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RESUMEN 

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una causa importante de 

diarrea en niftos de paises en desarrollo y en viajeros a estos paises. Uno de los 

determinantes de virulencia de ETEC son fos factores de colonizacién (CFAs), 

que consisten en proteinas en forma de pelos que se encuentran en la superficie 

de las bacterias, y que les permiten adherirse al tejido del huésped. En cepas 

ETEC provenientes de animales y de seres humanos se han descrito mas de 

cuarenta CFAs. Longus es un pilus que se encontré en la cepa E9034A, cuya 

caracteristica principal es su longitud de mas de 20 um, muestra homologia con 

los pili tipo IV de algunos patégenos Gram-negativos, Longus tiene una alta 

prevalencia (19-38%) en cepas ETEC de diversos origenes geograficos. En el 

Presente trabajo se describe la produccién de anticuerpos monoclonales (AcMs) 

contra el pilus longus de ETEC. Con el pilus purificado se inmunizaron ratones 

Balb/c, y mediante ELISA se les determind el titulo de anticuerpos. Células 

esplénicas de estos ratones se fusionaron con células de mieloma X63Ag8.653 

utilizando polietilenglicol. Después de la seleccién con medio HAT, se determind 

que teniamos 6 pozos con células productoras de anticuerpos anti-longus por 

ELISA. Esos pozos se clonaron de dos a cuatro veces por dilucidn limitante. Los 

anticuerpos son de las _ subclases IgG1 e  IgG3. Mediante 

imunoelectrotransferencia y ELISA se determiné que 5 AcMs son especificos para 

longus de cepas ETEC, sin reaccién cruzada con cepas £. coli no productoras de 

longus, ni con Pseudomona aeruginosa y Proteus mirabilis. Sélo un ACM presentd 

teaccion cruzada con cuatro cepas de ETEC productoras de CFA/JIII. 
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1. INTRODUCCION 

1.1 Escherichia coli 

Cuando un microorganismo trata de establecerse en el intestino 

delgado de un hospedero le hace frente a los mecanismos naturales de defensa 

tales como, peristalsis, produccién de mucina, acidos biliares, IgA secretora, flora 

normal, descamacion epitelial, entre otras. Por su parte el microorganismo posee 

factores de virulencia tales como toxinas, adhesinas, invasinas, hemolisinas, etc. 

Asi el tracto gastrointestinal es un excelente ejemplo del delicado balance entre 

los mecanismos de defensa del hospedero y los de invasion del microbio (Duncan 

& Edberg, 1995). 

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria anaerobia facultativa, de 

forma bacilar, Gram-negativa, adaptada como comensal en animales. Forma parte 

de la flora intestinal normal; coloniza el tracto gastrointestinal de animales de 

sangre caliente a las pocas horas de que éstos nacen. El humano normalmente es 

colonizado dentro de las primeras 40 h después del nacimiento, y estas cepas 

pueden permanecer durante meses 0 afios (Hinson, 1989). 

Entre algunas de sus caracteristicas, &. coli puede formar cadenas 

cortas de bacilos, es movil, forma colonias circulares, planas, lisas y con bordes 

bien definidos, no viscosas, fermentan la lactosa, teniendo una mezcila 

caracteristica de acido y gas como productos finales y algunas cepas producen 

hemolisis en gelosa sangre (Jawest, 1988).  



E. coli ha sido asociada desde hace varias décadas con brotes de 

enfermedades diarréicas. Ademas también es capaz de causar infecciones del 

tracto urinario y meningitis neonatal, cada una de éstas clases de E. coli posee 

determinantes patogénicos o de virulencia particulares. (Tabla 1) 

Tabla1. Determinantes patogénicos de Escherichia coli. 

  

Adhesinas: Proteinas de superficie o secretadas: 

* CFAs * Hemolisinas 

* Fimbria tipo 1 * Sistemas de siderdéforos 

* BFP * Invasinas tipo “Shigella” para la invasion 

* Fimbrias P, S, G, M, Dr intracelular y propagacion 

* 
Intimina: (adhesina no fimbrial) |* Proteinas secretadas 

* Aparato de secrecidn tipo Ill. 
  

Motilidad/Quimiotaxis Toxinas 

* Flagelos * Toxina termoestable (ST) 

* Toxina termolabil (LT) 

* Toxina tipo Shiga (STx) 

* Endotoxina (LPS) 

EAST 

* ShET2 

Propiedades —antifagociticas de | Atributos genéticos 
  

superficie contra el suero anti-j* !ntercambio genético por transduccién 

bactericida y defensas contra {aj y conjugacién. 

respuesta inmune: * Plasmidos transmisibles 

* Antigenos K * Plasmidos de resistencia a drogas 

* LPS * Plasmidos con factores de virulencia y 

toxinas         

 



1.2 

diarréicos, 

1985): 

H) 

Clasificacion serolégica de E. coli 

La clasificacién de E. coli. comenz6 con su asociacién a sindromes 

mediante Ia tipificacion serolégica de sus antigenos O y H (Klemm, 

Antigenos (O) o Somaticos: Compuestos principalmente por 

lipopotisacaridos complejos. Deben su inmunogenicidad a la repeticion 

de sus unidades de polisacaridos; presentan una reactividad cruzada 

muy estrecha con cepas del género Shigella. Aproximadamente son 

170 diferentes antigenos somaticos. 

Antigenos (H) o Flagelares. Con su diversidad antigénica basada en 

los diferentes tipos de flagelina (proteinas). Se han reconocido 

aproximadamente 55 antigenos flagelares. 

El termino serotipo es usado sdlo cuando se combinan los antigenos O 

y H. Relacionando los 170 antigenos O con los 55 H, tendriamos 

aproximadamente 9,000 serotipos posibles, pero en realidad solo un grupo 

restringido de combinaciones antigénicas somatoflagelares estan asociados a 

enfermedad diarréica en humanos (Cravioto A. y Eslava C. 1992). (Tabla 2) 

 



Tabla 2 Serotipos asociados a grupos patégenos de E. coli. 
  

  

  

  

  

  

        

GRUPOS E. Coli. SEROGRUPOS | ANTIGENOS H ASOCIADOS 

055 H6, NM 
O86 H34, NM 
O1t1 H2, H12, NM 

ENTEROPATOGENA O19 H6, NM 
(EPEC) O125ac H21 

0126 H27,NM 
0127 H6, NM 
0128 H2, Hi2 
0142 H6 

06 H16 
08 H9 
O11 H27 
O18 H11 
020 NM 

ENTEROTOXIGENICA 025 H42,NM 
(ETEC} 027 H7 

078 H11, H12 
0128 H7 
0148 H28 
0149 H10 
0159 H20 
0173 NM 

026 H11, H32, NM 
055 H7 

ENTEROHEMORRAGICA O1ltab H8, NM 

(EHEC) 0113 H21 

0117 H14 
0157 H7 

O3 H2 
O15 H18 

ENTEROAGREGATIVA 044 H18 
(EAEC) O77 NM 

O86 H18 
oii H21 
0127 H2 

O28ac NM 
029 NM 

O112ac NM 
0124 H30, NM 

ENTEROINVASIVA 0136 NM 
{EtEC) 0143 NM 

0144 NM 
0152 NM 
0159 H2, NM 
0164 NM 
O167 H4, H5, NM 

AODHERENTE DIFUSA (DAEC) O126 H7 
  

Tomado de Nataro & Kaper, 1998 
  

 



Hasta 1987, Levine habia clasificado a las cepas de E. coli 

enteropatégenas en cuatro grandes categorias y apenas en 1998, Nataro & Kaper 

Propusieron reclasificar a las cepas causantes de diarrea en seis grandes grupos 

con base en sus caracteristicas patogénicas: 

1.2.1 E. coli Enteropatégena (EPEC) 

En fos afios cuarenta se aislaron cepas de E. coli que causaban 

diarrea en nifios y una década después se comprobé su patogenicidad en 

voluntarios (Bray, 1945; Bray and Beavan, 1948; Ferguson and June, 1952; June, 

Ferguson and Worfel 1953; Koya et al 1954; Koya et al 1955). Se propuso el 

término enteropatogénica para designarla (Neter et al 1955). Posteriormente se 

comprobo que estas cepas se adherian al enterocito y provocaban la destruccion 

de las microvellosidades intestinales, lo que se conoce lesién de adherencia y 

destruccién (attaching and effacing A/E) (Knutton, Lloyd, & McNeish, 1983). Estas 

cepas se adherian a células HEp-2 en cultivo (Cravioto, et al, 1979). A este tipo de 

cepas no se le conocia factores de colonizacién, hasta que se demostré que 

producen haces de fimbrias llamadas Bundle Forming Pilus (BFP) cuya produccién 

esta codificada en genes plasmidicos. Este pilus es bioquimica y 

morfolagicamente similar a los pili tipo IV de Vibrio cholerae y Neisseria 

gonorrhoeae, y pilus Longus de ETEC (Girén, Ho & Schoolnik 1991). El BFP 

aparentemente esta involucrado en la formacién de microcolonias de bacterias 

sobre la célula hospedera, a través de enlaces interbacterias (Girén, Ho & 

SchoolnicK, 1991).  



Ademas, EPEC se adhiere intimamente al enterocito por medio de 

una proteina de 94 kDa, llamada intimina; cuya informacién genética se halla 

codificada en el cromosoma (Jerse et al 1990), 

1.2.2 E. coli Enteroinvasiva (EIEC) 

Su principal mecanismo de patogenicidad es la invasion y el numero 

de serotipos que incluye son pocos. Sus caracteristicas metabdlicas son similares 

a las del género Shigella, con la cual comparte caracteristicas antigénicas y 

genéticas. EIEC y Shigella requieren la presencia de un plasmido de 140 kDa, 

para presentar el fenotipo invasivo, Muestran reacciones cruzadas entre ellas en 

los antigenos O. 

Las caracteristicas clinicas de fa enfermedad se manifiestan por fiebre, 

severo dolor abdominal, diarrea acuosa, que sugiere la produccién de algun tipo 

de enterotoxina, seguido de diarrea tipo disenteria con sangre y moco. Todos 

estos rasgos patégenos son idénticos a los de Shigella sp. Un modelo propuesto 

del mecanismo de invasién para EIEC y Shigella sp. incluye: a) penetracién del 

epitelio celular, b) lisis de la vacuola endocitica, c) multiplicacién intracelular, d) 

movimiento direccional a través del citoplasma, y e) extensién a células epiteliales 

adyacentes. (Levine, 1987; Nataro, & Kaper, 1998). Se le aisla de manera poco 

frecuente como agente causal de diarrea y se le identifica preferentemente 

después del sexto mes de vida (Cravioto, et al 1990).  



1.2.3 E. coli Enterohemorragica (EHEC) 

En los afios 70 se aislaron algunas cepas productoras de una 

exotoxina termolabil y que causaba lesiones hemorragicas en asas ligadas del 

intestino de cerdo. Estas cepas eran del serotipo O26:H11, y se les incluyé en ef 

grupo EPEC, porque se aisiaron a partir de nifios y adultos con diarrea. 

Posteriormente se observé que esta toxina es capaz de destruir 

monocapas de células Vero, y se le llamé toxina vero (VT), por otra parte se 

demostré que era idéntica a la_toxina de Shigella dysenteriae por lo que se 

nombr6 toxina tipo Shiga (SLT), actualmente se le conoce como toxina STx. A 

diferencia de Shigella que solo produce toxina Shiga, EHEC produce tres variantes 

antigénicas: STx1, STx2 y STx2v, cuyos mecanismos de accién son similares a 

los de la toxina LT de ETEC (Scotland, et al 1983; Marquez, et al 1987). 

Se considera al serotipo 0157:H7 como el prototipo del grupo y se 

sabe que son causantes del sindrome urémico hemolitico, de {fa colitis 

hemorragica y de la purpura trombotica trombocitopénica. Estos padecimientos se 

han observado mas en paises de clima templado como EEUU, Canada, Inglaterra, 

Argentina, Australia y Alemania y las cepas involucradas pertenecian a los 

serogrupos 026, 0141, 0121, 0145 y particularmente a! serotipo O157:H7 

(Scotland, et al 1980; Karmali, et al 1983). En Mexico, las EHEC se relacionan con 

diarrea de tipo secretor leve o moderada, los serogrupos involucrados son 0111, 

026, 0119 y 0128, aunque en el pais no se ha aislado al serotipo 0157:H7 

{Cravioto, et al 1988).



1.2.4 €. coli Enteroagregativa (EAEC) 

Se asocia a diarrea persistente en nifios de mas de 14 dias de edad y 

también se ha asociado a casos de nifios con diarrea con sangre (Vial, et al, 

1987). Se sabe que poseen fimbrias codificadas en plasmidos denominadas AAF/I 

y AAFIIl (Eslava et al 1998) y que producen al menos dos toxinas diferentes, una 

que induce la secrecion de liquidos en modelos experimentales, y la otra favorece 

ja expresion de proteinas fosforilantes que movilizan el cafcio extracelular 

(Savarino, et al, 1991, Baldwin, et al, 1991). 

1.2.5 E. coli Adherencia Difusa (DAEC) 

Las DAEC poseen una fimbria denominada F1845, cuyo gene que /a 

codifica muestra homologia con el grupo Dr de adhesinas fimbriales. También 

tienen una adhesina AIDA-1, pero ninguna de las dos se encuentra en todas las 

cepas examinadas. 

En un estudio realizado en Chiapas, México, se aisl6 este ultimo tipo 

de cepas de nifios con diarrea y en sus controles pareados por sexo y edad 

sugiriendo que podrian causar diarrea (Girdn JA, et al 1991). 

 



1.2.6 Escherichia coli _ Enterotoxigénica (ETEC) 

E. coli enterotoxigénica (ETEC) es el patégeno causante de la diarrea 

del viajero, pero sobre todo en nifios menores de cinco afos, en los que causa 

una gran mortalidad y morbilidad en paises en vias de desarrollo. La incidencia 

anual de casos de diarrea por ETEC se calcula en 650 millones de casos y en 

800,000 Ia mortalidad en nifios menores de 5 afios en paises subdesarrollados 

(Gaastra & Svennerhoim, 1996). Se ha observado en estudios prospectivos que 

en los tres primeros afios de vida pueden presentarse de dos a tres infecciones 

por ETEC. Las caracteristicas clinicas de las infeccién incluyen dolor abdominal, 

nausea, diarrea tipo cdlera y fiebre leve. 

Las ETEC, se descubrieron a mediados de la década de los 50's, 

cuando se observ distensién en asas ligadas de intestinos de conejos inoculados 

con ultrafiltrados de cultivos de cepas aisladas de individuos con diarrea tipo 

célera (De et al, 1956), demostrandose con ello que esas cepas de E£. coli son 

capaces de producir exotoxinas. La infeccién es adquirida por la ingestién de agua 

0 alimentos contaminados. La bacteria coloniza el intestino delgado y ahi elabora 

dos tipos de exotoxinas, una termolabil (LT) y una termoestable (ST). La LT es 

una proteina de 86.5 kDa de peso molecular, muy similar a la toxina colérica en 

cuanto a estructura, funcién y mecanismos de accidn. Estructuralmente se 

compone de las subunidad A y 5 subunidades B. 

 



La subunidad A se forma por las fracciones A1 y A2; la primera 

penetra en la célula e induce ADP-ribosilacién que incrementa fos niveles de 

AMPc intracelular, provocando {a hipersecrecién de agua y electrolitos: ta 

segunda participa en la union de la subunidad A con la B, asi como en el proceso 

de internalizacion de A1. La subunidad B forma un pentamero que se une a 

receptores (ganglidsido GM1) de la célula intestinal. 

Existen dos tipos de toxina ST, STa y STb que son péptidos de bajo 

peso molecular (2 y 5.1 kDa respectivamente), no son inmunogénicas y como su 

nombre lo indica son resistentes al calor. Ambas toxinas se encuentran 

Codificadas en plasmidos transferibles. De todas las cepas ETEC asiladas en el 

mundo 35% expresan LT y ST, 35% solo ST, y el resto sdlo LT (Gaastra, & 

Svennerholm, 1996). 

1.2.6.1 Factores de Colonizacién de ETEC 

Uno de los mecanismos mediante el cual las bacterias patogenas se 

adhieren de manera especifica a los tejidos del hospedero, es produciendo 

moléculas (llamadas adhesinas) que se unen a receptores de las células del 

huésped, existiendo una selectividad muy marcada a ios tejidos celulares y 

hospederos a los que se unen. Las adhesinas pueden ser proteinas de membrana 

0 proteinas poliméricas arregladas en filamentos llamados pili o fimbrias. 

En el caso de ETEC, se ha demostrado que se vaien de los llamados 

factores de colonizaci6n (CFAs), estructuras proteinicas filamentosas localizadas 

en la superficie de la bacteria, de manera polar o peritrica (Gaastra, 1996 y Klemm 
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1985). Las moléculas que le sirven de receptores en las células hospederas a los 

CFAs son glicoconjugados que exhiben una enorme diversidad en secuencia de 

sus oligosacaridos. En cepas ETEC aisladas de animales se han descrito varios 

pili y para el humano aproximadamente unos 20 y aunque muestran algunas 

diferencias importantes en estructura y propiedades, todos tienen algunas 

caracteristicas comunes, como son: 

. Generalmente estan codificados en plasmidos de 

alto peso molecular, acompafiados de informacién para la produccién 

de enterotoxinas. 

. Su produccién esta regulada por factores ambientales 

por ejemplo: temperatura, (excepto ef pilus P que se produce a 

cualquier temperatura), pH, fuente de carbono, hierro, etc. (Mekalanos, 

1992). 

° Presentan patrones especificos de aglutinacién en 

eritrocitos de diferentes especies 

° La mayoria produce inmunidad de tipo protector. 

Estan involucrados en !a adherencia al intestino de! 

hospedero. 

En las cepas de ETEC de origen humanos, se conocen: CFA/, CFASII, 

CFAAIl, CFAMV y 16 antigenos fibrilares conocidos como factores putativos de 

colonizacién (PCF) o antigenos coli de superficie (CS). La mayoria de ellos se han 

identificado al cultivar cepas de ETEC en agar CFA a 37°C (Evans et al, 1975; 

1977). 
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CEAII. Es un pilus recto, rigido, compuesto de una subunidad proteinica 

ensamblada con una configuracién helicoidal. Estos pili son altamente prevalente 

en cepas de ETEC de muchas regiones del mundo y estan codificados en 

plasmidos de alto peso molecular, en los que también se encuentran codificadas 

las enterotoxinas ST y LT . Otros CFAs del mismo tipo morfoldgico son CS 1, CS 

2, CS4, S14, CS17 y CS19 (Evans, 1975; 1977; Gaastra & Svennerholm, 1996). 

(Tabla 3) 

CFAMIE. Compuesto por un grupo de adhesinas denominadas CS$1, CS2 y CS3, 

fas dos primeras de tipo fimbrial y !a tercera fibrilar. Es el determinante comtn de 

cepas CFA/II* que se puede presentar solo o en combinacién con CS1 0 CS2 

(Evans et al, 1978; Klemm et al, 1985; Levine M, 1987). (Tabla 3) 

CFAMII. Sdlo se presenta en los serotipos 025:H16 y 025:H’. Pertenece a ta 

familia de pili tipo IV, que incluye ademas a longus, BFP de EPEC, TCP de V. 

cholerae y otros pili de bacterias Gram-negativas. No aglutina eritrocitos humanos 

a diferencia de otros CFA’s (Honda et al, 1984; Taniguchi et al, 1995). (Tabla 3) 

CFAIIV. Esta formado de los antigenos CS6, CS4 y CS5 (Thomas et al, 1982). 

PCF. Ei PCFO166 se encuentra los serogrupos 020, 071, 098 y O166 

(McConnell et al, 1989); el PCFO9 en los serogrupos O9 y 0143 (Heuzenroeder et 

al, 1990) ; el PCFO20 en el serogrupo 020 (Viboud et al, 1993); PCFO148 del 

serogrupo 0148 (Knutton et al, 1987), y el PCFO159 en el serogrupo 0159 

{Schmidt et al, 1985). 
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Se ha propuesto otra nomenclatura para ios CFAs. En la tabla 3 se 

presentan esos nombres y se agrupan de acuerdo a su morfologia (Nataro & 

Kaper, 1998; Gaastra & Svennerholm, 1996). 

Tabla 3. CFAs de ETEC de origen humano. 

  

  

  

  

    

Nombre Original/ 

Morfologia Nombre CS Diametro en nm | Peso en kDa 

Varilla Rigida 

CFAM CFAII 7 15.0 

cS1 csi 7 16.5 

CS2 cS2 7 15.3 

cs4 cs4 6 17.0 

PCFO159 C$12 7 19.0 

PCFO166 CS14 7 15.5/17.0 

CS17 CS17 7 17.5 

PCFO20 . C818 7 25.0 

cs19 csi9 7 16.0 

CS20 CS20 7 20.8 

Formador-Haces 

CFAVItI css 7 18.0 

LONGUS cs21 7 22.0 

Fibrilares 

CS3 cs3 2-3 15.1 

css css 5 . 21.0 

CcS7 CS7 3-6 21.5 

PCFO148 CcSi1 3 27.0 

PCFO9 csi3 

No Fimbriales 

cs6 CcS6 14.5/16.0 

2230 Cs10 16.0 

8786 C815 16.3           
Modificada de Nataro & Kaper, 1998; Gaastra & Svennerhoim , 1996. 
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1.2.6.2 LONGUS 

Es un pilus, que fue aislado por primera vez en 1994 por Girén et al 

de la cepa E9034A (08:H9) que produce toxinas LT y ST. Longus es un pilus de 

7nm de didmetro que alcanza mas de 20 um de tongitud y_tiende a formar haces. 

E! gen estructural de Longus esta codificado en un plasmido y el pilus 

que produce esté formado por una subunidad estructural de 22 kDa, llamada 

longina o LngA. La secuencia de aminoadcidos en su porcién amino terminal tiene 

homologia con las pilinas tipo IV de otras bacterias Gram-negativas, como el 

“Toxin Corregulated Pilus” (TCP) de Vibrio cholerae, el BFP de EPEC, el CFA/IIt 

de ETEC, los pili de Pseudomonas aeruginosa, Eikenella corrodens y otras (Girén 

et al, 1994; 1997) ( Tabla 4). 

El gen /ngA que codifica para Longus se encontré en 19-38% de cepas 

de diverso origen geografico. No se ha encontrado Longus en cepas de ETEC de 

animales 0 en cepas de EPEC (Girdn et al, 1995). Estas caracteristicas hacen de 

Longus un pilus con potencial para ser usado en estudios epidemioldgicos, asi 

como inmundgeno en fa elaboracién de una vacuna. 
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Tabia 4 Caracteristicas de los pili tipo IV clase B. 

  

  

  

  

  

agrupamiento           

Caracteristicas | LONGUS CFAs de TCP BFP 

ETEC 
Morfolégicas 

“ Estructura Filamentosa | Varilla o fibritar Varilla Varilta 

* Diametro 7am 2-7 nm 7nm 7am 

* Longitud >20 um 1-2 um 10-15 pm 15-20 pm 

* Distribucién Polar Peritricos Polar Polar 

* Forma Haces + -¢+ + + 

Expresion 

* Temperatura 37°C 37°C 30°C 37°C 

* Tipo de Medio CAB Agar CFA LB pH6.5 TSAB 

Expresion 

* Localizacién 

genémica + P PIC c P 

* Subunidad (kDa) 22 14-22 18.5 19.5 

* Homologia 

amino terminat + -+ + + 

con pili tipo IV 

Funcién 

* Colonizacién o 

factores de + + + +     

¢@ Excepto CFA/SIII. * Plasmido ( P ) 6 Cromosoma ( C } 

Tomado de: Girén JA, Levin MM and Kaper JB, 1994. 
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2. LOS ANTICUERPOS 

2.1. LAS INMUNOGLOBULINAS Y SUS FUNCIONES BIOLOGICAS 

Los anticuerpos (Ac) son moléculas glicoprotéicas de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas (Ig), producidos por jas células plasmaticas y junto con los 

receptores de las células T juegan un papel central dentro de la respuesta 

inmunolégica. Las inmunoglobulinas estan formadas por dos cadenas idénticas 

pesadas (H) de 55 a 80 kDa unidas entre si por enlaces disulfuro:; y por dos 

cadenas ligeras {L) de 25 kDa, unidas a las pesadas también por enlaces 

disulfuro. Todas las cadenas se organizan en dominios constantes y variables 

denominados CH y CL, cada uno de ellos con ~110 aminoacidos. Las cadenas L 

poseen un dominio variable y uno constante, mientras que jas pesadas cuentan 

cen uno variable y varios constantes, esto dependiendo del isotipo. La regién 

amino terminal varia enormemente entre diferentes moléculas, se le conoce como 

region variable y constituyen el sitio de unién al antigeno y se les designa VH,VL, 

region variable pesada y variable ligera respectivamente, y cada una de ella posee 

habituaimente tres regiones hipervariables o regiones determinantes de 

complementariedad (CDR por sus siglas en inglés) que establecen interaccién con 

ef antigeno especifico (Davies & Metzger, 1983; Goding, 1995; Gavilondo, 1995; 

Moreno, 1996). 

Cuando los anticuerpos son digeridos con ja enzima papaina, se obtienen 

tres fragmentos, dos de ellos idénticos. Los cuales contienen una cadena ligera y 

la mitad de una pesada; estos fragmentos corresponden a las regiones amino 
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terminal y se unen al antigeno en forma monovalente y por lo tanto constituyen los 

sitios funcionales dei anticuerpo y se les denomina fragmentos Fab (fragment 

antigen binding). La tercera fraccién obtenida mantiene la mitad de las cadenas 

pesadas y la region carboxilo terminal, no se une al antigeno y en el se encuentran 

las funciones biolégicas de los anticuerpos, se le ha denominado regidn factor 

cristalizable (Fc). 

La digestién de los anticuerpos con {a enzima pepsina resulta en sdlo dos 

fragmentos, uno bivalente con la mitad amino terminal de las dos cadenas 

pesadas y las dos cadenas ligeras se le denomina F(ab’)2. {Goding, 1995; 

Moreno, 1996; Turner , 1997) 

En la mayoria de los mamiferos superiores se conocen cinco clases o 

isotipos de Igs: IgM, IgG, IgA, IgE e IgD. Las diferencias entre elias estan en el 

tamafio, carga, composicién de aminoacidos y contenido de carbohidratos, 

ademas de las diferencias entre clases existen diferencias intra clase. En general 

la IgG es la que muestra mas heterogeneidad. 

En el ser humano hay seis subclases IgG1,lgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2, y 

en el rat6n se encuentran cuatro diferentes subclases IgG1, IgG2a, tgG2b e IgG3. 

Los anticuerpos difieren funcionalmente debido a sus cadenas H denominadas u, 

yi, y2a, y2b, 3, a, 6, e. Las cadenas ligeras sdlo pueden ser de dos tipos kappa 

(x) 0 lambda (2) (Goding, 1996; Moreno, 1996; Turner, 1997). 
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IgA. Representa del 15-20% del totat de Ig’s. En el hombre 80% se presenia 

como un mondémero, pero en la mayoria de fos animales es un dimero que se 

tMmantiene unido por medio de una cadena J. Es la Ig mayoritaria en las mucosas, 

en donde se encuentra en su forma secretoria, forma dada por una proteina 

denominada componente secretor (Goding, 1996; Turner, 1997). 

IgE. Se halla principalmente en la superficie de mastocitos, basdfilos y eosindfilos 

y se sabe juega un papel primordial en la inmunidad activa frente a parasitos 

heimintos (Goding, 1996; Turner, 1997) . 

IgD. Su concentraci6n es de menos del 1% del total de Ig’s, no se sabe cuat es su 

funcién biolégica exacta pero se piensa que juega un papel importante en la 

diferenciacién |infocitaria desencadenada por los antigenos. Se encuentra en 

grandes cantidades en la membrana de tas células B (Goding, 1996; Turner, 

1997). 

IgM. Es filogenéticamente la lg mas antigua, y ontogénicamente la primera. Su 

cadena tiene cuatro regiones constantes. En los mamiferos la [gM consiste en 

una molécula pentamérica, con un peso de 180,000 kDa cada monémero que la 

forma; sin embargo, el receptor de membrana IgM es un mondmero, donde la 

cadena H en su porcién carboxilo posee una extensién hidrofobica. La igM 

pentamérica posee una cadena J, que es un polipéptido de 15,000 kDa rico en 

carbohidratos y cisteinas, y esta involucrada en la polimerizacién de la IgM. 
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La IgM constituye aproximadamente el 10% dei total de Ig’s del suero, y sus 

niveles varian de acuerdo a la estimulacién antigénica, su vida media en el raton 

es de 10 dias, y es el primer Ac en aparecer en la respuesta inmune. estos 

anticuerpos poseen una relativamente baja afinidad por el antigeno, lo cual se ve 

compensado por su gran avidez dada por su multivalencia en su forma 

pentamérica, ademas es muy efectiva al mediar /a lisis celular por ef complemento 

(Goding, 1996; Turner, 1997). 

IgG. Es la lg mas abundante en ef suero, representa entre el 70-75% del total de 

Ig’s. Tiene un peso de aproximadamente 160,000 kDa. Las cuatro subunidades 

existentes en el ratén y en el hombre son virtualmente del mismo peso. Sin 

embargo, se ha encontrado que la subclase IgG3 son un poco mayor, y esto se 

debe a que su cadena y3 es un poco mas pesada. 

La IgG es caracteristica de una respuesta secundaria, y aunque es 

bivalente, su vida media en ef es suero de 3 semanas y su alta concentracion, la 

hacen la mas importante. Entre las funciones que se le conocen estan: 

neutralizaci6n, activacion la via clasica del comptemento, y, a través de receptores 

para su Fc, se fija una gran variedad de células, provocando algunas reacciones 

inmunes como la opsonizacion, la activacién celular y el transporte intracelular. 
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Los Ac realizan la neutralizacién de los agentes infecciosos extracelulares o 

de sus productos solubles (toxinas), que requieren unirse a los receptores de la 

superficie de ias células, para iniciar su proliferacién local, penetrar la célula, o 

modificar su fisiologia. El término neutralizacién se refiere a que ei Ac impide la 

unién del antigeno con su receptor, ya que se une al primero modificandolo. En el 

interior del organismo este proceso se lleva a cabo por la IgG, fa IgM o la IgA. En 

las mucosas la neutralizacion la realiza principalmente la IgA secretora, que es ja 

forma secretoria de la IgA, esto es de fundamental importancia ya que asi se evita 

la adherencia y penetracién de muchos agentes infecciosos y sus productos. 

La reaccién antigeno-anticuerpo, cuando participan las clases IgG e igM 

activa fa via clasica de! complemento. Este sistema es un complejo sérico de 

proteinas que media las reacciones inflamatorias, iniciando una serie de 

fendmenos decisivos para el control y ia eliminacion de las infecciones. En el 

hombre todas las clases de IgG cruzan la placenta y le confieren un alto grado de 

inmunidad pasiva al recién nacido. Ver Tabla 5 y Figura 1. 
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Tabla 5 Resumen de las caracteristicas de las inmunoglobulinas del ratén. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

iqM IgD tgG IgE IgA 
Concentracién en 0.001- 0.0001- 
suero mg/mtL 0.1-1.0 0.01 3-20 0.001 41-3 
Cadenas 

Ligeras. Kk OA Kk 6X KO” K OX Kk O- 
Cadenas iL 6 Y € a 
Pesadas [80 000} | [65.000] | [55000} | (80 000} | [70 000] 
[Peso Mol. (Da)] 

170 000- 
Peso molecular 900 000_| 180000 | 160000 | 190000 | 500000 
Vida Media en dias 4 “1 2-4 “4 4 
Hidratos de 

carbono 9-12 % 12-15% 2-3% 12% 7-11% 
Citotoxicidad 

mediada por + - + - - 
complemento 

| Subclases 1 1 4 1 4 

Unidn a Proteina A x : + - - 
Uni6n a Proteina G : - + : =     

Tomado de Goding, 1993. 

   
COR2 

& 
Regiones 

Hipervariables 

  

Figura 1. Representacién de un anticuerpo como una IgG 
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Las Ig’s muestran un complejo grado de interacciones con varios tipos de 

células, que cuentan con receptores para el Fc de las jg. Sila célula involucrada 

es un fagocito, los anticuerpos se comportan como opsoninas especificas y el 

agente es endocitado. La consecuencia inmediata de la interaccién agente- 

inmunogiobulina-receptor-célula es a fijacidn del agente a la superficie celular 

(Ravetch & Kinet, 1991). Hay varios tipos celulares que reconocen a las células 

blanco por que poseen receptores para el Fc y el complemento, a este fendmeno 

se le conoce como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) y 

contribuye a eliminar células neoplasicas, las que estan infectadas con virus y a 

heimintes parasitos (Sissons & Oldstone, 1980; Butterworth, 1984) 

2.2. ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos monoclonales (AcMs), son inmunoglobulinas homogéneas 

secretadas por clones celulares derivados de un unica célula, capaces de 

proliferar en cultivo y/o propagarse en animales genéticamente compatibles 

(Gavilondo, 1987). Son producidos por células hibridas producto de la fusién de 

célutas B de un ratén inmunizado con células de mieloma. Esas células hibridas o 

hibridomas heredan dos caracteristicas principales de las células que les dieron 

origen; de la célula B heredan la capacidad de producir anticuerpos y de las célula 

de mieloma su caracteristica de crecer indefinidamente en cultivo. 
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Para comprender mejor todas las ventajas que ofrecen los AcMs se 

menciona a continuacién las caracteristicas de los anticuerpos policlonales. Al 

inmunizar un ratén con un antigeno, se produce la activacion de varias células B 

con diferentes receptores especificos para los epitopos del antigeno. La 

proliferaci6n de estas células lleva a la generacién de céiulas plasmaticas 

secretoras de los respectivos anticuerpos, por lo que la sangre de! animal posee 

una mezcla de inmunoglobulinas de distinta subclase, afinidad, y especificidad 

para el antigeno. El resultado es un antisuero con anticuerpos demasiado 

heterogéneos en términos del isotipo, afinidad y epitopo reconocido; ademas, 

difieren de un individuo a otro, e incluso en el mismo animal a distintos tiempos de 

inmunizaci6n. 

Es de tomarse en cuenta que si el antigeno comparte epitopos con 

otros antigenos de diferente origen, las preparaciones policionales resultantes 

pierden la capacidad de discriminar entre los dos antigenos. Esto es poco 

deseable en el caso de tipificaci6n de células, microorganismos y moléculas 

complejas (Campbell, 1994; Gavilondo, 1995). 

En el caso de los anticuerpos monoclonales las preparaciones tiene las 

siguientes propiedades: reconocen un solo epitopo, las reacciones cruzadas sdlo 

se dan cuando ef antigeno comparte epitopos con otros antigenos; se pueden 

preparar en grandes cantidades, es un producto homogéneo, y se pueden 

congelar por largos periodos. Las desventajas de los AcMs: solo se pueden hacer 
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en laboratorios con cierto nivel tecnolégico, el costo se eleva por ef uso de 

técnicas de cultivo ceiular, el tiempo de produccién es de minimo seis meses, en 

algunos casos se llega a tener AcMs poco especificos (Gavilondo, 1987; Harlow & 

Lane, 1988; Campbell, 1991; Goding, 1995; Gavilondo, 1995). 

En 1973, Cotton y Milstein, realizaron la primera fusion de dos lineas 

celulares de mieloma productoras de anticuerpos, en experimentos que buscaban 

conocer los mecanismos de la formacién de los anticuerpos. La posibilidad de 

tener preparaciones puras de anticuerpos de especificidad conocida; se hizo 

realidad en 1975, cuando George Kéhler y Cesar Milstein, establecieron las bases 

de la produccién de anticuerpos monoclonales (AcMs) tal y como las conocemos 

actualmente, sus métodos han sido modificados poco a poco, al principio 

buscando lineas de mieloma que no produjeran ni secretaran ningun tipo de 

cadena de inmunoglobulina (Kohler, Howe & Milstein, 1976; Kohler & Milstein, 

1976); y posteriormente en el agente fusionante que fue cambiado por 

polietilenglicol, ya que se usaba el virus Sendai para fusionar los dos tipos 

celulares (Pontecorvo, 1975, Margulies & Scharf, 1977), También se llegé a 

ensayar una técnica minielectrofusién, la produccién in vivo de los AcMs en 

ratones y su optimizacién también ha avanzado (Mueller, Hawes & Jones, 1986; 

Gillette, 1987; Castillo & Veloso, 1990). 

24  



Desde principios de la década de los 80's, se tienen toda una serie de 

articulos y {ibros que detallan qué son y la manera de hacer AcMs, (Milstein, 1980, 

Fazekas de St. Groth & Scheidegger, 1980; Galfré & Milstein, 1981; Reading, 

1982; Gavilondo, 1987; Harlow & Lane, 1988; Campbell, 1991; Coyle et al, 1992; 

Goding, 1995; Gavilondo, 1895; Medina 1997; entre otras). 

Las lineas celulares de mielomas derivadas de ratén mas utilizadas en la 

produccidn de los anticuerpos monoclonales se pueden ver en la siguiente tabla 6: 

Tabla 6 Lineas celulares de mieloma mas utilizadas en ta produccién de 

  

  

  

  

  

  

  

AcMs. 

Linea Celular Derivada de Cadenas expresadas | Secreta 

X63Ag8.653 P3X63Ag8 Ninguna No 

$p2/0-Ag14 P3X63Ag8 X Ninguna No 

Balb/c 

FO Sp2/0-Ag14 Ninguna No 

NSW/1-Ag4-1 P3X63Ag8 Kappa No 

NSO/t NSW/1-Ag4-1 Ninguna No 

FOX-NY NSI/1-Ag4-1 Kappa No           
  

Los pasos generales a seguir en la produccion de AcMs son los siguientes 

(Campbell, 1991; Harlow & Lane, 1988; Gavilondo, 1995; Goding, 1995): 

figura 2 de la siguiente pagina. 

Ver 

25  



  

    

  

      

  

Seleccidn Bioquimica 
en Cultivo (HAT) 

Inmunizacién 

tf 
  

      

Be PI 

aeoy s 6 Ab
so

rb
an

ce
 

at
 
49

0 
ne
n.
, 

Seleccién de 
Hibridomas 

Fusién Positivos 

Celutar 

    Titulo de 
anticuerpos 

Células de 

Mietoma 

  

*Caracterizacién de 

anticuerpos 

OQ 

+ Determinacion de ay 
reacciones cruzadas “ € ma 

Proliferaci6n Proliferacion 
In vitro in vivo 

Figura 2 Principales pasos en la produccién de AcMs. 
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Pasteriormente a ta fusién, no solo se obtienen hibridos B-M (célula B- 

Mieloma), sino ademas B-B, M-M y todas las posibles combinaciones: A diferencia 

de las combinaciones B-B, que mueren en cultivo a los pocos dias; los hibridos M- 

M pueden vivir en cultivo indefinidamente; para eliminar estas combinaciones los 

mielomas utilizados tiene un marcador bioquimico, que es la deficiencia de la 

enzima hipoxantin-guanosin-fosforribosil-tranferasa (HPGRT), que participa en la 

via alterna de la sintesis de acidos nucléicos. Al crecer la células en medio HAT 

(hipoxantina-aminopterina-timidina) después de la fusién, la aminopterina bloquea 

la via normal de la sintesis de acidos nucléicos, obligando a las células a utilizar la 

‘via alterna. Todos las mietomas no fusionados y sus combinaciones M(n) moriran, 

y s6lo sobreviviran y proliferaran aquellos hibridos en los que el linfocito haya 

aportado el gen para la HPGRT, 0 sea las combinaciones 8-M {Goding J, 1995; 

Harlow E and Lane D, 1988). Ver fig 3. 
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5-Amino imidazol-4-carboxamida ribonucleotide 

[* 

5-Formido-imidazol-4-carboxamida ribonucledtido 

PRPP PP | 

Hipoxantina Monofosfato de inosina 

Hipoxantina guanina fosforribosil 
transferasa (HPGRT) 

Guanina 

{0 6-tioguanina Monofosfato de guanosina 
0 8-azaguanina) 

PRPP PP 
Timidina GDP ——» dGDP 

Timidina cinasa (TK) ARN «—— GTP dGTP 

dMTP —-» dTDP ~—» dTTP —————_—___» ADN 

Timidilato \ 
* 

sintetasa 

dCTP dATP 
UDP _,» dUDP __, dUMP 

Figura 3 Diagrama que muestra las vias sintética y alternativa de la 

sintesis de acidos nucléicos, el nivel ai que afecta la aminopterina esta 

marcado con un asterisco ( * }. En presencia dei medio HAT (hipoxantina- 

amopterina-timidina) sélo van a sobrevivir aquellas células que posean las 

enzimas TK y HPGRT. Los mielomas mueren pues carecen de esta ultima. 
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2.2.1 APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Las aplicaciones de los AcMs, son tan variadas y tan utiles como lo permita 

la imaginacién: tan sdlo se necesita una molécula que tenga que ser reconocida, y 

que sea capaz de provocar una respuesta inmune de tipo humoral. Por lo tanto 

sus aplicaciones se extienden a virtualmente todas las areas de la biologia y la 

medicina, asi como fa industria biotecnolégica. Por ejemplo: 

a) En ef diagndstico de virus, bacterias y parasitos patégenos, han venido a 

simplificar enormemente su busqueda e identificacién en muestras de origen 

clinico (Campbell, 1991; GF Nowinski et al, 1983). 

b) En la identificacion de antigenos y marcadores de superficie celular de 

linfocitos y tumores, auxiliando las tecnicas de imagen de tumores y su tratamiento 

(Campbell, 1991; Blakey et ai, 1995; Bischof & Delaloye, 1995) 

c) En la terapéutica de enfermedades virales, bacterianas, parasitartas, etc. 

por medio de fa inmunizacién pasiva (Campbell, 1991; Casadevall, 1996; Harris, 

1995; Ostberg, 1995; Boleti, George & Epenetos, 1995; Cosimi, 1995; Alegre, 

Lenschow & Bluestone, 1995). 

d) Como herramientas de purificacién de productes y moléculas en las areas 

medica y biolégica (Campbell, 1991). 

e) En el diagndstico forense, en la deteccién de aditivos no declarados en 

bebidas, en la busqueda de cantidades traza de drogas ilicitas en medicina 

(Campbell, 1991). 
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f) Aprovechando las capacidades cataliticas de los AcMs, se les puede 

generar para que mimeticen el estado de transicién entre un sustrato y su 

producto, provocando que se acelere la reaccién enzimatica (Campbell, 1991). Ver 

figura 4 

AcM igG 

  

Fab 

gP sFv 
? 

re 2 > 

» ( 
awe rd Toxina Oroga 

Radioniclido Citocina 

Prodroga  Estreptoavidina Biotina Péptido 

  

Dominios Conjugado Cadena simple (Fv), Bianticuerpes «a BA's 
diméricos quimico 
(Fv), (Fv), 

({ tomado de Geroge y col. 1994) 

Figura 4 Fragmentos de inmunoglobulinas de interés en el empleo en la 

clinica y el diagnéstico 
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3. JUSTIFICACION 

Longus es una estructura de superficie aparentemente con alta prevalencia 

en cepas de ETEC de diverso origen geografico. En México se desconoce la 

frecuencia de cepas de ETEC productoras de longus. 

La produccién de anticuerpos monocionales contra longus, permitiria el 

desarrollo de métodos de diagndstico, que podrian ser utilizados como 

herramientas en estudios epidemiolégicos y en la identificacién de dominios 

antigénicos protectores. 

4. OBJETIVOS 

e Obtener anticuerpos monoclonales contra el pilus longus de Escherichia coli 

enterotoxigénica 

e Caracterizar inmunoquimicamente dichos anticuerpos 
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5. MATERIAL Y METODOS 

La produccién de anticuerpos monocionales abarca toda una serie de 

técnicas que consisten desde inmunizar a los ratones con el antigeno de interés, 

hasta la obtencién de hibridomas, asi como la deteccién del anticuerpo 

monoclonal deseado, su purificacién y su caracterizacion (Figura 5). 

§.1. inmunizacién y Sangrado. 

Se inmunizaron ratones hembras Balb/c de seis semanas de edad, 

semanalmente por via intraperitoneal con pilus longus purificado proporcionado 

por el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de Investigaciones 

Microbioldgicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Se aplicaron 

6 dosis de 25 tg de longus en 200 uL de PBS + 200 pL de adyuvante completo 

de Freund (ACF) para la primera inmunizacion e incompleto (AIF) para las 

siguientes. Ademas, se les dio un reto de 5 yg de longus en 50 pL de PBS por via 

intravenosa. Los sangrados para evaluar la respuesta inmune de los ratones se 

hizo por via retroocular. (Tabla 7). 
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Raton con 5 inmunizaciones Linea celular X63Ag8.653, 

  

  
    

  

  

semanales 25 yg de pilus es un mieloma de ratén 
purificado 

Bazo: células B que producen Creceran indefinidamente en 
anticuerpos especificos medio de cultivo normal 
anti-Longus L 

FUSION 
con PEG 

Células de BAZO Heterocariontes Células de MIELOMA 
fusionadas ono (Célula bazo y mieloma) fusionadas o no 

entre si entre si 

| Medio Sefectivo HAT | 
we ee 

Mueren en cultivo Hibridos sobreviven Mueren en Medio HAT 

Monitoreo de Hibridos Productores de Anticuerpos especificos por ELISA 

Clonacién por Ditucién Limitante 

\ 
Determinacién de clases y subclases 

Determinacién de especificidad y reacciones cruzadas (ELISA e {ET) 

Figura 5. Disefio experimental. 
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Tabla 7 Esquema de inmunizacién de los ratones. 

  

  

  

  

  

  

        
    

DIA DOSIS DEL ANTIGENO OBSERVACIONES 

25 yg en 200 mL PBS + ACF (viv) Sangrado preinmune 

1 INTRAPERITONEAL 200pt 

25 yg en 200 mL PBS + ACF (v/v) 

7 INTRAPERITONEAL 

25 ug en 200 mL PBS + ACF (v/v) Segundo sangrado 

14 INTRAPERITONEAL 200pL 

21 25 yg en 200 mi. PBS + ACF (viv) 

INTRAPERITONEAL 

28 25 yg en 200 mL PBS + ACF (v/v) 

INTRAPERITONEAL 

31 05 yg en 50 wL de PBS estéril 

INTRAVENOSA Reto final 

34 I Fu Ss | ON | Ultimo sangrado     
  

5.2 Detreminacion del titulo de anticuerpos por ELISA. 

El titulo de anticuerpos de los ratones inmunizados se determiné por 

ELISA (Medina, 1997): 

1. En placas de 96 pozos de poliestireno, se colocaron 100 iL de solucidn del 

antigeno a 2.5 yg/mt en amortiguador de carbonatos pH 9.6, y se incubaron por 

dos horas a 37 °C 0 a 4 °C por toda la noche. 

2. Posteriormente se lavaron las placas tres veces con PBS-Tween 20 al 

0.05%, 
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3. Las placas fueron bloqueadas por 30 min con 200 uL de leche descremada 

al 5% en PBS. 

4. Se procedié como en el paso 2 y se agregaron 100 pL de diluciones dobles 

seriadas del suero del ratén a titular a partir de 1: 1,000 y se incubaron 2 h a 37°C 

0 a 4°C toda la noche. 

5. Se repitié el paso 2 y se colocé 100 pL del conjugado anti-lgG e IgM de 

raton acoplado a peroxidasa, se incubaron 2 h a 37°C 0 a 4°C toda fa noche. 

6. El paso 2 se repitid y se procedié a agregar el substrato (ortofenilendiamina 

4ugen SmL_ de acido citrico 0.1M y 5 mL de citrato de sodio 0.1M y 4 ul de 

perdxido de hidrégeno). 

7. La reaccion fue detenida al agregar 100 pL de acido sulfuirico al 2N. 

La absorbancia se ley6 en un lector de ELISA (Marca Bio-Rad Modelo 

3550) a 490 nm. 

Nota: Como testigo positivo en los ELISA se utiliz6 el suero del ratén inmunizado 

con mejor titulo. En todos los ELISA siempre se colocé un blanco, que es PBS- 

Tween 20, en lugar de muestra. Los sueros siempre se ensayaron con su 

correspondiente suero preinmune. Ver figura 6. 
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Conjugado: Anticuerpos anti-inmunoglobulinas de raton marcados con 
| peroxidasa 

Ne Na 

SPN / 

Anticuerpos contenidos en los = sobrenadantes 

      
Pozo de 

poliestireno 

Antigeno 

  

Proteina bloqueadora 

Figura 6 Esquematizacién del ELISA. 

5.3 Cultivo celular. 

EI manejo de tos cultivos celulares se realizé en campana de flujo laminar, 

manteniéndolos a 37° C en una atmésfera humeda con una mezcla de 95% de 

aire y 5% de COp. Las células del mieloma X63Ag8.653 se mantuvieron en medio 

RPMI 1640 (Gibco) , enriquecido con suero de bovino fetal (SBF) (Gibco) al 10 %, 

100 U/mL de penicilina G, 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco) y L-Glutamina 

200mM (Gibco). Los cultivos se revisaron diariamente al microscopic invertido, 

vigilando ta morfologia celular, asi como las posibles fuentes de contaminacién 
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bacteriana y / 0 fungica. Se realizo el cambio de medio cuando éste viraba de 

anaranjado a amarillo, lo que indicaba un cambio en el pH por acidificacién. 

Cuando los cultivos se encontraron confluentes, esto es cuando ta 

proliferacion celular fue maxima, las células se resembraron en cajas nuevas o se 

congelaron a -196°C en nitrégeno fiquido. 

Células. Se determind la presencia de anticuerpos anti-longus en fos 

ratones inmunizados por ELISA. El raténde mejor titulo (mayor de 1:4,000); se 

sacrificé por dislacacién cervical y se le extrajo el bazo de manera aséptica. Se 

colocé e! bazo en una caja de petri estéri!, con aproximadamente 5 mL de medio 

RPMI y un cuadro de 5 x 5 cm de tela de organza estéril (0 tamiz que sirvid para 

disgregar el bazo). Los siguiente pasos se realizaron en la campana de flujo 

laminar. El bazo se disgregé sobre la tela de organza, de forma suave con el 

émbolo de una jeringa de 5 mt y por Ultimo se resuspendié con una pipeta 

Pasteur colocando la suspension de células en un tubo de 15 mL y se lavaron dos 

veces con medio de RPMI sin SBF a 1200 rpm durante 10 min y por ultimo se 

resuspendid la pastilla en 5 mL de RPMI. Se emplearon 4 botellas de 75 cm? con 

células del mieloma X63Ag8.653 en cultivo (un dia anterior se realizé la resiembra 

para tener las células en fase logaritmica) las cudles se despegaron mediante 

agitaci6n suave con una pipeta de 5 mL y se lavaron dos veces con medio RPMI 

sin complementar a 1200 rpm durante 10 min, colocandolas en 5 mL de medio en 

un tubo conico de 50 mL. 

Nota: Las células de mieloma se lavaron al mismo tiempo que !as células de bazo. 
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§.4  Fusién. 

Se realizaron tres fusiones, pero en todas los siguientes pasos se hicieron 

de ia misma manera. En un tubo de 50 mL, se mezclaron los linfocitos y las 

células de mietoma a una proporcién de 10:1 6 5:1, y se completé con medio 

RPMI-1640 sin suero (medio de lavado) hasta tener 50 mL; y se centrifugd 

durante 10 min a 1,000 r.p.m. El sobrenadante se deseché y el! botdn celular se 

disgregé suavemente. Para realizar la fusion se agregd gota a gota durante un 

minuto 1 mL de PEG al 42% (Sigma Hybri-max) precalentado a 37°C, agitando 

suavemente. Se adicionaron 5 mL de medio de lavado durante 3 min, 

manteniendo la agitacién; y luego 15 mL de medio de lavado en 1 min Se 

centrifugo a 1,000 rpm por 10 min. Se elimind el sobrenadante y el boton se 

fesuspendio en medio RPMI-1640 con SBF al 15%, adicionado con HAT (Sigma 

Hybri-max) a un volumen que nos permitiera colocar 5 X 105 células/mL. Se 

sembraron placas de cultivo de 96 pozos con 200uL de la suspension celular, se 

sembraron 13 placas. 

La eficiencia de fusién se tomd como el numero de pozos con hibridos entre 

el numero total de pozos sembrados y multiplicado por cien. 
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5.5 Seleccidn y mantenimiento de hibridos en cultivo. 

Las placas de cultivo con las células de Ia fusion se revisaron diariamente 

para identificar los pozos que contenian hibridos viables por medio de un 

microscopio invertido. El medio se cambié de acuerdo a las necesidades del 

cultivo. Cuando {as células viraron el color del medio de cultivo se les cambid por 

medio nuevo, durante los primeros diez dias se mantuvieron con medio HAT, 

posteriormente por siete dias con medio HT (Sigma Hybri-max) y después con 

medio sin aditivos. 

Después de aproximadamente dos semanas de realizada la fusion, se 

seleccionaron los hibridomas que sobrevivieron y crecieron to suficiente para 

poder detectar aquellos de interés por su capacidad de sintetizar el anticuerpo 

especifico. Se obtuvieron los sobrenadantes y por medio de ELISA se determiné la 

presencia de anticuerpos. E! procedimiento es el mismo que el descrito para 

evaluar el suero del raton, la diferencia es que se le agregan los sobrenadantes 

del cultivo, en lugar de la diluciones del suero. Se tomaron como positivos aquellos 

sobrenadantes de cultivo que dieron una lectura de absorbancia a 490 nm similar 

a la del suero del ratén inmunizado que se utilizé para la fusion, dicho suero se 

uso como testigo positivo; y como negativo se utitizé sobrenadante de cultivo del 

mieloma X63Ag8.653. 
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5.6 Clonacién de hibridomas. 

Se utiliz6 {a técnica conocida como dilucion fimitante, para clonar los 

hibridos positivos al pilus. En una placa de cultivo de 96 pozos se Ileno la primera 

hilera con 100pL de medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con SBF al 10%. Se 

tomaron 100uL de la suspensidn celular y se hicieron diluciones dobles seriadas 

en la primera hilera de la placa; posteriormente se contaron las células en los 

pozos y Se escogid el pozo que tuviera aproximadamente 30 células, éstas se 

resuspendieron en 8.5 mL dei mismo medio de cultivo, y sé sembraron 100uL de 

€sa suspension en cada uno de los pozos restantes de la placa, una vez 

sembradas todas las células a todos los pozos se les agregaron 100 uL de medio 

de cuitivo para dejarios con 200uL. 

Los cultivos se revisaron al microscopio invertido y se localizaron aquellos 

que tuvieran sdlo una célula. Se dejaron crecer en la incubadora de CO. 

5.7 Caracterizacién de los AcMs. 

5.8 

Se determind la clases y las subclases de AcMs por medio de ELISA, 

utilizando anticuerpos de conejo anti-lg’s de ratén, y utilizando un anti-tg’s de 

conejo conjugado a peroxidasa para revelar. 

La determinacién de ia especificidad y las reacciones cruzadas de los 

AcMs, se realizaron por ELISA, utilizando como antigeno cepas de E. coli con 

0 sin longus. ademas de P. aeruginosa y P. mirabilis. A partir de cultivos 

40  



bacterianos se hacen suspensiones celulares con D.Og00=1.0 en solucién 

amortiguadora de carbonatos pH 9.6, y con ellas se sensibilizaron microplacas 

para ELISA, se siguid el procedimiento del ELISA como se describié 

anteriormente. 

Como parte, de los ensayos de especificidad y reacciones cruzadas de los 

AcMs, también se realizaron ensayos de inmunoelectrotransferencia (IET) de la 

siguiente manera: 

5.7.1 Inmunoelectrotransferencia. 

Los diferentes antigenos (Longus purificado o extractos bacterianos), fueron 

sometidos a electroforésis en un equipo Bio-Rad. Se prepararon geles de 

poliacrilamida al 16%, siguiendo ef método descrito por Laemmii (1970) y 

posteriormente se procedié a realizar la electrotransferencia de las proteinas a una 

membrana de nitrocelulosa en un equipo Bio-Rad, por medio del método de 

Towbin (1979). 

Al término de la transferencia la membrana se colocé en un recipiente con 

rojo de Ponceau para detectar Jas proteinas transferidas y se bloqued con PBS- 

Tween-20 leche al 5% por 2 h a temperatura ambiente en agitacién continua. Se 

lav6 tres veces con PBS-Tween-20 y se corté la membrana en tiras de 3-5 mm. 

Para probar los sobrenadantes de los diferentes AcMs se procedio asi: 
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1 Las tiras se incubaron con los sobrenadantes de los hibridomas a 4°C por 12 

h. 

2  Posteriormente a fas tiras se les hicieron tres lavados con PBS-Tween-20 y se 

les agrego anti-lgM o anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa diluido en PBS- 

Tween-20, se incubaron 2 h a temperatura ambiente con agitacién continua. 

3 Se hicieron tres lavados como se indicé arriba, después se le agregd el 

substrato para peroxidasa, (diaminobencidina ai 0.05%, H2O2 al 3 X 10° %), se 

espero a que aparecieran las bandas, se enjuagé y se dejé secar. 

Las cepas de ETEC productoras 0 no de longus, las de otros tipos de E. coli, asi 

como P. aeruginosa y P. mirabilis fueron proporcionadas por el Laboratorio de 

Microbiologia del Centro de Investigaciones Microbiolégicas de la Benemérita 

Universidad Auténoma de Puebia y el Laboratorio de Microbiologia Molecular del 

INDRE (Tablas 8a y 8b). 

Todas las cepas ETEC LngA* fueron crecidas en agar PPLO (Agar 

Pleuropneumonia-ike organisms, Difco), y las CFA/II+ en agar CFA (Evans et al, 

1975). La cepa de P. aeruginosa se sembré en medio McConkey (Difco), y P. 

mirabilis se crecié en medio Luria Broth (Difco). 
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Tabla 8a 

Cepas ETEC 

E9034A 

B2Cc 

M447 C4 

M452 

M633 

E9034P 

DH5a 

M442 

2108-2 

2284-1 

226 5/6 

214-2 

MP 215-14 

MP 179-2 

31-10 

H 10407 

Tabta 8b. 

AcMs anti-Longus. 

CFA 

CS3 

CFA 

CFAM 

CFAIIIt 

CFAVIII 

CFAIIII 

CFA 

CFAMII 

CFAIMII 

CFAMII, CS6 

CFAI, CS2 

Cepas ETEC utilizadas en los experimentos. 

  

Cepas utilizadas en los ensayos de reacciones cruzadas con los 

  

  

  

  

  

      
  

          

Cepas EAEC Cepas EPEC Cepas EHEC 

W286-1-4 Bi71 {0111:NM) 11933 (0157:H7) 

WC172-1-4 Otras cepas 

W452-1-1 E2348/69 (0127:H6) IP. mirabilis 

035128 P. aeruginosa 
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6. RESULTADOS 

6.1 Inmunizacién. 

Se evalué la repuesta inmune desarrotlada por fos ratones Balb/c 

inmunizados con LngA por ELISA y como se ve en ia figura el raton que fue 

utilizado en la fusi6n tuvo un titulo de 1:64,000. (Figura 7) 
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Suero de los ratones a diferentes inmunizaciones 

Figura? Respuesta inmune humoral del ratén inmunizado después de 

cinco inmunizaciones, y que utilizado para la obtencién de AcMs contra 

Longus. (Suero preinmune PI; 1", 47, y 5 son los sueros del ratén obtenidos 

una semana después de las inmunizaciones. 
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6.2. Fusi6n Celular. 

Después de !a fusién se sembraron 13 placas de cultivo de 96 pozos, 

porque la cantidad de células utilizadas fue de aproximadamente 4.4 X 10° y se 

tuvo una eficiencia de fusion de 44.95 % (Tabia 9). 

Se obtuvieron 6 hibridos productores de anticuerpos anti-LngA. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Tabla 9 Resumen de resultados de la fusién 

Resultados 

Titulo de Ac’s anti-longus al fusionar 1: 64,000 

Células. Bazo 396 X 10° 

Células. Ag. 8 40 X 10° 

Refacién Bazo:Mieloma 5:4 

Numero de placas sembradas 13 

Eficiencia de Fusién 44.95 % 

Numero de Hibridos Positivos a Longus 6 

Numero de Clonas Obtenidas 30 

Observaciones Se prosiguié ia caracterizacién   
  

6.3 Clonacién. 

Se clonaron los 6 hibridomas que se obtuvieron de la segunda fusién, el 

hibrido 8.40 dié origen a cinco clonas, el 8.48 a cuatro, el 12.27 a cinco, el 12.29 

a uno, el 13.6 a 4 y por ultimo el hibrido 13.66 a once clonas, dando un total de 30 

clonas. (Tabla 10) 
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Tabla 10 Hibridos originales y los grupos de clonas obtenidos. 

  

  

  

  

  

  

Hibridos Clonas obtenidas Hibridos Clonas obtenidas 

8.40.28.11.30 8.48.11.89.13.33 

8.40.28.74.38 8.48.11.89.39.32 

8.40 8.40.28.74.93 8.48 8.48.11.89.54.14 

8.40.28.31.39 8.48.11.89.54.15 

8.40.28.31.50 

12.27.24.32.69 13.6.14.14 

12.27.24.32.77 13.6.23 

12.27 12.27.24.35 13.6.39.93 

12.27.24.47 13.6.45.15 

12.27.24.78 13.6.45.29 

12.29 12.29.75 13.6 13.6.45.67 

13.66.32.27 13.6.64 

13.66.58.95 13.6.67 

13.66 13.66.66 13.6.90.53 

13.66.92.15 13.6.81 

13.6.81.26         
  

6.4 Caracterizacién inmunoquimica 

6.4.1 Determinacién det isotipo. 

A todas las clonas se les determind la clase y subclase de anticuerpo a la 

que pertenecen, mediante ELISA (Tabla 11). Todos los anticuerpos corresponden 

a la clase IgG. Las clonas derivadas del hibrido 8.40 producen anticuerpos del 

isotipo IgG3. Todas las clonas que se derivaron de los hibridos 8.48, 12.27. 

12.29, 13.6 y 13.66 producen anticuerpos del isotipo IgG1. 

46  



Tabla 11 (sotipos de los anticuerpos producidos por las diferentes 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

clonas. 

Clona Subclase Clona Subclase 

8.40.28.11.30 13.6.14.14 

8.40.28.31.39 13.6.23 

8.40.28.31.50 igG3 13.6.39.93 

8.40.28.74.38 13.6.45.15 

8.40.28.74.93 13.6.45.29 

8.48.11.89.13.33 13.6.45.67 lgGt 

8.48.11.89.39.32 IgG1 13.6.64 

8.48.11.89.54.14 — 13.6.67 

8.48.11.89.54.15 13.6.90.53 

12.27.24.32.69 13.6.81 

12.27.24.32.77 13.6.81.26 

12.27.2435 igG1 13.66.32.27 

12.27.24.47 13.66.58.95 lgG1 

12.27.24.78 13.66.66 

12.29.75 {gG1 13.66.92.15             

6.4.2 Reactividad de tos AcMs a LagA 

Se confirm6 la reactividad al pilus purificado por los AcMs de cada una de 

las clonas mediante un ensayo de IET y se demostré que todas reconocian una 

banda 22 kDa que corresponde a la pilina de Longus (Figura 8). 
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kDa 

  

Figura8 Deteccién de Longus purificado usando cada una de las clonas 

de los AcMs. Cada carril corresponde a un numero de la clona productora de 

anticuerpos (En el mismo orden de ta tabla 10). Se utilizé suero hiperinmune 

de ratén inmunizado con longus 1 : 1,000 (carril 24), como testigo positivo. 

Los carriles 31 y 32 corresponden a PBS utilizado como testigo negativo, de 

ta reactividad del conjugado. 

Para confirmar que las cepas de referencia utilizadas producen Longus, se 

hicieron diferentes IET’s. (Figuras 9 y 10 ) 
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Figura 9 Produccién de LngA por la cepa E9034A. Come testigo positivo 

esta la proteina purificada, las cepas E9034P y DH5a. El ensayo se realizé 

con el suero hiperinmune de ratén diluido 1:1000. 

Solamente en la cepa de £9034A y en la muestra del pilus purificado se 

detecté la pilina de 22 kDa. En todas las muestras colocadas se detectan otras 

bandas de diferente peso molecular, esto probablemente se deba a que fue 

utilizado un suero policlonal de ratén y por lo tanto este reconociendo otros 

epitopos comunes a ETEC, aparte de los de Ia pilina de Longus. 

Se hicieron extractos de cuatro cepas LngA* (B2C, M447 C4, M452 y 

M633), en IET se demostré que producen el pilus, ya que todas las cepas LngA+, 

reaccionaron con el suero hiperinmune de ratén. (Figura 10). 
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Figura 10 = Produccién de LngA por diferentes cepas de ETEC, en la IET se 

incluyen como testigo positivo de la produccisn del pitus a la cepa E9034A y 

como testigo negativo a la cepa E9034P. Ei ensayo se realizé con el suero 

hiperinmune del ratén diluido 1:1,000. 

las diferentes clonas reactivas con Longus purificado, también 

reconocieron a la pilina producida por la cepa de referencia E9034A. Como 

testigo negativo se us6 a la cepa E9034P (LngA). Como se puede observar en la 

figura 11, todas las clonas reconocieron a LngA en la cepa E9034A y no en la 

cepa E9034P que no tiene el gen ingA (Figura 12). Se utilizé nuevamente et suero 

del ratén 1 como testigo positive (carri! 31) anti-LngA y PBS como testigo negativo 

(carril 32). (Figuras 11 y 12) 
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Figura11 Reconocimiento de Longus por los AcMs anti-LngA de las 

diferentes clonas (indicadas por los numeros en fa Parte inferior de los 

carriles) en la cepa de referencia E9034A, como testigo positivo esta el suero 

de rat6n inmunizado en el carril 31, el testigo negativo es PBS (carril 32). 

La cepa E9034P no tiene el plasmido que alberga los genes para la 

produccién de Longus, por lo tanto no produce Longus. La débil reactividad de 

aproximadamente 2 kDa por los AcMs debe ser inespecifica (Figura 10). 
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Figura12 Reactividad de las diferentes clonas de los AcMs a la cepa 

E9034P (LngA). Como testigos estan el suero hiperinmune del ratén (carvil 

31), y PBS (carril 32). 

A partir del experimento anterior, para tas siguientes IET’s se 

seleccionaron uno 0 dos anticuerpos monoclonales de cada grupo. En la figura 

13 se muestra el reconocimiento por cada uno de los AcMs de cada grupo hacia 

Longus producido por las cepas B2C (a) y M447 C4 (b). La mayoria de los AcMs 

reconoce LngA de la cepa M447 C4 mientras que la reactividad e intensidad a 

Longus de B2C es menor. 

Esto sugiere que existen diferencias bioquimicas y por lo tanto antigénicas 

entre LngA de las diferentes cepas de ETEC. 
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Figura 13 Reconocimiento de LagA por los AcMs en las cepas ETEC B2C 

(a) y M447 C4 (hb ). Se utilizé PBS como testigo negativo (TN), y suero 

hiperinmune del ratén 1 diluido 1:1000 como testigo positivo (TP). 

Cuando se usaron las cepas M452 y M633, de los AcMs seleccionados 

sdlo el AcM 8.40 reconociéd Longus. Esto apoya ta hipdtesis de las diferencias 

antigénicas de LngA producido por diferentes cepas de ETEC. (Figura 14) 
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a) b) 

Figura 14 Reconocimiento de LngA por los AcMs en las cepas de ETEC 

M452 (a) y M633 (b ). Se utilizé PBS como testigo negativo (TN), y suero 

hiperinmune del ratén 1 diluido 1:1000 como testigo positivo (TP). 

La especificidad de los AcMs se confirmé por ELISA. Se cultivaron las 

Cepas E9034A, B2C, M447 C4 (todas LngA+) en condiciones que producen 

Longus y se hicieron reaccionar por ELISA con los AcMs . Todos los AcMs 

teconocieron Longus en las tres cepas y no en E9034P (LngA-). Los resultados 

de reconocimiento de longus por los AcMs en ELISA, se muestran en la figura 15. 

La grafica representa las absorbancias obtenidas por cada uno de los AcMs de 

las diferentes clonas al reconocer LngA en las cepas E9034A, B2C y M447 C4, 

ademas se incluyo la cepa E9034P (LngA’). Como se puede observar todos los 

AcMs reconocen a las cepas LngA’, con diferente intensidad; no asi a la cepa 

ES034P.
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Figura 15 Reconocimiento de longus en tres cepas ETEC LngA’, por los 

AcMs de todas las clonas. La barra mds alta en cada grupo de barras 

corresponde al suero del ratén inmunizado. Se incluyé la cepa E9034P como 

testigo negativo de la presencia del pili. 

Como se puede observar en fa figura 16, ninguno de los AcMs reconocié al 

pilus longus en la cepa M452 , y sdlo el AcM 8.40 reconocié LngA en la cepa 

M633. Ninguno de los demas anticuerpos lo reconocieron. 

Esto indica que Longus de las cepas M633 y M452 son atin mas distintos a 

los de las cepas probadas anteriormente. 
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Esto indica que Longus de las cepas M633 y M452 son auin mas distintos a 

los de las cepas probadas anteriormente. 
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Figura16 Reconocimiento de LngA por los AcMs en tres cepas ETEC 

Productoras de Longus. Las barras mas altas corresponden al suero 

polictonal anti-LngA de ratén. 
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6.4.3 Determinacién de Reacciones cruzadas 

Se determinaron las reacciones cruzadas de los AcMs, por IET y ELISA 

utilizando cepas de ETEC productoras de CFAMII, que es un pili tipo IV como 

Longus. También se analizaron cepas de E. coli de otros grupos patégenos asi 

como P. aeruginosa y P. mirabilis. 

"En las cuatro cepas ETEC CFAIIII" (31-10, MP179-2, 214-2 y 226 5/6) 

probadas, el AcMo 8.40 reconocié una banda de aproximadamente 22 kDa 

(Figura 17). En las otras cuatro cepas ETEC CFAIIII* (2108-2, 2284-1 y MP215- 

1} ninguno de los AcMs presenté reaccion positiva (Tabla 12) . 
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Figura17. Ejemplos del reconocimiento de los AcMs anti-ongus por [ET 

en cepas ETEC CFAMII". Se incluyen suero de ratén inmunizado como testigo   positivo (TP), y como testigo negativo PBS (TN). 
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Los AcMs anti-Longus no reaccionaron con cepas: ETEC CFASINI", EPEC, 

EHEC, EAggEC, EIEC, asi como, P. mirabilis y P. aeruginosa, por ELISA, ni por 

iET (Figura 18). 
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Figura 18. ELISA que muestra como no existen reacciones cruzadas entre 

los AcMs anti-LngA y la cepa Z26-5/6. ST* corresponde al suero polictonal 

hiperinmune del ratén. 

Los ensayos de reacciones cruzadas contra cepas de diferentes grupos de 

E. coli, fueron negativos en IET. Sucede los mismo cuando los AcMs son 

probados con las cepas de P. mirabilis y P. aeruginosa. En la figura 19 se 

muestran las IET’s de la cepa de EPEC B171 y la cepa de EHEC 933, en donde 

Se puede observar, que ninguno de los AcMs reconoce algun antigeno. Esta 

figura representa la respuesta de las diferentes cepas de E. coli de otros grupos 

patogénicos y de P. aeruginosa y P. mirabilis. 
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a) B171 b) 933 

Figura 19 [ET's que muestran las reacciones cruzadas con las 

cepas EPEC B 171 (a) y EHEC 933 ( b ). TP corresponde al suero 

hiperinmune del ratén 1 con la cepa E9034A. TN corresponde al testigo 

negativo utilizado en el ensayo (PBS). 

En ELISA también se obtuvieron resultados negatives al probar los AcMs 

anti-LngA contra las cepas de otros grupos patogénicos de E. coli, P. aeruginosa y 

P. mirabilis, en donde se obtuvieron graficos similares a la figura 18. 
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En las tabla 12 se muestra el resumen de resultados. Como se puede 

observar, los anticuerpos anti-LngA reconocen todos a longus en cuatro cepas 

ETEC LngA+, y solo el Ac Mo 8.40 reconoce a las cepas M633 por IET y la cepa 

M452 por IET y ELISA. El mismo Ac Mo 8.40 también reconoce a cuatro cepas 

ETEC CFAIIII+ por IET. Los demas AcMs no presentan reacciones cruzadas con 

ninguna cepa de los diferentes grupos de &. coli, nicon P. aeruginosa y 

P. mirabilis. 
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Tabia 12 Resumen de Resultados de especificidad y reacciones cruzadas 

de fos AcMs anti-LngA con cepas de ETEC, por ELISA (E)y por (IET). 

Ac’s Mo> 8.40 8.48 12,27 12.29 13.6 13.66 

Cepas E{ tv [E(IET {Ee} WET [E] WT | € |lET) E | 1ET 

ETEC LngA* 

E9034A 

B2C 

M447 C4 

M452 

M633 

ETEC tngA’ 

E9034P 

K-12 DH5a 

H 10407 

ETEC CFAIIII" 

2108-2 

2284-1 

226 5/6 

214-2 

MP 215-1 

MP179-2 

31-10   
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Tabla 12 (continuacién) Resumen de Resultados de especificidad y 

reacciones cruzadas de los AcMs anti-LngA con cepas de E. coli de otros 

grupos patogénicos, asi como, P. aeruginosa y P. mirabilis, por ELISA (E) y 

por (JET). 

  

Ac’s Mo> 8.40 8.48 12.27 12.29 13.6 13.66 
  

Cepas U {ET E | {ET lET \ET E J IET E | 1€T 
  

EPEC 
  

B171 LA+ 

  

B171 LA- 
  

E2348/69 

  

EHEC 
  

933 

  

EAEC 
  

W286-1-4 
  

WC172-1-4 
  

W452-1-1 
  

035128 
  

OTRAS 
  

P. mirabilis 
  

P, aeruginosa                               
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9. DISCUSION 

En el presente trabajo se obtuvieron AcMs anti-Longus utilizando el pilus 

purificado, el cual, result6 ser un excelente inmundgeno dando titulos de 

anticuerpos anti-Longus altos en los ratones inmunizados. Esto concuerda con los 

resultados obtenidos con otros CFA’s que son muy buenos inmundgenos. 

Dado que las clonas originadas de cada hibrido producen Acs del mismo 

isotipo (IgG3 e IgG1) y ademas se observé que todas reconocen las mismas 

bandas en IET (Tabla 11 y figura 8), se sugiere que realmente sdlo se cuenta con 

seis AcMs. 

Es necesario hacer notar, que la mayoria de los anticuerpos monocionales 

que se han producido contra otros pili de ETEC han sido del isotipo [gG1, como 

los AcMs anti-CS6 (Helander et al, 1997), los anti-CFA/IN, fos CS7, CS17 y 

PCFO166 (Viboud et al, 1993), contra el CFA/I (Rudin et al, 1994), 6 contra 

diferentes subcomponentes del CFA/Il (Lopez-Vidal y Svennerholm, 1990); los 

AcMs contra el BFP producidos por Girén et al (1995), también son de subclase 

IgG1, en el presente trabajo nosotros obtuvimos 5 AcMs contra el pilus Longus de 

ETEC de la misma subclase. Se han reportado AcMs de isotipo diferente: IgG2a 

anti-CFAAII (Honda et al, 1989) e IgG2b anti-PCFO159 (Viboud et al, 1993) 
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Nuestros AcMs reconocen diferentes epitopos (por lo menos dos), algunos 

de ellos reconocidos por cinco de los AcMs (8.48, 12.27, 12.29, 13.6, y 13.66) por 

ELISA e IET en cepas de ETEC LngA+. El! AcM 8.40 reconoce ademas de Longus 

en ELISA e IET, al CFAMII de ETEC por tET. La intensidad tan distinta con la que 

los AcMs reconocen a Longus en las cepas ETEC tanto por ELISA como por IET, 

puede tener su origen a la cantidad de pili que es producida por las cepas (Lopez- 

Vidal y Svennerholm, 1990). Se ha sugerido que las diferencias que presentan las 

cepas en la produccién de Longus sea debido a variaciones en los mecanismos 

regulatorios que presentan las diferentes cepas (Ruiz-Tagle, 1998). 

Otra posibilidad es que se encuentren diferencias estructurales en Longus 

de diferentes cepas, esto es apoyado por que el AcM 8.40 reconoce por ELISA a 

cuatro de las cinco cepas ETEC Longus positivas y sdlo una no es reconocida, 

mientras que por IET reconoce a las cinco cepas. Lo anterior también nos hace 

pensar que tales diferencias se dan tanto a nivel de epitopos estructurales de la 

subunidad longina en el pilus completo, como en la subunidad sola. 

Trabajos previos en los que se producen AcMs contra diversos CFA‘s 

tienen resultados similares, que muestran las diferencias entre un pilus producido 

por cepas diferentes, asi como en el reconocimiento de estos anticuerpos hacia 

los pili en técnicas como ELISA (pili en estado natural") e IET (pili en estado 

desnaturalizado, reconociendo Unicamente las subunidades), (Honda et al, 1989; 

Lépez-Vidal et al, 1988, Girdn et al, 1995). 

64 

 



  

Las reacciones cruzadas que presenta el AcMo 8.40, por IET con cepas 

CFA/Iti+ puede deberse al hecho de que tanto este pilus como Longus, son pili 

bioquimicamente muy parecidos y ambos pertenecen a los pili tipo IV clase B, y 

ademas muestran homologia de hasta el 100 % en los primeros 20 aminoacidos 

de la regi6n amino terminal; entonces la homologia podria encontrarse en un 

epitopo lineal de las subunidades de los pili. (Tanigushi et et 1995). 

Tomando en cuenta que contamos con 6 AcMs anti-longus, se sugiere que 

para complementar el presente trabajo se prueben estos anticuerpos con una 

colecci6n mas grande de cepas ETEC LngA’, para determinar, si reconocen una 

proporcién mas grande de cepas ETEC. 

También con ellos se puede: determinar la distribucidn de Longus entre las 

cepas ETEC, estudiar ta variabilidad antigénica y el mapeo antigénico de los 

dominios funcionales de Longus. 

Con estas AcMs se puede estudiar ef papel det pilus en ta patogénesis de la 

infeccién por ETEC y la adherencia de estas bacterias a células epiteliales del 

intestino. 

Pensando en el diagnéstico, se podria desarrollar una prueba rapida (ELISA 

o DOT), para detectar cepas ETEC positivas a Longus en muestras de pacientes, 

sin la necesidad de hacer aislamiento y posterior caracterizacién de las cepas. El 

AcM 8.40 que presenta reacciones cruzadas con cepas CFA/JII’ podria ser 

utilizado como auxiliar para detectar aquellas cepas que no den positivo con los 

otros 5 AcMs. 
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10. CONCLUSIONES 

Se obtuvieron: 

‘ Cinco grupos de clonas de !a subclase IgG1 (8.48, 12.27, 13.6, 

“13.66 y 12.29) que reconocen sélo al pilus Longus por ELISA e IET, en las cepas 

E9034A, M447C4 y B2C y por lo tanto son especificos para Longus (no presentan 

reacciones cruzadas con otras bacterias). 

. Un grupo de clonas (8.40) de la subclase IgG3 que reconoce a 

Longus por IET en todas las cepas ETEC LngAt+ , y por ELISA solamente no 

reconoce ala cepa M633, ademas, presenta reacciones cruzadas por IET con 

el CFA/UII de cuatro cepas ETEC: 31-10, 214-2, 226 5/6 y 2108. 

. Existen diferencias entre Longus producido por diferentes cepas de 

ETEC. 

* Existen similitudes antigénicas entre Longus y CFA/IN, ya que hubo 

reconocimiento por uno de los AcM . 
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