacién del ELISA para determinar la concentracién adecuada de antigeno 

(porina) 

Material 

espectrofotémetro de luz visible (Bio-Rad) 

. microplaca de poliestireno de 96 pozos (Nunc) 

solucién salina amortiguadora de fosfatos-tween (SSAF-tween) al 0.05% (ver apéndice 

de soluciones) 

solucién salina amortuguadora de fosfatos-albimina (SSAF-albamina bovina) al 1.5% 

(ver apéndice de soluciones) 

solucién salina amortiguadora de fosfatos-albimina (SSAF-albimina bovina ) al 

0.15% (ver apéndice de soluciones) 

solucién salina amortiguadora de fosfatos-tween (ver apéndice de soluciones) 

conjugado (Sigma)(anti-humano o anti-conejo marcados con peroxidasa. DAKO) 

orto-feniléndiamino (OPD) (Sigma p1526) 

solucién amortiguadora de citratos (ver apéndice de soluciones) 

peroxido de hidrégeno (Baker) 

solucién de paro (ver apéndice de soluciones) 

Método 

Se sensibilizd con el antigeno una placa de poliestireno, adicionando en cada pozo, 1a 

porina purificada en concentraciones de 0.6. 1.25, 2.5 y 5 pe / mL diluido en SSAF.



colocando 100 WL por pozo. Se cubrié fa placa con una mica y se incubdé durante toda la 

noche a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados con solucién de SSAF-tween y se 

- secé la placa perfectamente. 

Se bloquearon los espacios vacios, adicionandole 100 pL de SSAF-albdmina al 1.5% a 

cada pozo. Se incubé durante 30 minutos a 37°C. 

Se realizaron 3 lavados con solucién de SSAF-tween y se secé la placa perfectamente. Se 

adiciond por duplicado el suero hiperinmune de conejo a diferentes diluciones (1:25 a 

1:390625) en SSAF-albimina 0.15%, colocando 100 pL por pozo y se incubé durante 

1,5 ha 37°C. 

Se realizaron 3 lavados con solucién de SSAF-tween y se secé perfectamente la placa. Se 

adicionaron 100 pL del conjugado, diluyéndolo con solucién de SSAF-tween segin 

indicaciones del fabricante (1:1000). Se incubé durante 1 h a 37°C. 

Se realizaron 5 lavados con solucién de SSAF-tween y 2 lavados con SSAF. 

Se adicionaron 100 pL de solucién de revelado (10 mL. de solucién amortiguadora de 

citratos, 5.4mg de OPD y 5uL de peréxido de hidrégeno) a cada pozo y se mantuvo la 

placa en la obscuridad hasta observar la coloracién deseada en los controles 

(generalmente de 5 a 15 min.). La reaccién se detuvo adicionando 50 pL de solucién de 

paro a cada pozo. Se leyé la absorbancia a 492. 

Titulacién de tos Anticuerpos 

Se titularon los sueros preinmune e hiperinmune utilizando las siguientes concentraciones 

1:25, 1:125, 1:625, 1:3125, 1:15625, 1:78125, y 1:390625, depositando 100 pL por 

pozo y siguiendo el proceso descrito anteriormente.



Westernblot (inmunotransferencia de proteinas) 

Material 

Papel filtro 

Papel de nitrocelulosa (Bio-Rad No.cat. 162-0115) 

2 esponjas 

Cémara para inmunotransferencia (Bio-Rad No.cat.015026) 

Solucién de transferencia (ver apéndice de soluciones) 

Solucién de leche descremada (Bio-Rad No.cat. 170-6404) al 5% en SSAT 

Solucién amortiguadora de tris (SSAT) (ver apéndice de soluciones) 

Solucién amortiguadora de tris-tween (SSAT-tween) (ver apéndice de soluciones) 

Conjugado (anti-humano, anti-conejo marcados con peroxidasa. DAKO) 

a-naftol (SIGMA N2780) 

Metanol (Baker 9070-62) 

- Peréxido de hidrégeno (Baker) 

iétodo 

Se realizé la electroforesis como se indica anteriormente. Se cortaron 4 piezas de papel 

filtro y 1 de papel de nitrocelulosa, aproximadamente del mismo tamafio que el gel, se 

humedecieron en solucién salina amortiguadora de transferencia. Se extrajo el gel de la 

camara y se dej6 en contacto con el lado opaco del papel de nitrocelulosa. 

Se colocaron 2 piezas de papel filtro sobre el papel de nitrocelulosa y las otras 2 piezas 

sobre el gel; posteriormente, se colocaron 2 esponjas (una de cada lado) formando un 

“sandwich”. Se puso el “sandwich” en un “cassette para transferencia teniendo cuidado 

de que el papel de nitrocelulosa quedara colocado hacia el anodo (cara transparente).Se 

colocé ef “cassette” en la camara de electrodos, con solucién de transferencia. Se 

conectaron jos electrodos a la fuente de poder y se realizé la corrida a 100 Volts durante 

Lh a 4°C, al término de la corrida se secé el papel de nitrocelulosa con un papel 

absorbente. Para comprobar la transferencia del papel de nitrocelulosa se cortaron los



marcadores de peso molecular y se revelé con una tincién de amidoblack o Ponceau-S. 

Para realizar el ensayo inmunoenzimatico, se bloquearon los espacios vactos del papel de 

nitrocelulosa durante 30 minutos a 37°C con agitacién empleando SSAT-leche al 5%. Se 

retiré la solucién anterior y se puso en contacto el papel con el suero hiperinmune de 

conejo anti-porina con las siguientes dituciones: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000 y 

1:8000; utilizando como diluyente la solucién de bloqueo diluida 1:3 con SSAT, también 

se enfrent6 con el suero preinmune de conejo (basal). Se dejé incubando durante 15ha 

37°C 0 18 ha temperatura ambiente de preferencia con agitacién. La solucién anterior se 

deseché y el papel se lavé 3 veces con solucién SSAT, de 10 minutos cada lavado. 

Después del ultimo lavado el papel se dej6 secar y se puso en contacto con ja cantidad 

adecuada de conjugado anti-conejo con peroxidasa diluido con SSAT-tween al 0.05%. Se 

dej6 en agitacién durante 18 h a 4°C o durante 1.5 ha 37 °C. El papel se sacé de la bolsa 

y se lavé 3 veces con SSAT-tween durante 30 minutos, (cada lavado de 10 minutos). 

Finalmente, se lavé en SSAT para eliminar el tween. El papel se puso en contacto con 18 

mL solucién de revelado (Sol 1: 15 mL de solucién salina amortiguadora de tris + 9 pL 

de peréxido de hidrégeno; Sol 2: 9 mg de a-naftol + 3 mL de metanol frio. Se 

prepararon ambas por separado y al momento de usarlas se unen). La reaccién se detuvo 

a través de varios lavados con agua destilada. El papel se dej6 secar en un papel 

absorbente. 

También se realiz6 la técnica utilizando el sistema biotina-estreptavidina, dejando incubar 

1 hora el anti-anticuerpo con biotina, se hicieron los lavados acostumbrados, y después 

se dejé en contacto con estreptavidina marcada con peroxidasa por 1 hora, se realizaron 

los lavados y se reveld. 
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Inmunofluorescencia 

Material 

portaobjetos 

metanol absoluto (J.T. Baker) 

Solucién salina amortiguadora de fosfatos para inmunofluorescencia pH 8.0 (SSAF) 

(ver apéndice de soluciones) 

Solucién salina amortiguadora de fosfatos para inmunofluorescencia pH 8.0-tween 

(SSAF-tween) (ver apéndice de soluciones) 

conjugado anti-conejo fluoresceinado F0205 DAKO 

espectrofotémetro Spectronic 20D Milton Roy Company 

Método 

Se fijaron 20 pL de una suspensién bacteriana en soluci6n salina esteril (D.O. a 660 nm 

de 0.06 a 0.10) en un drea de 1 cm’, después se fijaron con metanol absoluto durante 30 

segundos. Se bloquearon los espacios vacios con albimina al 1% en SSAF por 5 

minutos, lavando posteriormente con agua desionizada y secando al aire. Se pusieron en 

contacto las placas con el suero hiperinmune del conejo en diferentes concentraciones: 

1:250, 1:500, 1:1000 y 1:2000 en SSAF-tween adiconado de albGmina bovina al 0.1%, 

por 1 hora a 37°C en cémara himeda. Se lavaron con SSAF-tween 3 veces, de 5 minutos 

cada javado y se dejaron secar al aire. Se puso en contacto con el conjugado en una 

dilucién 1:40 (seguin indicactones del fabricante), por 30 minutos en cémara himeda a 

37°C, se cuidaron de la luz las placas para evitar daar la fluoresceina.



Posteriormente se relizaron 3 lavados con SSAF-tween en obscuridad, de 5 minutos cada 

javado. Se secaron las preparaciones a 37°C y se les puso glicerol al 90% y un 

cubreobjetos, Se observaron en el microscopio de fluorescencia. 

Se realizaron ensayos de especificidad con las diferentes cepas mostrados en la tabla 3, 

diluyendo el anti-pPME 1:250 y 1:500. 

Por ultimo se realizé un ensayo con 1 gramo de heces y 500 pL de fas siguientes 

diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 a partir de una suspensién bacteriana con D.O. a 660 

nm de 0.96, de la cepa C. jejuni INN-1336. 

Ademés se analizé la diferente reactividad en formas cocoides y formas bacilares de la 

cepa C. jejuni INN-1336 y en la cepa de Helicobacter pylori CCUG 17874.



RESULTADOS 

La purificacién de Ja porina, se realiz6 de acuerdo a los métodos descritos por Bolla.” ef 

grado de pureza obtenido del antigeno (la porina) se valoré por medio de corrimientos 

electroforéticos con geles de poliacrilamida-SDS al 15%. y se realizaron tinciones con 

azul de coomassie y plata para identificar las proteinas y el lipopolisacarido presemtes. 

Para el analisis del proceso de purificacién del antigeno, se obtuvo en la primera elapa 

una fraccién membranal rica en porina, por la eliminacién de los antigenos de extraccién 

dcida (carril B de ambos geles de la Fig. 2) y que estan constituidos por proteinas de bajo 

peso molecular, principalmente una de 28 y 34 kDa. En el carril C de la Fig. 2 y en 

ambos geles se observa a varias proteinas, predominantemente una proteina de 45 y 46 

kDa que corresponde a la porina. 
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Fig 2: Caracterizacién de las fracciones obtenidas durante la primera etapa de la purificacion. Estas 

fracciones fueron preparadas como se describe en Material y Mélodos y se realizaron en geles de 

poliacrilamida-SDS al 15 %. 

Ge) 1: Proteinas tefidas con azul de Coomassie. Carril A. pesos moleculares: carril B. extracto acide 

obtenido con glicina-HCI, carrit C, fraccién membranal rica en porina 

Gel 2: Proteinas tefidas con nitrato de plata. Carril A, pesos moleculares, carril B, extracto acide obtenido 

con glicina-HC]; carril C, fracciones membranales ricas en porina obtenidas de la cepa INN-1336. 
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En la segunda etapa, con el uso de sarcosinato de sodio y octil-POE, se obtuvo la porina 

purificada. En el gel 3 se aprecian las proteinas obtenidas en cada paso de las 

extracciones, en el carril B se aprecian las proteinas insolubles en sarcosinato de sodio al 

0.1%, entre ellas una de 46 kDa que corresponde a la porina, en el carril C se ven las 

proteinas de diferentes pesos moleculares, obtenidas en la fraccién soluble del detergente. 

Después en el tratamiento con el octil-POE, se detecté la proteina de interés, en la 

fraccién soluble (carriles D, F, H y J), mientras que en la parte insoluble (carriles E, G, 

I y K) se observan también a otras bandas de diferente peso molecular. En el gel 4 se 

realizé el corrimiento electroforético de las mismas muestras, pero se tifid al 

lipopolisacdrido (LPS) con nitrato de plata amoniacal. El gel muestra que no logra 

eliminarse con el sarcosinato de sodio, ni con el octil-POE y que esta presente en las 

fracciones que contienen a la porina (carriles D, F, H y J) (Fig 3). 
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Fig 3: Caracterizacion de las proteinas membranales tratadas con sarcosinato de sodio y octil-POE. Estas 

fracciones fueron preparadas como se describe en Material y Métodos y se realizaron en geles de 

poliacrilamida-SDS al 15 %. En et gel 3 se tifieron proteinas con nitrato de plata y en el Gel 4 se tifid al 

LPS con nitrato de plata amoniacal. Cartil A, pesos moleculares; carri! B, fracciones solubles en 

sarcosinato de sodio al 0.1%, de la primera y segunda extraccion, carril C, fraccién insoluble en 

sarcosinato de sodio al 0.1%; carril D, primera fraccién soluble de la extraccién con octil-POE al 0.5%: 

carril E, primera fraccién insoluble de la extraccién con octil-POE al 0.5%; carril F, segunda fracci6n 

solubte en octil-POE al 0.5%; carril G, segunda fraccién insoluble de fa extraccién con octil-POE al 0.5%; 

carril H, primera fraccién soluble de la extraccién con octil-POE al 3 %; carril 1, primera fraccion 

insoluble de la extraccién con octil-POE al 3 %; carril J, segunda fraccion soluble de la extraccién con 

octil-POE al 3%; Carril K, segunda fraccién soluble de la extraccién con octil-POE al 3%. 
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Con la preparacién antigénica de 1a porina, se inmuniz6 a un conejo blanco Nueva 

Zelanda, siguiendo el esquema de inmunizaci6n descrito en Material y Métodos. 

Se colecté sangre del animal antes y después de la inmunizacién, y de su suero se 

determin6 ta presencia de anticuerpos especificos anti-pPME. El método elegido para 

realizar esta medicién fue un ensayo inmunoenzimitico (ELISA), en el cual se evalué la 

respuesta inmune del conejo hacia la porina. 

En el ELISA se estandarizé la concentracién dptima de antigeno para el recubrimiento de 

Jas placas, con varias diluciones de antigeno. La concentracién éptima fue de 1 pg/mL. 

Determinada la concentracién de antigeno adecuada al ensayo, se titularon ef suero basal 

y el suero hiperinmune. Las diluciones utilizadas fueron desde 1:25 hasta 1:390625. El 

titulo del suero hiperinmune fue de 1:7000. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Fig. 4. 
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Figura 4 Grafica de ta titulacién de suero basal y del suero hiperinmune anti-pPME de Campylobacter 

jejuni 
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Para valorar si la respuesta inmune del conejo era contra la porina o contra el LPS 

presente como impureza en el antigeno utilizado para inmunizar al conejo, se realiz6 un 

ELISA en el que el antigeno fue calentado y resuspendido en una solucién 

amortiguadora que contenia SDS y (-mercaptoetanol, de esta manera se desnaturaliz6 a 

la porina pero se conservé el LPS. Los resultados mostraron que no existié 

reconocimiento del suero hiperinmune hacia el antigeno desnaturalizado. (Datos no 

mostrados) 

La caracterizacion del suero anti-pPME también se hizo por Westernblot. Para su 

estandarizacin se realizé un ensayo incubando el suero anti-pPME por 1 hora y otro por 

toda la noche. Se utiliz6 en ambos un conjugado anti-conejo con peroxidasa. 

En ninguno de los casos se detectaron reactividades hacia la porina (datos no mostrados), 

por lo cual se realiz6 otro ensayo, utilizando un sistema mas sensible: el de biotina- 

estreptavidina, donde se obtuvo reactividad hacia bandas de diferentes pesos moleculares. 

(Fig 5). 

«45 kDa 

  

  

Figura 5 Westernblot para determinar Ia reactividad del suero hipermmune anti-pPME, utilizando ¢! 

sistema biotina-estreptavidina. Carril A: suero basal, carrit B: dilucién 1:125.



Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron con cepas de C. jejuni causantes de 

diferentes cuadros de enteritis y con cepas de otras bacterias presentes en el intestino de 

humanos, como patégenos o como flora habitual; con la finalidad de evaluar la 

especificidad del suero anti-pPME. 

Se obtuvo reconocimiento franco del anticuerpo policlonal hacia la cepa C.jejuni INN- 

1336 utilizada para !a inmunizacién hasta en un titulo de 1:1000. Asimismo, se obtuvo un 

buen reconocimiento de este anticuerpo, hacia otras cepas de C.jejuni, productoras de 

diferentes cuadros de enteritis (S286, M240 y C180) con un titulo de 1:500 (Fig. 6, fotos 

A, By C). Con otras cepas patégenas 0 de flora habitual, hubo un reconocimiento muy 

débil hacia las cepas de Shigella, ETEC y Klebsielia en un titulo de 1: 250, pero no en un 

titulo 1:500. La inmunofluorescencia se present6 con una tonalidad verde. (fig. 6) 

Se realizo un ensayo adicional con bacterias de Cijejuni y Helicobacter pylori 

provenientes de cultivos de 72 horas, en donde predominaron las formas cocoides. Con 

la cepa de Helicobacter pylori, se observé reactividad hacia las formas cocoides y 

bacilares, aunque este reconocimiento fue débil y de tonalidad naranja, en una dilucién 

de 1:500: en cambio, el reconocimiento hacia el cultivo viejo de C. jejuni fue similar al 

de las formas bacilares de 1a misma cepa. (Fig 6, fotos D y E) 

En el ensayo realizado con la muestra de heces, se observan inespecificidades con 

diferentes tonalidades, y resaltan las bacterias de C. jejuni con una tonalidad verde 

intensa. (Fig 6, foto F) 
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Figura 6; Posografias que muestran los ensayos realizados con la tecnica de inmunofuorescencia unizando 

el suere hiperinmune anti-pPME. contra: (Ar C. jejuni INN-1336 dlucion | 125: (Bs Cjejunr INN-CI336 

dilucion 12500; (C) C. jefuat INN-C180, diluciba | 500; (Di C. jegsné INN-1336 cutive de 72 horas donde 

predominan formas cocoides, ditucion 1:50 E> Heltcobacter pviort. huve de 72 horas dence 

predominan formas cocoides. dilucién i $00, ¢E) Muestra de heces cen Cjeyunt, diecwn 2 S00 

  

   



DISCUSION 

Las proteinas de membrana externa juegan un papel muy importante en la asociacién 

entre la bacteria y el hospedero. A través de estas proteinas la bacteria esta en 

comunicacién con el ambiente que {a rodea. Participan en la adhesién, resistencia o paso 

de solutes, como sucede con las porina, que en Campylobacter, constituyen 

aproximadamente el 70% de su membrana “® y que se ha reportado, participa en la 

adherencia. © 

Obtener la porina de C. jejuni con un alto grado de pureza era esencial para producir 

anticuerpos policlonales con la menor heterogeneidad posible. Se purificé la porina de la 

cepa INN-I336 a partir de un medio bifasico de agar-caldo brucella, que ha sido 

recomendado para una mejor expresién de proteinas de membrana externa (PME). “9 

Después se eliminaron los antigenos de extraccion dcida, es decir, las proteinas de bajo 

peso molecular, 49. 58 Como se observa en la fig 2, geles 1 y 2 (carril B). Se utilizé la 

sonicacién para separar los fragmentos celulares restantes de la bacteria, y obtener las 

PME. Se ha recomendado el uso de sarcosinato de sodio para desechar gran cantidad de 

. 38, 49 2 
538 como las proteinas 

impurezas de las proteinas de membrana externa en C jejuni, 

de membrana interna. 59 y ef uso de octil-POE se ha propuesto para purificar de manera 

eficiente a la porina debido a que forma una estructura micelar alrededor de ella, 

2 

protegiéndola del ambiente que la rodea, ayudéndole a conservar su forma trimérica. ” 

La fig. 2 (carriles B, D, F, H y J) muestra que el proceso de purificacién descrito 

permitid obtener a la porina aislada de otras proteinas, aunque se conservo al LPS como 
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impureza. Algunos investigadores han utilizado la cromatografia de intercambio aniénico 

woe 9, 
para eliminar a este componente de la membrana externa. % 

La porina purificada se empleé en la produccién de anticuerpos policlonales, donde se 

obtuvo un titulo de 1:7000 por ELISA. El titulo obtenido fue elevado, probablemente por 

el alto grado de pureza que poseia el antigeno y porque al parecer es un buen 

inmundégeno, debido a su naturaleza proteica y conformacion homotrimérica. 

Para observar la reactividad del antisuero hacia los epitopes conformacionales de la 

porina, se realiz6 un ELISA con el antigeno desnaturalizado. El ensayo mostré que el 

anticuerpo no reconoce a los epitopes lineales de Ja porina, ni al LPS y sugiere que el 

reconocimiento es especifico para la estructura trimérica de esta proteina. Esto era lo 

esperado, porque las proteinas son mejores inmundgenos que los carbohidratos presentes 

enel LPS. 

El uso de Westernblot para evidenciar a las proteinas separadas electroforéticamente en 

papel de nitrocelulosa, utilizando el anticuerpo policlonal producido, no tuvo éxito 

cuando se emple6 el conjugado con peroxidasa, por lo que se opt6 por utilizar un sistema 

més sensible, el de biotina-estreptavidina, con el cual se lograron detectar bandas de 

diferentes pesos moleculares y que puede significar un reconocimiento débil hacia 

epitopes lineales de la porina desdoblada. 

Otro ensayo empleado para caracterizar al suero anti-pPME fue la técnica de 

inmunofluorescencia, en la cual se valoré el reconocimiento entre el suero y otras cepas 

de C. jejuni productoras de diferentes cuadros de enteritis y otras bacterias patégenas y 

de flora habitual. Se detect por inmunofluorescencia a las cepas de C. jejuni en un tule 

33



de 1:500. Las bacterias Shigella, ETEC y Klebsiella, que dieron una respuesta muy 

débil, presentaron una tonalidad diferente a la observada por las campilobacterias, y en 

un titulo de 1:250. Esto significa que si se emplea el anticuerpo diluido 1:500 en este tipo 

de ensayos, logramos una especificidad excelente. 

Se realizaron también ensayos con H. pylori, ya que se ha reportado una reactividad 

cruzada con C. jejuni. % Log resultados indicaron que utilizando este anticuerpo, se 

detectaron débilmente a las formas cocoides y bacilares de H. pylori. Se repitid el 

andlisis también con formas cocoides de C. jejuni, observandose que el anticuerpo 

reconoce de manera similar formas cocoides y bacilares. 

La reactividad cruzada que mostré el anti-pPME hacia otras cepas nos lleva a pensar que 

estos microorganismos poseen proteinas de superficie con epitopes conformacionales 

similares, compartidos principalmente entre H. pylori y C. jejuni. 

Se sabe que Campylobacter, al igual que otras bacterias, tienden a cambiar a una 

morfologia cocoide como forma de resistencia y supervivencia; 2 Jas porinas, son 

proteinas que se conservan en esta transformacién debido a la importancia de sus 

funciones en la bacteria. Los resultados sugieren que las proteinas que posee H. pylori en 

su membrana externa tienen similitud con las porinas de Campylobacter. Ademés, se 

observo que la tonalidad dada en este ensayo fue diferente entre ambas bacterias, para 

C. jejuni se vio un tono verde, mientras que para H. pylori fue naranja. 

Paralelamente, se recurrié a la base de datos SWISS-PROT donde se obtuvo la secuencia 

aminocidica de la porina (P80672 Fasta 3), y se comparé con secuencias de otras 

proteinas encontrandose que la porina tiene una estructura primaria diferente a las



porinas secuenciadas hasta el momento; este andlisis permite confirmar la especificidad 

del anticuerpo producido; Sin embargo, presenté mayor homologia hacia secuencias de 

proteinas que participan en procesos de adherencia, es decir, éste puede ser un 

mecanismo de patogenicidad importante en ej que intervenga 1a porina de 

Campylobacter, por lo que el anticuerpo también podria ser util para estudiar la 

adherencia de Campylobacter mediada por la porina. 

Se han propuesto métodos de diagndstico para la campilobacteriosis, examinando 

muestras fecales por medio de inmunofluorescencia directa donde se utilizaron antisueros 

conjugados con rodamina marcada, preparados contra serotipos del sistema Lior. Sin 

embargo, en estos métodos descritos, se observé mucha reactividad cruzada contra 

diferentes bacterias. * °° Esto se debe a que los anticuerpos fueron preparados a partir de 

antigenos muy crudos, cuyo grado de pureza no era bueno. El antigeno purificado en 

esta tesis dio origen a un anticuerpo muy especifico y con una elevada sensibilidad. 

Los procesos empleados en esta tesis para caracterizar al suero hiperinmune anti-pPME, 

como ELISA e inmunofluorescencia, pueden ser utiles como métodos diagnésticos, 

para estudios en patogénesis, ya que se mostr6 la alta especificidad y sensibilidad del 

anticuerpo. 

Estos métodos pueden ser disefiados para detectar a C. jejuni en muestras de heces de 

personas afectadas con algun cuadro de enteritis, para caracterizar mejor a la porina en 

su papel en la patogénesis, para realizar estudios epidemioldgicos, para la deteccién de la 

bacteria en alimentos o agua e incluso en fluidos corporales, entre otros. 

us
 
a



CONCLUSIONES 

1, -El método de purificacién realizado obtuvo a ia porina con una alto grado de pureza. 

conservando soto al LPS como impureza. 

2. - El titulo del suero anti-pPME por el método de ELISA fue de 1:7000. 

3. - En el método de Westernblot, no hubo reconocimiento del suero anti-pPME contra 

Jas proteinas transferidas al papel de nitrocelulosa. 

4. - El titulo del suero anti-pPME por el método de inmunofluorescencia es de 1:500 

empleando cepas de C. jejunt. 

5. - El anticuerpo policlonal anti-pPME producido es especifico para los epitopes 

conformacionales de la porina, segin los ensayos de ELISA, Westernblot e 

inmunofluorescencia que se realizaron con antigenos desnaturalizados  y sin 

desnaturalizar. 

6. - El método de inmunofluorescencia que utiliza el suero anti-pPME puede ser un 

método sencillo y rapido para la deteccion temprana de la enteritis por 

Campylobacter.



APENDICE DE SOLUCIONES 

-ELECTROFORESIS SDS-PAGE 
Solucién 4x Tris-Cl/SDS pH 6.8 

Para preparar 100.0 mL 

Tris base (Bio-Rad 161-0719) 6.05 g 

Disolver en agua desionizada 

Ajustar el pH a 6.8 con HCI conc. 

Aforar con agua desionzada 

Filtrar con filtro Millipore de 0.45 ym 

Adicionar SDS (Sigma L-3771) 0.48 

Solucién 4x Tris-Cl/SDS pH 8.8 

Para preparar ‘ 100.0 mL 

Tris base ( Bio-Rad 161-0719) 18.22 

Disolver en agua desionizada 60.0 mL 

Ajustar el pH_ a 8.8 
Aforar con agua desionizada 
Filtrar con filtro Millipore de 0.45 pm. 

Adicionar SDS (Sigma L-3771) 04g 

Solucién de acritamida 30%/bisacrilamida 0.8%. 

Acrilamida (Bio-Rad 161-0101) 

N, N- metilénbisacrilamida (Bisacritamida) (Sigma M-7279) 

Agua desionizada 

Se filtra la solucion a través de un filtro de 0.45 pm y se almacena a 4°C. 

4) Solucién amortiguadora de corrida 4X con un pH de 8.4. 

Tris base (Bio-Rad 161-0719) 

Glicina (Bio-Rad 161-0724) 

Aforar con agua desionizada 

Momentos antes de iniciar !a corrida se toman 200 mL de la solucién 4X, se adicionan 600 mL 

de agua desionizada y se agregan 0.8g de SDS (Sigma L-3771). 

NO SE DEBE DE AJUSTAR EL pH. 

-ELISA 
Solucién salina de fosfatos (SSAF). 

NaCl (Productos Quimicos Monterrey 24903) 

Na,HPO, (Baker-3252) 

KH,PO, (Baker-3246-20) 
KCl (Baker-3040) 

Agua desionizada c.b.p. 

Si se desea preparar el SSAF-Tween se adiciona 1 mL de Tween 20. 

Solucion salina de fosfatos-albimina al 1% y al 0.1% (SSAF-albtimina). 

Albumina 

SSAF 
A10.1% se prepara diluyendo 1:10 Ja solucion de SSAF-albaimina al 1%. 
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500.0 mL 
30.25 g 

2.08 

$00.0 mL 
91.08 

300.0 mL 

2.08 

15.0g 

0.4g 
50.0 mL 

12.02 

57.68 

IL. 

16.02 

50g 

042 

04g 

2L 

10g 

100.0 g



Solucién amortiguadora de citratos. 

Acido citrico (Baker 0122-20) 
0.730 2 

Na,HPO, (Reac. y Prod. Quimicos 40180) 
1.180 2 

100 mL 
Agua desionizada c. b. p. 

El pH deberd vigilarse que permanezca en 5.5. Es necesario conservar en refrigeracion. 

Solucién de paro H,SO, 0.1 N 

H,SQ, conc. (Baker 9681) 
2.7 mL 

Agua desionizada c. b. p. 
500.0 mL 

-WESTERBLOT (INMUNOTRANSFERENCIA) 

Solucién de transferencia. 

Tris base (Bio-Rad 161-0719) 
3.03 g 

Glicina (Bio-Rad 161-0724) 
14.4ig 

Metanol (Baker 9070-59) 
206 mL 

Agua desionizada c.b.p. 
IL 

Solucién salina de tris (SST) 

Tris base (Bio-Rad 161-0719) 
2.42 g 

NaCl (Reac. Quimicos Monterrey 24903) 
29.2 g 

Ajustar pH a 7.5 IL 
Agua desionizada ¢. b. p. 

Cuando se requiere preparar SST-Tween se adicionan 500 pL. de Tween 20 por cada litro de 

solucién SST 

-INMUNOFLUORESCENCIA. 

Salucion salina amortiguadora de fosfatos (SSAF) pH 8.0. 

Na, HPO, (Baker 3252) 
2.2713 g 

KH,PO, (Baker 3246-20) 
0.2721 g 

NaC! (Productos Quimicos Monterrey 24903) 
16.3632 g 

Agua desionizada c.b.p 
2L 

Si se desea preparar SSAF con Tween, se adiciona 1 mL de Tween 20 por cada 2 L. 

Solucién salina amortiguadora de fosfatos-albimina al 1%. 

Albimina 
10g 

SSAF pH 8.0 
100 mL 

Metanot absoluto (Baker 9070-59).
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