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IllTRODUCC 1011 

Por lo general para acreditar a un determinado 

microorganismo co~o al causante de una enfermedad, se ~equ1ere 

de al3larlo y efectuar su secuencial 1dentlf1cac16n a través de 

varios aubcultlvos, lo cual retrasa el d1agnóst1co correspon

diente; sin embargo, con el empleo de los anticuerpos monoclo

nalea basta partir del pr1moa1slam1ento y en ocasiones directa

mente de la mue3tra con lo que se ahorra tiempo y 2e incremen

tan las pos1b111daden de que el paciente se recupere. 

Para recurrir al uso de anticuerpos monoclonales como 

método dlagn6st1co se requiere conocer la estructura ant!génlca 

de los rnlcroorganlsmos aislados más frecuentemente ya que es 

poalble producir un anticuerpo monoclonal dirigido u Wla macro

molécula propia del microorganismo en estudio para demostrar su 

existencia. 

De lo anterior se deduce que los anticuerpos monoclo

nales rlescrltos en el presente trabajo son 3uma~ente especifi

cas y permiten ldenti ficar a los microorganismos con una al t!'l 

con !'lab 11 ldad, ahorrando tiempo 1 recursos humanos y econ6micos, 

aunque todavía se considera que la producc16n de anticuerpos 

monoclonales ea costosa y requiere de más 1nvest1gaci6n para 

elevar aún más su exactitud y prec1s16n. 
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OBJETIVOS 

- Evaluar el empleo de los anticuerpos monoclonales 

como herramienta diagn6stica, con base en el análisis de la 

literatura más relevante, 

- Analizar y destacar laa ventajas y desventajas de 

lao diatintaa metodologías que incluyen el empleo de loa anti

cuerpos 'monoclonales. 



CAPITULO I 

9REVE RESEílA H!STORICA 

A través de la historia, una de las necesidades más 

apremiantes del género humano ha sido la ie controlar las 

enfermedades. ?ara hacerlo, se requieren metodologías cada 

vez más precisas que fac 11 tten el d1agn6st1co. 

Existe una cooperac16n entre diversas disciplinas 

como: la 111.crobiología, la Inmunolo.;ía, la 91oquimica, la 

Medicina, la Zoología y la Patología (5), pero una de las 

áreas :nfi.s socorrl jas en el estuj lo el ínlco es la ~!crobiolo

gía 1 es dectr, la ciencia encargada de estudiar organismos tan 

pequenos que no pueden observarse a simple vista, ni con lupa, 

y que actualmente cuenta con diversas formas de d1agn6st1co, 

entre lu~ cuales se encuentran las que conocemos como ensayos 

lnrnuno16g!cos (5,22). Es por esto que el objetivo funda~ental 

de este trabajo, es el r:le dar a conocer los estudios realiza

dos con diferentes microorganismos pat6genos empleando anti

cuerpos monoclonales. 

?or ensayo in:11unol6g!co se entiende aquél en el cual 

un antígeno lnteracc1ona con su respectivo s.nti~uerpo, reac

c16n que ade;nás puede aer evaluada de distinta forma; por 

ejemplo con algún revela1or (5). 

Desr:le finales del niglo XIX se establecieron los 

pr1meros ensayos inmunológicos para d1agn6stico microbioló

g1co. 

La primera reacc16n antigeno-anticuerpo con fines 



d1agnóst1cos fue la reacc15n de aglut1nac16n bacteriana pro-

puesta por Max GrUber y Herbert Durham (5). Desde entonces 

han surgido otras técnicas que hasta la fecha se usan con fi

nes de d1agn6st1co. A ello se debe que actualmente haya páne

les completos de exámenes lnmunol6g1cos para diferenciar e~tre 

unos y otros agentes causales de enfermejades. Por ejemplo, 

para dlagnost1car enteropat6genos tales como Salmonella tl.12.!l!, 

a p!irtl.r del primoa1.:!la:n1ento se realizan pruebas bioquimicas, 

inmunológtcaa (pruebas de aglutinación), en:l·:iáticas, etc, 

además de que, aún sin el pr1moa1slam1ento, se puede aglutinar 

con el suero del f4C1ente y un ant~geno preparajo previamente, 

prueba a la cual se le conoce como prueba de Widal. 

Así, 2e puede o.firmar" que al lncrer.i.entar la espe

cificidad de las técnicas de diagnóstico, se incrementa tam

bién la conflabllidad en metodologías y consecuenterJente en el 

d1agn6stlco del agente o agentes causales de un padecimiento. 

Por lo tanto, se considera vital tncrementar la especificidad 

en las técnicas ~e d1agn6st1co. 

Asimismo, se debe tornar en cuenta que en un género 

cualesquiera, ex13ten especies pat6g,enas y no p.'lt6gena3, y se 

podría dar lugar 11 confusiones 3i se unan metodolog~as conven

c1onalee para el d1agnóst1.co de una especie pat6gena entre va

rlaa no p.atógena3 (7 ,22). Si, por otro lsio, ~e considera que 

los anticuerpos monoclonales incremcnt~n contundentemente la 

enp~c1f1c1dad de las reacciones en las que están involucrados, 

esto los convierte en una herramienta muy útil p!l.ra demostrar 



5 

la presencia de un antigeno evitando las confusiones origina

das por metodologías convencionales como técnicas de agluti

nac1fm, de precipitación, etc {80). Los anticuerpos mono

clonales se dirigen a proteínas, a polisacáridos o, en ge

neral, a macromoléculas exclusivas de las especies pat6genas 

{5, 80). El problema de la antigenicidad cruzada que es como 

ae conoce a esas reacciones entre antigenos compartidos, pre

valece cuando la macromolécula a la que está dirigida la línea 

celular de diagn6stico está presente en todo un género o en 

más géneros. 

En un modesto empei"Jo por hacer una breve resei"Ja para 

ubicarnos en la historia de la inmunología y la evol uci6n de 

metodologías y ciencias que ayudan para un mejor desempeno del 

§.rea clinica, se puede se'i'lalar que: 

La Inmunologia como ciencia en evoluc16n tiene sólo 

150 a~os, durante este tiempo y junto a las ciencias más ínti

mamente relac1onada3 con ella, se ha desarrollado gradual y 

desigualment~; en consecuencia., nu evoluc16n se ha hecho pa

tente en tan sólo el ~ltlmo siglo {5). 

Así, se puede decir que el primer concepto de la 

Inmunología que surgió fue el de la inmunidad. Cabe se~alar 

además, que en sus albores, la Inmunología se dedicaba casi 

exclusivamente a pr-evenlr enfermedades infecciosas por vacuna

ción e inmunización (5,91). En la década de los 80, Inmuno

logia e inmunidad eran s1n6n1mos, lo cual ya no es aceptable. 

Actualmente sabe~os que la inmun11~d esti relacionada con la 
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oalud y la Inmunologfa a estudiar conceptos y mecanismos rela

cionados con el tema, mismos que guardan una íntima relac16n 

con d1sc1pl1nas como Virología, ílenét1ca, Inmunoquím1ca, Sero

logía, etc.(5,22). 

Aún cuando cada una de ellas es un tema apasionante, 

el que se tratar§. es el de la Serolog'ía, que estuj1a los compE 

nentes humorales del cuerpo humano. En este campo, la primera 

reacc16n sero16g1ca descrita fue la aglut1naci6n bacteriana, 

que consiste en que las bacterias forman cúmulos por acción de 

sueros inmunes es pee í ficos, originalmente descrito por Grüber 

y Durham en 1896. En ella se deauestra, entre muchas otras 

acciones, que el vibrtón del cólera se 3.;lutinti. con suero 

ant1c5lera., y que el bacilo de la tifoidea se aglutina con el 

suero contra la tifoidea, pero no viceversa (5,22,28,91). 

El mismo ai'\o, 'Hdal descr1b16 la prueba de aglut1-

nacHin como aux 11 lar d1agn6st1co para la f1ebre t1fo1dea ( 5), 

Al emplear eritrocitos como antígeno, la prueba se 

ampl H> a la hemagl utlnac lón, para 1dent1f1car grupos sangu1-

neos y en la transfusión Banguínea. 

La segun:.la prueba serol6g1ca descrita fue la prec1-

p1tac1ón; Kraus observó que los filtrados de cultivos· bac-

ter1anoa o los extract0s de bacterias preclpltaban p11r acción 

de sus sueros ant1bacter1anos. Tambl~n establec16 la espec1-

f1cidad serológlca de la reaccHm entre los bacilos de la pes

te, la flebre t1fo1de'1 y el cólera (5,7,28). 

Las pruebas serol6glcaa pueden efectuarse en geles 
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seg(m enunciaron Ouchterlony, Elek y Oud1n durante 1946-1948; 

estas pruebas de lnmunod ifusHm diferían en su plan f1s1co 

pero se fundaban en un hecho: "Los antígenos y sus sueros 

difunden a partir de pozos horadados en agar hasta alcanzar 

concentraciones adecuadas para la preclpitaci6n" (5). 

Diversas rnod tficaciones han mejorado las pruebas de 

1nmuno<l1fusi6n, la primera de ellas conocida co~o in~unoelec

troforesis, fue presentada por Grabar y 1Hll1am en 1953. ::n 

ella, la tnrnunodtfustón ne efectúa precedida de la separaci6n 

de los ant'.í.genos rl:e una r:iezcla por electroforesis, lo cual 

facilita la enumeración de los prec1p1tarios que se forman para 

posteriormente reall~ar su 1rtentlflcac16n. 

Otra mo.11!'1cactón fue la inmunorlifuslón radial o 

cuantitativa descrita por Manc1n1 en 1965. &1 esta técnica el 

antigeno difunde en forma radial desde un pozo perforado en lU1 

gel que contiene anticuerpos, la zona de precipitado que se 

forma es mell<la e<acta de la cantidad de llfltígeno al\adido (91). 

Otras variantes importantes son la Contralnrnuno-

ele<'troforesls (CH;F) y la técnic11 de l/rnrell. 

Una aportacl6n trascendente fue aquélla de 8ordet 

aobre la Alexina luego llamad11 ''comple"':lento". Substancia 

sf:rlca, t:ermol&bil "'! 1.ntensa:il"?nte hactertclda en presencia rle 

anticuerpos. Bordet, t'lmb1.6n descubrió que la canti~iad de 

complemento no aumentaba durante la 1nmunl:z.a.ct6n. 'Estudi6 

ade;nfi.s, el mecanismo de las reacciones serol6glcaa y la co

aglutinac16n .1!} vt~. 



En 1942, Coona descubr16 ei método del anticuerpo 

fluorescente en el cual, se une al anticuerpo un agente 

fluoreaceinado por medio de un enlace covalente. 

En 1945, Coomba y colaboradores en Cambridge, publi

caron su primer trabajo sobre ant!globulina, hoy conocida como 

prueba de Coomba, útil para ldentiflcar antlcuerpoa lncomple

toa o monovalentes y que se emplea para impedir transfusiones 

de aangre incompatible, para descubrir la incornpatib111dad de 

Rh y para d!agno3t1car e impedir la eritroblastosls fetal. 

En 1956, Rosaly Yalow y Solomon Beri:10n fundamentaron 

las teoriaa y m~todos que actualmente se 11san como m§todos de 

radlo1nmunovalorac16n, que al emplear marcadores radloactivos, 

amplian notablemente la senslbtl!dad de las pruebas serológl

cns, que además se destacan por su gran eBpeciflc 1dad. 

Aa1m1amo, en 1975 Kohler y Mllsteln crearon una me

todologia, con la cual se logran generar línerrn celulares in

mortales al fusionar c§lulas productoras de anticuerpos diri

gidos en Gontra de un determinado antígeno y células de mielo

ma, creando así un nuevo concepto "el hibridoma'', por medio 

del cual se producen anticuerpos de una sola línea celular {5, 

28,80). A partir de su creac16n, ~os método3 de diagnóstico se 

han hecho más específicos y su ut111zac16n es, toda·1ía a la 

fecha, uno de los recursos más efectivos con que se cuenta 

para la 1dent1f1cact6n de los diferentes microorganismos. 
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CAPITULO II 

ANTICUERPOS MONOCLOllAIES 

Existen dos poblaciones de linfocitos, los T y los B. 

Los primeros derivan del timo (inmunidad celular), son respon

sables del rechazo de injertos y de la defensa del organismo 

contra infecciones por diferentes microorganismos patógenos 

(hongos, poxvirus, bacterias, pat6genos intracelulares, etc.). 

Los segundos se denominan as~ porque se desarrollan en la bolsa 

de Fabr1clo en el caso de las 3.Ves, mientras que en los humanos 

ae desarrollan en la médula ósea y en el tejido linfoide 

(ganglios linfáticos) (5,7,25,80), 

Los linfocitos B y su progenie, las células 

plasmáticas, son los responsables de las funciones de la 

inmunidad humoral (5,22). 

Las c~lulas plasm~ticas representan el estado termi

nal de la rl1ferenciación de los linfocitos 'l. Estas células 

están encargadas de producir inmunoglobullnas (o anticuerpos) 

y secretarlos hacia el eapacio extra.celular (22). 

Cada c6lula plnsm&ticn secreta un tipo e3pec1flco de 

inmunoglobulinas. El eotudio de las etapas de diferenciación 

de las células plasmáticas y de la síntesis de anticuerpos 

homogfmeos, se ha facilitado considerablemente por la 

existencia de tumores derivados de células plasmáticas (5,80). 

En el hombre, la neoplasia conocida como "miel orna múltiple" 
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ea una enfe"medad mal 1gna p"olire"ativá de cf!l ulas plasmáticas, 

el estud 1o de las p"ote1nas sec"etadas Pº" estas c!;l ulas, ha 

aervldo para aclarar la estructura de los anticuerpos. Por 

otro lado, en la especie murina donde es posible inducir y tra_!! 

plantar este tlpo de tumor, conocido comúnmente como mlelorna o 

plaamacitoma, ea en ::ionde mayores avances se han real izado en 

cuanto al estudio de la estructura de los ~ntlcuerpoa y de los 

genes que loo cod!flcan. Estos rnlelomas por- lo general provie

nen de una c&lula 1 por lo que se cons!rleran monoclonales y son 

relativamente rliclles de lnduclr en ratones por medio ii~ inyec

ciones lntraperltoneales de aceites, pliatlcos o ceras (qO). 

A rnaner~ de ~efln1c16n, se puede decir que los anti

cuerpos monoclonales son moléculas 3lntetlzadas a partir de la 

rusión de célulan '.le mleloma y cél ula3 de bazo de un animal 

inmuntzndo, clonada3 y, 1ue tienen la facultad de producirse 

111m1tadamente y la alta especificidad de loa anticuerpos sin

tetlzoioo Pº" células plaomit!cao (22). 

Loa lL~'Jados frnticuerpoa monoclonales surgieron en 

1?75 en el labo"ator!o de Cena" :11lste1n en Cambddge, Ingla

terri:J., e uando 3e re-al 1 zaban ea tui loa sobre la gen~tica de las. 

1nmunoglobul1nas, utilizando t~~n!~as de fu~!6n y clonaje celu

lar (5,22,91). 

Para generar h1br1dos celulares productores de antl

cue"poo e3pec1rtcos, Kohle" y 'ülsteln ut111za"on cf!lulas de 

mlelorna y céluln.s rJe bR.ZO de \In rat5n inmune a erltrocltoa de 

carnero, logrando obtener un 10~ de h1brldos productores de 
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anticuerpos anti-eritrocitos de carnero y asi, que una parte de 

la respuesta ant1-er1troc1to de carnero del rat6n inmune, 

quedara in:nortal1zada a través de le. h1bridización con las 

c~lulas de mleloma (80). Laa 1mpl1cac1ones de est3 observac16n 

fueron inmensas y abrieron un panorama totalmente nuevo en la 

Inmunologia, con la posibilidad de obtener anticuerpos ~onoclo

nales rnonoespeciflcos en contra de cualquier sustancia capaz de 

inducir una respuesta in~une en el rat6n. Actualmente se han 

producido una enorme gama de anticuerpos monoclonales dirigidos 

a una pluralidad sorprendente de antigenos, como se ilustrará 

en la presente revls16n. 

2. 2 TECllICAS PARA LA O'l'!'EllCION DE AllTICCIBRPOS MO!IOCLOllALES 

La creación de técnicas para la producción de anti

cuerpos monoclonales por parte de Kholer y !ülstein (29,33,80), 

ha revolucionado el criterio aerológico para el anál !sis de los 

antigenos presentes en la membrana de las cél ula3. Con esta 

t~crica, las células productoras de 1nmunoglobul1nas de bazo 

pueden 1nmortal1zarne, por fus16n con una línea de células de 

mieloma, puesto que son células productoras de un solo tipo de 

anticuerpos y que 3ecretan, por tanto, u:i antlc uerpo homogéneo 

de alta enpec1f1cldad. ~stas células inmortalizadas que produ

cen el antlc uerpJ buscado pueden seg!'egttrse en ~lonas, es decir 

l'íneas celulares selecc1.onadfü3 y obtenerBe así el anticuerpo 

deseado en cantlr!ades 11 lrnl.tadas. 
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La tf!cnica de producci6n de anttcuerpoe monoclonales 

se basa en el siguiente procedimiento: inmunizar un animal de 

acuerdo a un esquema de inmunizaci&n preestablecido, es decir 

por un tiempo definido y con concentraciones de ant1geno prede

terminadas; sacrificar al animal J separar el bazo y obtener las 

c§lulas esplÍ>nicas, que se mezclan en un medio de polietilengll 

col con una llnea de cH ulaa de mieloma carentes de la enzima 

h1poxant1na guanina fosfo-ribosil transferasa (HPGf!T neg,), De 

este modo ae fusionan ambas lineas celulares> las células de 

mieloma aportan la capacidad de crecimiento ininterrumpido y 

las c~lulas esplénicas (HPGRT pos.) inmunizadas confieren la e~ 

pacidad de producir una 1n~unoglobulina especifica, dirigida en 

contra del lnmunógeno de que se trate; las céltJlas de mleloma 

no fua1onadaa se el !minan por cultivo en un med lo que contenga 

aminopterina, hipoxantlna y t1m1d1na (HAT) ya que laa células 

generalmente tienen doa v1aa para str.!tetlzar baaea ptírleas y 

pirlmidtcaa, la amlnopterina bloquea una y obliga a lan células 

11 seguir la otra 111a que s&lo podrlín seguir si son HPGRT pos. 

Las c6lulas de mieloma. no fusionadas no cuentan con 

la enzima y morirán por no poder sintetizar las bases p(ir1cas y 

plrimíd teas necesar las, m 1entras que loa esplenocitos tamb1f;n 

morirln, ~stoa por no ser lnmortftles, aunque s1 cuenten con la 

enzima, de manera que sblo quedarlín en el medio los h1br1dos 

HPGRT pos. inmortales, 

Por otro lado, las clonas obtenidas se pueden 

conaer•n.1.r indefinidamente en e ul t! voa o prcl lferar como un 
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tumor de ascitis in ~· 

A continuaci6n se describe en detalle ·e1 proced imien

to general para obtener anticuerpos monoclonales ( 22, 29, 33, 80, 

91). 

2.2.l. Inmunizac16n de animales 

Algunos antigenos son lnmunodo~lnantes y dan respues

tas inmunes fuertes aGn cu~ndo están presentes s6lo en cantida

des peque1\as. Sin embargo, la capacidad de respuesta de los 

an1rnalea individuales hacia loa varios componentes de una mez

cla ea má8 bien variable e involucra la suprea16n de los mls

mosJ así como su 1njucc16n. Es altamente recomendable intentar 

máa de un esquema de 1nrnunlzact6n usando varios animales 

(29. 33). 

El esquema de 1nmunlzacl6n que se describe a cont1-

nuac16n ha tenido éxito en mucho a casos, aún cw1ndo no se dis

pone de mucha lnformac16n. 

Esquema de lnrnunizflc16n.- Si el antígeno es una proteína solu

ble, se disuelve en soluc16n salina rte 1 a mg/ml con un volu-. 

men lgual rie adyuvante completo de ?reund. Se inyecta un- total 

de O. 3 11 O, 6 ml de la 3uspensl6n, en ratas y ratones; las in

yecciones pueden ser subcutáneas en por lo menos 3 6 .4 sitios y 

ae pueden repetir en intervalos de 3 n 5 semanas. Aproximada

mente 10 días después de cada tnyecc16n se toma una gota de 

sangre para muea.trear ln pre2enc ta y la concentrac 16n de anti-



14 

cuerpos especiflcoa. D~spués de un mes de reposo se inyecta de 

0,2 a 0.4 ml de la aoluc16n proteica (antígeno) sin adyuvante 

de Freund y 3 6 4 días más tarde se sacrifican los animal es y 

se utilizan las células del bazo. 

2.2.2 Selecci6n de M1elomaa 

Para seleccionar el mleloma más adecuado existen 

varias conslderac!ones que deben tomarse en cuenta antes de 

elegirlo. Tal ea el caso de la especie, salvo que existan 

razones espec1f1ca.n en contra, el mleloma debe ser de la misma 

especie que el animal inmunizado p9..ra fac111tar ~l desRrrollo 

de tu~ores cuando se hayan derivado los mlelomas hibridos. 

respuesta 

cueat16n, 

Sin embargo, la conntderac16n mfi.s importante ea la 

ln~une relativa de cada animal al antígeno en 

Si cada animal responje bien luego de la inmuniza-

c16n se recomienda fusionar las c~lulas plasmfitlcas originales 

del animal; pero sl la respuenta de cada animal es marginal

mente r:l1ferente se deberán tomar en cons1derac16n otros paráme

tros tales como: 

1. l';l anál 1slo d1f~renc1al del sistema rata o rat6n. 

2. Lsl co~posic10n 1e la3 cadenaa del rnieloma; y 

3. {A pérdiria <:fe r.romo3omas en loa anticuerpos deri

vados de turnaren. 

Loa mif!lornas híbridos expresan codomlnanternente laa 

cadenas de inmunoglobu11naa <le •:nbao células orlg1nalea. S1 

una linea de mlelo'Tla expr~aa ambas cadena o {pesadas y ligeras) 
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de una inmunoglobulina, el h'.ibrido expresar!i cuatro cadenas. 

Por conveniencia, éstas se han designado como sigue: 

O y K son las cadenas pesadas y ligeras aportadas por el mielo-

ma original; 1f L son las cadenas respectivas (sin tomar en 

cuenta la clase o el tipo) aportadas por las células originales 

de bazo. La ce-expresión de cadenas de ambas células origina

les 11 Padres 11 dentro de una sola célula, conlleva a la aecrec16n 

de especies moleculares mezcladas. Asi, adem&s de los tipos 

originales LHHL y KGGK, los h'.ibridoa expresarán moléculas de 

1nmunoglobulinas del tipo LHHK, KGGL, LGGL, y KHHK, (sin tener 

en cuenta ni la clase ni el t~po de cadena). Además, las 

moléculas mezcladas que contienen ambas cadenas pesadas origi

nales del tipo LHGK, KllGL y todas las posibles combinaciones 

que pueden llevarse a cabo dependen de la clase de las cadenas 

pesada3. Aunque no se han investigado minuciosamente todas las 

posibles clases de cadenas, la regla general parece ser que las 

cadenas pesadas de diferentes subclases, pero no de diferentes 

clases, pueden asociarse para formar moléculas mezcladas. 

Loa mielomas h'.ibridos del tipo HLGK (es decir que 

expresan las ~ cadena3 de inmunoglobulinas) provocan con mayor 

frecu~nciA. la mutación de clonas que ya no expresan más tllla de 

las ca1enas, lo cual no es un evento al azar. Por lo tanto ae 

prefiere utilizar diferentes células de roielomn que han perdi

do su capacidad de sintetizar cadenas de inmunoglobulinas. 
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2.2.3. Manten1m1ento de Células de M1eloma. 

Cualquiera que sea el mielorna elegido, el factor más 

importante para una derivación exitosa de híbridos es la forma 

en la cual se mantiene el cultivo de ra1eloma antes 1e la fu

a16n, la meta es un desarrollo logarítmico por ta!lto tiempo co

mo sea pos1ble, aunque ciertar.i.ente no ruenos '!e una semana antes 

de la fusión. Se sugiere el uso de cultivos en agitación, 

contrario a los cultivos estacionarios en suspensión, lo cual 

podría aer un re1ulslto esencial cuando se utilizan líneas 

celulares de rata "f3, que tienden a pegarse a las paredes del 

recipiente de cultivo. Algunos 1nvest1.gadoreB aconsejan el uso 

de tr1pa1na u otra.a enzimas para despegar las células de las 

paredes. 

2.2.~. Procedlmlentoa experimentales. 

Se ha descrito un esquema de procedimientos generales 

involucrados en la dertvac16n de anticuerpos monoclonales, en 

el cual se pueden identlrtcar un cierto núrnero de etapaa eepa

ra1ll3 bien definidas. Sin embargo, se desea enfatizar que de 

ningún modo este es un protocolo rS.glcto, sino que se pueden. 

hacer var1aclone!; ::i. ca.31 n. todns las ~tap'is; '1.un1ue esas varia

ciones pojrÍan afe:.!tar a otra3 ete.p':l.S, por lo cual se debe con

siderar cu1dadosa'llente el d1sel'lo experimental (29, 33). 

2.2.S. Preparac16n de células madre para fus16n. 

Para prepl.lrar las c~l ulas ma:lre se sacrifica al 
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animal coloc!indolo en una c!imara de CO 2 de l a 2 min; se le 

sumerge en alcohol al 70%; se coloca en un gabinete estt.ril y 

se extrae el bazo en condiciones eet~rileeJ mismo que se coloca 

en una caja de Petri que contiene aproximadamente 5 ml de suero 

fetal bovino en un medio modificado de Dulbecco (FCS-DMM) al 

2. 5'.' en hielo y se lava suavemente; luego se transfiere el bazo 

al fondo de un tubo de 10 ml, se corta en 3 6 4 pie zas; se 

agregan 5 ml de FCS-D~M al 2.5%; se maceran las piezas del bazo 

suavementeJ para hacer una euspene1fm de células; se sedimenta. 

el tejido conectivo poi• unos 3 minutos aproximadamente; luego, 

se transfiere la suspensión de cH ulas al fondo de un tubo de 

pl&atico de 10 ml; se llena el tubo con FCS-DMM al 2.5% y se 

centrifuga a temperatura ambiente por unos 7 a 10 min a 400g 

(durante este intervalo se recomienda empezar la preparac16n de 

las et.lulas de mleloma como se describe más adelante). Se 

resuspende el sedimento en unos 10 ml de medio fresco y se cen

trifuga bajo las condiciones anteriormente citadas; se repite 

el paso anterior y se cuentan las c~lulas. Esta suspensión 

puede uaarae como una capa alimentadora de cl'!lulas para de

oarrollar et.lulas fusionadas (29,33). 

La viabilidad de las células se determina exam1n!indo

las con microscopio de contraste de fase o con azul de trip~n y 

debe aer mayor al 80%. 

2.2.6. Células de mieloma. 

Una cantidad suficiente de c!'<lulns de m1eloma de un 
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cultivo en desarrollo logarítmico se sed1mentan por centrifuga

ci6n a temperatura smb1ente durante 10 min a 4ÓO g. El sed1-

mento se re suspende en 10 ml de FCS-D'lfi al 2. 5~ y se cuentan 

las et.lulas. 

2.2.7. Fusión de células 

La fusi6n de c&l ulas en suspena16n consiste en prepa

rar las c~lulas madre como se descr1b16 en la p~gina 16, incisa 

(2.2.5); posteriormente se mezclan 10
8 

células de bazo y, 10
7 

células de m1eloma (rat6n) o 6x10
7 

células de mielama (rata); 

se centrifugan a temperatura ambiente a ~00 g aproximadamente 

durante 8 minutos; se eltmlna el aobrenadante con vacío us<i:udo 

una pipeta Pasteur, (es esencial eliminar todo el sobrenadante 

para evitar la d1lución del poliet1lengl1col (PEG)). El sedime!! 

to obtenido se reauspende golpeando suavemente el fondo del tu-

bo, ae coloca el tubo en un bal'\o de agua a 40 •e y ahí se man

tiene durante la fusi6n, para lo cual, ae agregan o.8 ml de PEG 

al 5ai precalentado a 40ºC, resuspend1endo las células contlnu_!! 

mente con una pipeta Pasteur; se contlnCla res1Jspendiendo y agi

tando las cH ulas en el PSG por un intervalo comprendido entre· 

1.5 y 2 minutos más. Para entonces la aglut1nac16n de cl'?lulas 

debe ser evidente; con la misma pipeta se agrega l ml de D"m, 

que se toma de otro tubo que contiene 10 ml de V1M a 37ºC, agi-

ta.ndo continuamente por un tiempo aproximada de 1 minuto, esta 

etapa se repl te tres veces, s6lo que en la última se agrega el 

medio en 30 segundos. Posteriormente, 2e agrega el volumen 
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restante de loa 10 ml de !7>1M que se encuentra en el tubo, 

durante un perfodo de 10 minutos, agitando continuamente; se 

adiciona gota a gota, entre 12 y 13 ml de !7>1M precalentado. Se 

centrifuga nuevamente en las condiciones anteriormente descri

tas y se desecha el sobrenadan te, se suspende el sedimento 

golpeando suavemente el fondo del tubo y se r.osuspende en 49 

ml de FCS!YiM al 20~. 

2.2.8. Aislamiento de Clonas. 

A continuacHm se aislan las clonaa de cf!l ulas h1-

bridaa por diluci6n limitante. 

Se distribuye la suspensi6n fusionada en dos placas 

de 40 pozos (estos pueden contener una capa alimentadora cel u

lar de fibroblastoa); se agrega 1 ml adicional de ~S-DMM al 

20%, en caso de no usar la capa alimentadora celular de f1bro

blaatoa (feeder cell) que son c"1 ulas que pueden metabol izar 

pero no pueden duplicarse y que fac111tan enormemente el cre

cimiento de los h1br1dos; entonces se agregan 10 et.lulas de 

bazo por ml (preparadas como se indic6 en el apartado 2.2.5) y 

se !ne u han durante toda la noche a 37 • C en una c§.mara con at

m6sfera de CO controlada; se elimina l ml de medio de cultivo 

de cada rec 1p1ente con una pi pe ta Pasteur, sin resuspender el 

sedimento de cf!lulas que est!i en el fondo de los pozos (33). 

2.2.9 Selecc16n de Clonas. 

En virtud de que no todas las clonas generan los 
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anticuerpos deseados se seleccionan aquellas que sean de 1nte

r§s, existen dos formas generales para detectar la presencia 

de hibridos que secretan anticuerpos, la primera en base a la 

determ1nac16n de anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo 

en desarrollo y la segunda, que detecta directamente la pre

sencia de anticuerpos en el microar.ibiente de células aisladas 

o clonas de células desarrolladao en un medio semisólldo (Tl\c

nica de Jerne). 

De entre los primeros los más usados son los ensayos 

de un16n indirecta, los ensayos lnmunoenzim&tlcoa, prueoas de 

hemaglutinaclón o ensayos de fijación de complemento y los 

ensayos de neutralización de la actividad biológica del ant1-

geno, la forma más sencilla es agregar sobrenadante de cultivo 

individual a un ant1geno prepara1o, biológicamente activo, 

después de un cierto tiempo de incubación, si se presenta una 

d1sm1nuc16n de la actividad bio16g1ca se considera como una 

evidencia de anticuerpos inhibidores. (29,33). 

2.2.10 Clonación. 

Al tener varias clonas en un solo cultivo se presen

ta competencia para crecer en el meiio de cultivo y, segrega

c16ñ de cromosoma3 lo cual puede atentar a la estabilidad de 

la expresl6n, por lo tanto es recomendable clonar tan pronto 

como sea poaible. 

Además se recomienda que si se tienen s6lo unos 

cuantos cultivos positivos es útil subdividirlos por dilucHm 
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limitan te, de preferencia usando una capa alimentadora de 

ct.l ulas 'J al mismo tiempo clonar. 

La clonac tón de cH ulaa Mbr1das se puede llevar a 

cabo por al meno5 los slgulentes procedimientos: clonación en 

aoportea sem1s6lidos y clonación por dilución limitante. 

Las células se pueden clonar por desarrollo en agar 

suave generalmente usando dos capas: una capa inferior-• que es 

firme y tiene 0.5'. (w/v) de agar en me·Ho '.le cultivo, se deJa 

gellficar; se agrega una segunda. capa de agar suave (0.3~ de 

agar) que contiene las células que serán clonadas. Si se usa 

una capa al lmentadora de células éstas deben prepararse con 

anterioridad y el me1io de cultivo debe eliminarse precisamen

te antes de la ad1c15n de la capa de agar inferior. 

Para el onar en agar generalmente se requiere de re

cul tivar en un medio liquido antes de evaluar la producción de 

anticuerpos. A 11ferenc1a, la clonac16n por jiluc16n limitan

te permite exa~tnar directaMente los sobrenadantes. 

Se recomienda la clonac tón por dilución 11m1tante, 

ya que la eflcienci11 de este método es en ocasiones del 100% 

{especialmente en caso de alslamlentoa de hlbridos nuevos), y 

aún cu.~ndo la ef1c1enc1a es menor puede mejorarse por la 

ad1c16n de cttph3 al1~entaaoras de c~lulas. 

Las colQnias ~lcrcscóplcas, se hacen visibles al 

observ.ar la superficie inferior de la placa a 2 semanas 

después de comenzar lFI clonac16n, el grupo dende la mitad de 

loa pozos muestren des~t·rollo pueden contener clonan Gnicaa. 
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Las clonas deben ser analizadas tan pronto como sean visibles 

aunque aobrevivirlin y crecer/in todavia después de este momento 

y hasta por varios días mlis. En la primer clonación sólo se 

mon1 torean los pozos con cree 1m iento que pueden ser actl vos, 

sin embargo, se recomienda una segunda clonación dado que una 

sola no garantiza la monoclonalldad. 

Ademlia se han deacr1to otras técnicas como la clona

ción usando células activadas con fluorescencia (Parks y col 

1979), con la cual es posible seleccionar cHulas que se unen 

al antl:geno con al ta especiricida<l. Esta técnica también 

conoc 1da como FACS se ha 1novado usando m1croesferas hidrofí

licas de alta fluorescencia que pueden unirse al antígeno para 

detectar c!'!lulas secretoras de anticuerpos que poseen peque!las 

cantidades de 1nmunoglobul1na de membrana (33). 

2.2.11 Selecc16n de Clonas Postt1vos. 

Las clonas en desarrollo en soportes sem1s611das se 

ident1r1can por métodos directos tales corno adsorber el ant1-

geno a o1croeeferas fluorescentes. 

Cuando las cél ulaa se desarrollan en soportes seml

sól idoa de agaroaa, el anticuerpo secretado por la c!'!l ula es 

ligeramente rllfuso, as1 se rletecta l!! !!1tu. lltros :nétodoa 

consisten en adsorber el antlcuerpo secretado en flltros de 

nitrocelulosa revestirlos con antlgeno o antiln~unoglobultna. 

Otros métodos incluyen la tncorporac16n de ant1genos marcados. 

En caso <le n9 ser poalble la deter'lllnacH>n directa 
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de clonas positivas, se sugiere tomarlas al azar en ntimero 

repreaentativo 1 si ninguna es positiva ea muy posible que 

exista una gran cantidad de clonas negativas compitiendo con 

las positivas, entonces se recomienda detectar clonas poalti-

vas por métodos directos recubriendo eritrocitos con anti-

cuerpos ant11nmunoglobul1na previamente purificados por croma

tografia de afinidad o uoando prote1na A (29,33). 

2. 3 MEJORAS AL PROCEDIMIENTO TRADICIONAL PARA LA OBTENCIOtl !E 

ANTICUERPOS MONOC LONA IES 

Se han efectuado varios cambios al procedimiento 

original ( 29, 33), sin embargo, no todos han resultado ser cri

ticos para mejorar la especificidad y la sensibilidad de los 

anticuerpos monoclonales. De entre las variaciones m§.a rele

vantes se encuentran las siguientes: 

l. El poliet1lengl1col se utiliza en esta t~cnica 

para fusionar las lineas de cHulas, una productora de anti

cuerpos y otra con una alteracHm de mMula f>sea para producir 

hibridomas en los animales de prueba. Una de las modificacio

nes a los procedimientos antes descritos es la adicif>n de di

metllsul ff>x ido al pol iet11 engl icol. 

Por otro lado se sabe que el polietllenglicol puede 

dal\ar las cH u las. Por lo tanto, es muy importante usar este 

producto en una proporcif>n y tiempo f>ptimos. Una modificacif>n 

adicional al procedimiento antes descrito se refiere a la 

optimizacif>n en tiempo de uso del poliet1lengl1col y a los 
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PRCX:EDIMIE!ml3 PARA lA CBTEtr:IOI !E A!II'ICIFlPCIS MONCCillNAIES (91) 

Inmunizar a loa an!Inalea Generar miel anas 

ccn el ant~em respectivo 

! l 
Preplrar las células esplWcas Mantener las 

madre para la rus ioo células de miel.croa 

L:Rr+ 

Fusionar 

h'ibridos 

cHulaa y selec~ 
en \J1 mslio HAT. 

l 
An!il1sia de f ticuerpoa 

FU trar células fusionadas 

l 
Establecer la monoclonalidal de 

los anticuerpos producidos por 

r-----Crec!Iniento ..___ hibridOMS, por loa criterios 

Wucir tunares 

en ratnnes 

AC en masa de 

!•bnoclonal cultivo 

respectivos l 
ClJtener grames cantidades de 

anticuerpos monoclonales (cosecha) 

y mantenerlos por 1rmortal imci6n 

de células l 
Crio-preoervar los hibridamas 

¡ 
AC 

M:moclonal 
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cambios en su concentrac16n. 

2, As1m1smo se puede 1nclu1r al proced1m1ento tra

d1c1onal, la centr1fugac1ón de los tubos, psra favorecer la 

cuant1tiv1dad de las reacciones, 

3, Tamb1én ha s1do 1mportante la var1ac lón de la 

proporc1ón de células de bazo/células de mieloma psra optimi

zar la fus1ón de estas líneas celulares y crear así el h1bri

doma, lo cual es un paso de ex tr-ema importancia para generar 

anticuerpos monoclonales. 

4, A diferencia de lo que se seftaló en la descrip

ción de la técnica, en el apartado ( 2. 2), no es 1nd ispensable 

fraccionar las células después de la fusión. Sin embargo, en 

algunos procedimientos alternativos, en lugar de fraccionar se 

prefiere aumentar el número de microcultivos en placa para 

clonar directamente :;obre agar sem1s611do. Tanto el fracclon~ 

miento, cor.:io la clonación directa, son en sí varlactones al 

proced !miento original, en el cual simple:nente se clonaban las 

c~lulas. 

5. Para asegurar un buen desarrollo 1e c~lulas es 

posible ad le 1onar capas al 1rnentadoras de células, que es una 

más de las mod1f1cac1ones mas relevantes al procedimiento ori

ginal, 

Plira la fusión mlsrna, la célula alimentadora más 

simple, aunque no necesariamente la mejor, es aquella c~lula 

que se usó psra la fus16n. 

Otros investigadores han recomendado el uso de otras 
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c&lulaa normales, tales como timoc!tos y macr6fagos. Es obje

table y a veces menos conveniente. Una buena alternativa como 

c'l!lula alimentadora es usar los flbroblastos irradiados, aun

que con todas las células que se han usado se han obtenido 

resultados aceptables, que pueden obtenerse de la mayoría de 

muestras de cultivos de tejidos y donadores. 

6. Aunque no se considera como una mejora, s1 se 

toma co~o una alternativa la ut1lizaci5n de cllulaa de gan

glios linf~ticos en lugar de las cllulas de bazo, que general

mente se utilizan en estos procedlmtentos. 
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CAPITULO III 

DIAONOSTICO DE ALGUNAS ENFERMEOADBS iOR MEDIO DE ANTICUERPOS 

MOllOCLONALES 

3 .1 TRACTO GEtlITO-URI!IARIO 

La lnc1denc1a de la gonorrea se encuentra en niveles 

lnaceptablemente al toa { 119), sobre todo en paises subdesarro

llados, lo cual indica la necesidad de mejorar el diagnóstica, 

el control y el trata'l!iento de esta enfermedad. 

Le. 1dent1f1cac16n rápida de j~ ~onorrhoeae puede 

hacerse por varios métodos. Algunos incluyen la utilización de 

carbohldratos por medio de enzimas prefo~ma3a3 o bien sinteti

zadas durante el crec1m1ento de rle1sser1a, con procedimientos 

rad1ométr1cos, cromogfmlcos e 1nmunol6gicos, entre los. que se 

incluyen la coaglutinact6n con anticuerpos policlonales, con 

anticuerpos monoclonales murlnos, o con anticuerpos pollclona

les mar-cadas con fluoresceinn, que perrniten todoa una lñenttfi

cación ripida y precisa 1e Ne1sser1a gonorrhoeae. 

Vlrji y f!eckels (105) citan que el ptl1 tiene un 

papel muy importante en la patogénesis de la gonorrea, inter-. 

viene en la adhea1ón d'! los ~onococos a las células epi tel tales 

e interfiere con la !'9.~0cttosls 'ie los l~ucocltos polimorfo

nucle11.res. ttecienternente, ne ha demoatr"ado que el p111 de los 

gonococos de una cepa dada puede variar antigénlcamente. Dife

rentes variantes de la cepa P9 producen uno de los pilla alf'l, 

beta, gruna o delta con subunidades de 19.5, 20.5, 21, y 
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18,5 Kd respectivamente mismos que se han aislado. Estos p1li 

son antigénicamente distintos y muestran diferencias en su 

capacidad para pegarse a varias células epiteliales. 

También, se ha observado que los anticuerpos especi

ficas al p111 son protectores. Sin embargo, las variaciones 

antigénicas se producen en el desafio con gonococos que produ-

cen pill con subunldades de peso molecular diferente. Se ha 

demostrado que el pi 11 de variantes de cepas P9 contiene varios 

sitios antlgénlcos distintos y que al menos uno de estos sitios 

lo comparten todos los pll I P9 y parecen tener más de un epito

pe específico al tipo (106). En base a estas observaciones se 

sugiere que la reglón variable del plll contiene un mosaico de 

epítopes que contribuye a la especificidad del plll. 

Según Meyer y col (62), loa mecanismos genéticos que 

controlan la varlac16n del p111 aún se desconocen, aunque pare

cen involucrar un rearreglo de cromosomas. Un modelo para 

expl lcar la var iac Ión del pll I, Involucraría un número limitado 

de genes ampliamente distribuidos entre !as cepas de los 

gonococos, cada una de ellas capaz de regular la producc16n de 

un pll 1 correspond lente a los siguientes al fa, beta, gama ó. 

delta de la cepa P9. Sin embargo, Brlnton y col (9) consideran 

que la realidad es bastante más compleja, ya que los epítopes 

presentes en el p111 muestran react1v1dad cruzada con p111s 

enteramente diferentes que provienen de otras cepas J además de 

que los pllis con epítopes en común, tienen subunldades con 

pesos moleculares muy d iferentea. 
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Estas observaciones sugieren que la especificidad del 

pili está determinada por una combinación particular de un 

enorme número de posibles epi.topes, algunos de los cuales pue

den estar compartidos al azar entre otras cepas. Seis de los 

ocho anti e uerpos con espec 1!'1c id ad al tipo P9 no rea ce ionaron 

con ninguna de las cepas examinadas. 

~letcher y col (23) produjeron anticuerpos monoclona

les, que reaccionaban contra la proteína ! de la membrana 

externa de Heisseria gonorrhoeae cepa P9. La proteína mayor 

(PI) es abundante, al parecer no cambia antigénicamente y es 

esencial para la viabili:lad de la bacteria y juega un papel muy 

importante en el mantenimiento de la estructura y función de la 

membrana externa. 

Cabe seflalar que los gonococos se clasificaron en 

func16n de sus resultados con loa patrones de 1nmunofluorescen

cia en 3 grupos: A, B y C; posteriormente, por coaglutinación 

se dividieron en WI, WII y WIII. A últimas rechas se investi

garon tratando las cepas con enzimas y se encontr6 que las del 

subgrupo Wl expresan una protel.na que se conoce como (PIA) y 

que las de los subgrupos WII y Wlll están muy relacionadas y 

expresan la proteína (PI~). 

Las dos protelnas son muy diferentes en su estructura 

primaria y organización en la membrana externa. Aún entre 

serovariedades que tienen PIA hay una homología limitada entre 

ellos. 

La mayor parte de la PIA está dentro de la membrana, 
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por eso resiste ataques enzimáticos y sólo una porc16n terminal 

está expuesta en la superflcle, a diferencia ae la PIB en la 

cual ambas reglones terminales se local izan en la membrana y 

una porc16n central se expone en la superficie y, por lo tantoJ 

es susceptible a ataques enzlm&tlcos. 

Las diferencias entre las dos clases de PI se refle

jan en su reactivldad con anticuerpos monoclonales. !::n este 

estudio, ningún anticuerpo monoclonal obtenido por 1nmunlzac16n 

con membrana externa que contenia PIB (sensible a proteasa) 

reacc1on6 con cepas que expresaban PIA (resistente a proteasa), 

cuatI•o anticuerpos monoclonales reaccionaron con epitopes pre

sentes en un número limitado de cepas PIB¡ un anticuerpo mono

clonal denominado S'·124 resul t6 ser de interés especial ya que 

reacciori6 con todas las cepas PI'rl indicando as'í ln presencia de 

un epítope altamente conservado en esta proteína. 

'r~mb1én se 1nvest1gó la prox 1m1rtad de los ep'í topes 

reconocidos por radloinr.iunoensayo3. Estudios similares con 

anticuerpos monoclonales frente al plli de gonococos, han reve

larlo la existencia de epítopes variables y otros conservados 

que est&n en domlnlo~ d1ferente3. 

Usando el modelo del epítope conserva.Jo reconocida 

por el antlc uerpo monoclonal S'~24, se ve que sería el más 

superficialmente expuesto y se ubica dentro de la reg16n varia

ble que contiene otros epitopes que determina~ la especificidad 

de la PIB al se ro tipo. Otra pos1b111dad es que la unión de un 

anticuerpo podría inducir cambios conformaclonales que a.rectan 



31 

la unión de un segundo anticuerpo hasta una distancia determi

nada. La reactividad del S'-124 con la Plll de la cepa P9, sin 

que ésta se haya sometido a tratamiento enzimático, demuestra 

que no reacciona el anticuerpo n1 con el fragmento de 15 ni con 

el de 22 Kd, que se generan cuando se somete la P!B a ataques 

enz1mát1cos. Asimismo, el sitio primario del tratamiento 

también primario con tripsina, produjo un fragmento reactivo 

que tampoco reacc1on6, aunque se esperaba que en éste se encon

trara el epi tope conservado. 

Así, la posición del epítope con el que reacciona el 

SM.24, se localiza dentro de una región expuesta en la super

ficie de la Plll en el 31 tio de ataque de la qui mio tr ipsina o 

cerca de éste. 

La importanc la de conocer tanto la disposición como 

al determinante conservado en la proteina mayor de superficie, 

l'"adlca en el poder tener o conocer un blanco potencial para una 

vacuna. 

Posteriormente, V1rj i y col (107) encontraron que la 

virulencia de la variante P9-17 para cf>lulas epiteliales en 

cultivo de tejido, disminuía en presencia de tres de loa cuatro 

anticuerpos que reconocen epítopes específicos de tipo. De 

manera similar, la virulencia del P9-17 se redujo en presencia 

de un anticuerpo, que reaccionó con lln epítope presente o con

oervado en varias cepas. Todos los anticuerpos específicos de 

tipo fueron opsónicos para variantes P9, aunque sólo dos de 

ellos m~J1aban la 11s1s dependiente de complemento. 
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Los resulte.do a, según loa a'utores, 1nd 1can que los 

anticuerpos contra determinantes antigénicos cercanos entre sí, 

que se encuentran en la proteína I, varían en sus actividades 

biológicas y que loe epítopes que se conservan reconocidos, los 

identifica el anticuerpo 3'124, por lo cual esos epítopes son un 

blanco potencialmente efectivo en la super fic le del gonococo 

para la tnrnunopro.f1lax1s. 

En este estudio, los anticuerpos generados parecen 

haber sido efectivos a tres niveles, produciendo inmunidad en 

las ~ucosae para poder prevenir tnvaslones iniciales de células 

ep1tel1ales, generando defenaas bactericidas mediadas por 

comple,.ento y presentando fagocitosis que puede su act1va~a 

por estos anticuerpos. 

La observac lón más importante, según el autor, fue 

que un anticuerpo monoclonal que produce reacclone3 cruzadas, 

es ef~ctlvo con los tres mc~anis'Tlos protectores estudiados, ya 

que reconoce m&n del ~Ot de los aislamientos clinicos; al 

parecer, el ant1geno peptidlco de la protelna IB del gonococo 

podría se;• un buen oanjidato para una vacuna multtcomponente 

que nece3ar1amente 1eberia inclutr tamb1~n un componente com~n. 

contra la proteina IA, 9.t:r:r-¡_ 1 1~ se requiere .:;egutr estudlan::lo 

para conocer el ~pel je los ~nt!cuerpoB monoclon~l~s con antt

genlc!daó cruzada contra la proteína IA. 

Carlson y col {13) reportan qu~ JJ.unqr1e no pudieron 

encontrar n1ngun mlcroor~anismo que produjera reacciones cruza

daa con el examen Phadebact r;c O'BH, 1 leen estar conscientes de 
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que otros laboratorio• han encontrado una especificidad infe

rior al 100% con esta prueba, aunque Ne1sser1a saprofitas, 

produjeron reacciones consistentemente negativas. 

El reactivo OMUI consiste de reactivo control y lUl 

reacti·;o de prueba que incluye anticuerpos monoclonales lA y lB 

unidos a especie a no viables de estafilococos. Por lo tanto, 

el reactivo es una mezcla de anticuerpos monoclonales de rat6n 

dlrlgldos a diferentes epítop~s de una pr•oteína de la membrana 

específica del gonococo, la proteina I (PI). 

Se enfatiza y se centra la importancia del exa:nen en 

la concentraci6n del antígeno y el pH de la solución salina 

usada para preparar la suspensión de bacterias, que según se 

puntualiza aon de extrema importancia para asegurar la especi

ficidad y 111 aensib111dad del método. 

La reacción se lleva a cabo a un pH óptimo de 7.4, 

puesto que a pH ácido !!· gonorrhoeae podría causar reactivldad 

cruzada con otras especies de este género y, por lo tanto, fal

sos positivos. También se aitan otros parámetros que se deben 

considerar, como la caneen trae i6n de microorganismos, para no 

alterar la especificidad de la prueba. 

Concluyen que la prueba Phadebact con anticuerpos 

monoclonales también llamada GC CY.INI tiene una sensibilidad del 

98,11i y una eapecificidad del 100%; que es útil para identifi

car l!· gonorrhoeae comparando esta prueba con las técnicas 

confirmativas convencionales para estandarizar tanto la técnica 

como su in ter pre tac 16n. 



Laughon y col (53 l evaluaron un reactivo con anti

cuerpos monoclonales fluorescentes para confirmar la presencia 

de ll· gonorrhoeae a partir de aislamientos obtenidos de pacien

tes con enfermedades transmitidas sexualmente en 4 ciudades. 

Este estudio se realizó en paralelo con la prueba confirmativa 

clfisica de producción de &ciño a partir de azúcares. 

El reactivo con anticuerpos fluorescentes resultó ser 

rfipido y específico; ademfis de que la prueba se practicó di

rectamente desde un primer aislamiento, requiere sólo de l hora 

y es útil para evitar subcultlvos de la muestra. 

Ninguna cepa de bac ter las o levaduras contaminantes 

desarrollando en el medio de Thayer Martin Modificado (MT:I) 

reaccionó con el anticuerpo monoclonal fluorescente; además, no 

se encontró reactlvldad cruzada con otras especies del g~nero 

lleisseria, por lo cual al anticuerpo monoclonal se le atribuye 

una especificidad del 100~. 

Esta técnica de anticuerpos monoclonales fluorescen

tes puede ser una al terna ti va al empleo del método de produc

ción de ficido a partir de carbohidratos. 

Se incluyó una observación por microscopía a inmer-. 

alón para observar los diplococos típicos de forma arr1!\onada, 

la microscopia au:nentó el nivel de confianza, sobre el de los 

sustratos cromogénicos a loa que pueden degradar enzimas de 

bacterias contaminantes que podrían afectar la lectura. 

Aunque este estudio evalu5 principalmente el uso del 

anticuerpo monoclonal fluorescente para confirmar el aislamien-
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to de un agente causante de una enfermedad transmitida sexual

mente por medio del cultivo, sirv1f> también para ver la e•peci

ficidad del anticuerpo monoclonal ante muestras obtenidas en 

sitios que no contienen moco (sangre, líquido sinovial, líquido 

cefalo-raquídeo, etc.) o en nil\os que requerían evaluacH>n. 

No obstante las ventajas mencionadas, el react1vo de 

anticuerpos mon0clonales fluorescentes es caro, en 1997, un 

frasco r1e ml costaba 275.00 US Dlls. 

Asimismo, en un trabajo real1z:l1o por Welch y 

Cartwright (113) se reporta la evaluaci6n de un anticuerpo 

monoclonal fluorescente para 1dentlf1car Ne1aeer1a gonorrhoeae 

en cultivos, comparándose con las pruebas de ut111zac16n de 

azúcares y otros métodos convencionales. 

En base a dichos métodos convencionales se realiz6 un 

monitoreo de las capacidades de estas metodologías para identi

ficar cul tlvos puros y contaminados de ]'.. gonorrhoeae, en com

paración con el que emplea anticuerpos monoclonales, que fue 

claramente superior a los convenc lona les pues mostró una espe

cificidad del 97 y 96~ para cultivos puros y contaminados con 

otras bac ter las, respectivamente. 

Los autores sugieren que la al ta especificidad obser

vada puede deberse parcialmente al reconocimiento de epítopes 

(micos en los antígenos PIA y PIB de las proteínas de la mem

brana externa mayor, que se encuentran sólo en]. gonorrhoeae. 

Además, según se c1 ta, son pocas las casas comer e ia

les que ofrecen el anticuerpo monoclonal para identificar a 
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este microor-ganismo. Concluyen que el anticuerpo monoclonal en 

cuesti6n y au aplicación, san en s'i un método rápido para 1den-

t1f1car a !!· gonorrhoeae (30 minutos). Otra ventaja de este 

método es que no se observa reactlvidad cru:ada aparente con 

otras especlea de este género inclusive Branhamella catarrha11s. 

En vista de lo anterior ae concluye que esta metodología y el 

reac tl vo empleado, son a pro piados para la determinación de 

gonococos en muestras clintcas. 

Dillon y col (17) evaluaron los proble:nas tradicio

nalmente hsociadoa a los ex&menea conr1rmat1vos basados en la 

degradac16n de carbohidrato a, rJ;Ue se resolvieron con el desa

rrollo de nuevas t~cnlcaa basartas en la presencia de enzimas 

sintetizadas por Heisser1a .fl.2..!2._0rrhoeae para degradar carbohl

dratoa o para uaar sustratos cromogénlcos. 

Mencionan que entre 8 metodologías evaluadas en su 

estudio, el meJor fue el Syva Mlerotrak. que se vale de anti

cuerpos monoclonales fluorescentea y que resultó ser el más 

específico y sensible aunque 1nvol11cra al tos costos por el 

requerimiento rle un mlcroscoplo de fluorescencia. 

Además, citan que no se produjeron rencc1onea cruza-. 

das con otro o microorgan!.s111os. Sncontraron sólo un aislamiento 

de meningococo que produjo u~ result.3.do f11lsa-posltivo, lo 

cual, asllmen que era de e3perarse dado que puerle haber evol u

c16n de cepas que incluyen epítopea nuevos. Sin embargo, el 

reactivo que actualmente oe usa tiene una mejora respecta al 
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antiguo que ut111zaba anticuerpos policlonales, mientras que el 

actual se basa en el e:npleo de una mezcla de anti e uerpos 

monoclonales dirigiños a la proteína I de ~- gonorrhoeae. 

Con el reacttvo original se producían reacciones 

cruzadas con.:.!· lactamica, misma que aún es un proble~a, aunque 

cada vez menos grave; algunas cepas de j. c!nerea y otras de~· 

catarrhalie tamb1'3n produjeran reacciones que podrian conside

rarse positivas. 

Como se m~ncionó, hasta la fecha ~- clnerea produce 

reacciones típicas, inclusive con la r!lezcla de antlcuerpoo mo

noclonales, por lo cual puede confundirse con j. gonorrhoeae. 

Se ha sugerido que para dlferenclar entre una y otra 

Nelsaerla se deben monitorear con reactivos serol6glcos especi

flcos a la. especie pi:itógena, rletermln11r au auscept1h111dad a 

col lstln o por el desarrollo en Agar Soya Triptlcase o Agar 

llueller H!nton a una te11peratura entre 22 y 25•c. En este 

trabajo tambl~n se confirmó que nlnguna cepa ~· cinerea fue 

resistente al col istin y que todas las cepas desarrollaron en 

ambos rne-11os de cultivo e 25•c . .!.!· cinerea no produce reaccio

nes cruzadas con .r:!l Syva M1cr0trek. 

Ftnalmente, el autar concluye q~e es conveniente 

inclutr toda una batería de pruebas para evitar errores en la 

ldentlflcación de l!· gonorrhoeae, sobre todo en aquellos casos 

en que cualquier grado de error es margtnalmente lnaceptable 

(!'!as'J~ de nlnos ·1íctlma:J iie abuso sexual). 

Anand y col (2) en au conrtrmacHm serológica de 
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proced1m1entoa de coaglut1nac1ón basados en anticuerpos mono

clonales para identificar Helsserla gonorrhoeae, comparan un 

examen conocido como PMGOT que emplea un reactiva con una 

mezcla de anticuerpos monoclonales r:iurlnos, d1.ri3ldoa contra 

laa proteínas PIA y PIB usadas para revestir células de 

Staphylococcua ~ que coaglutlna los serogrupos Wl y 

Wll/Wlll, respectivamente. Con otros equipos, t9.mb1én basados 

en coaglutlnac16n corno es el Gono-gen (G3), se utiliza igual

mente una mezcla de anticuerpos monoclonales prep9.rados contra 

los ant1genos de la proteína I de la membrana externa purifica

rla de!!· 5onorrhoeae y es un exa:nen de coaglutlnac!ón. 

Loa autores f!ncontraron que las sensiblliiades del 

rea e t1 va P«1G0T ;¡ del G'1 fueron de 99. 2 y 98. 7~, respec t1 vamen

te J la.2 espec1f1c1dade3 de 1)1.5 y lOO't, respectivamente. Se 

observaron reaccionen falsas-positivas con 1.!· lactamica y .!!· 

men1ngit1dls al usar el reactivo P"1GOT, por lo cual s~ modificó 

la. técnica su2tltuyendo la soluc16n salina por caldo Todd 

Hewitt para preparar la suspens16n del ~1croor~anls~o, mejorán

dose así la senslh11111id y espe(:ificidad riel reactivo P"itGOT a 

un 99.3 y 100~, respectiva'Tiente. 

Las ventajas del ?'1GOT con respecto al GG obtenidas 

con esta :nejora uon: 1Jr1 ~ostu rJ.enor :¡::;ay:.:-- ~a.:!.1!1ad p'l:'"a le~r 

la prueba. Se conf!.r-nó la Jen:J!bllt·:h . .i ohten!.'1a por otros 

autores (13,17), ~ulenes observaron que ~~bos reactivos presen

tan proble~a:J para l~entlflcar ciertos aislamientos de !· 

gonorrhoeae, aunque no fueron lon mls"'!os 1=n unn y otro caso. 
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Explican que esto es lógico, pues en las pruebas comparadas se 

uaan anticuerpos monoclonales dlrlgldos a epitopes eapec1f1cos 

que pueden no encontrarse en todas las cepas de 11.· gonorrhoeae 

aisladas 1e dlrerentes zonas geográficas. 

Así, Anand y col (2) concluyen :¡ue la senslb111iad 

obtenida varía con respecto a la 1ue se cita en otros e3tud1os 

(13), aunque es slrnllar a la obtenida por Dlllon (17). Sugiere 

además, que las reacciones falsas-pos1t1vas co:i 1· lactamlca y 

~· mening1t1d1s fueron consistentes en cultivos prl~arios. 

~1nalmente, se concluye 1ue en vista de que existen 

aislamientos que ocasionalmente podrían no ser 1de!1ttf'1cados 

por la3 prueba3 con anticuerpos monoclonales, el personal de 

laboratorio debe ser ~n ex tremo suspicaz cuando aisle colonias 

con morfología típica de j. goriorrhoeae ~~-ra ex.a11lnarlas 

además con métodos al terna ti ·.:os. sobre todo 3t las pruebas con 

anticuerpos .aonoclonales resultan negativas. 

Rajasekariah y col (7~) en su reporte sobre la deter

clnac tón dlrec ta Je Nelsserla ~onorrhoeae con anti e uerpos :ri'.JnJ

clonales serotiplflcadores, produjeron un nuevo reactivo que 

involucra a l~ anticuerpos monoclonales tnmunofluorescentes 

dirtgl~os contra la proteína de la membr~nll externa mayor de la 

bact".?rla (?!), empleados para 1denttrtcar diferentes serovarle

dades de 113tlntas cepas entre las que se encuentran cepas Wl y 

\111/lll. 

Se encontr6 que este reac tl vo ttene un Importante 

potencial p:?i.ra reconocer las diferentes cerovariedades de las 
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cepas patógenas de !J. gonorrhoeae. También quedó claro que 

e< 1ste una gran diversidad de serovariedades entre los a1sla

m1entos de gonococos, especialmente en cepas del grupo Wll/111. 

A~em&s, ae considera que la bacteria puede var1ar la estructura 

ant1gén1ca de las prote'Ínas de su membrana ex terna, lo que 

aunado al estado d inárn 1c a, resulta do de !'acto res intr"ínsecos 

del mismo m1croorgan1smo, asl como los factores ambientales a 

los que se somete al hospedador, conllevan a l!l aparición de 

nuevas serovariedades. 

Otro factor que complica el diagnóstico es la var1a.

b1l 1dad de la l!stribuc1ón de lila serovarledades en diferentes 

reglones geogr&flcas, 

Los resultados en este reporte sut;ieren que es nece

sario seguir evalu~ndo la configuración antlgénlca de las cepas 

1nfectantes de gonococon más rrecuentes, para mantener la 

sens1bll1dad de las pruebas, e igualmente seleccionar y seguir 

evaluando los métodos de diagnóstico con anticuerpos monoclo

nal es. 

Rl1derhof y col (77) compararon un anticuerpo mono

clonal fluorescente y una sonda de AD!! para 1dent1flcar 

Ue1aser1a gonorrhoeae en pr1710111slam1entos, encontrando -que el 

prlr.iero tuvo una sens1b111dM 1"1 94~ y una e3pec1f1c1dad del 

100%, es decir suficiente fYira identificar Ji .. gonorrhoeae, en 

pr1moaisllimlento de muestras genitales 1 mientras que la sonda 

de ADN tuvo •Jna sens1b111<lad del 95~ y una especificidad 

inadecuada (65%) para 3er considerada una prueba conf1rmat1 va. 
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E:sta diferencia en los resultados de dos pruebas que 

generalmente ae usan como pruebas conf1rmat1vas, se debió a que 

las muestras de bacterias diferentes a~· gonorrhoeae fueron n~ 

gatlvas con el anticu.erpo monoclonal fluorescente ( 100~ especi

fico). Sin embargo, con la sonda de ADN, resultaron positivas 

lll muestras que no corresponden a H· gonorrhoeae. En vista de 

la baja espec1ficldad de la sonja de ADrl para examinar rutina

riamente cultivos del pri~o-aislamlento, sospechosos de ser E· 
gonorrhoeae, este producto ya se ret1r6 del !llercado y se conae!_ 

vf.J el examen con anticuerpos monoclonales fluorescentes, al que 

se le llama Syva test. 

El Syva test ha resultado de buenas caracter1st1cas 

(sen sibil 1dad y es pee 1fic id ad) empero ya se han encontrado y 

docwnentado resulte.dos fn.lsoa negativos, sabre todo en ciertas 

§.reas geográflcaa, por lo cual se recomienda complementar- con 

cul t1 vos subsecuentes para identificar bien a la bacteria. 

Saunders y col (92) generaron lineas de hibrldomas 

que producían anticuerpos monoclonales para identificar antíge

nos de Trep~ pallidurn, algunos de los cuales reconocieron 

antígenos de género en!· pallidu!!! (N1chols), !• pall1dum cepa 

!~ (recientemente establecida) ;¡ !· ~~ b1ot1po Relter. 

Loa anticuerpos monoclonales se evaluaron y caracterizaron 

mediante ensayos inmunoen zim&ticos (E LISA) o rnd iotnmunoensayo 

(RIA), que pueden alterar los antígenos de conejos tratados con 

cortisona. 

Por su parte Strugnell y col (95) encontraron que es 

posible que los antígenos del hospedera reacclonen con los de 
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! .. pall1dum e induzcan una respuesta auto1.n:nune en él. Es toa 

fenómeno a se detectan part1c ularrnente cuanjo hay dano celular 

aparente en los tejidos del hospedero, o cuando los antígenos 

de éste ae pegan a la superficie de la bacteria, transportándo

se as'.i. 

En la mayor parte del estu11o ( q2), se obtuvo una 

buena corr-elaclón entr<? los re3Ul ta:los de ELISA y los de RIA, 

sin embargo, varlas clonas ~ostraron mayor react1vidad con RIA 

que con ELIS~. Algunos anticuerpos monoclonales mostraron 

r-eact1v1da1 en ~ontra ·je .T· phagedenis biotipo Reiter por RIA; 

no obatant'? que con F.LISA se tu·10 una a,:tividad mínima, esto no 

e~ poco común, ya ~ue como ae 31be, ~~bas ~epas co~p3rten algu

nos d~terminantes antlgénicos, tal como la des~ribleron Robert

son y col (78)> quienes utilizaron m~todos 11~erurnente d1feren

te!3 pi:ira desnrrollar anttcuerpos i.!Onoclonales e identificar a 

1· pallidum encontrando reacciones cr-u:udas con !· phagedenls 

blotlpo Relter. Lo anterior injtca que los 11ntlcuerpos detec

tan antígenos comunes en rlás oie una cepa rje 1· pa111dum, pero 

no di?tectan 9.ntigenos que son únicos para la cepJJ. U1.chols y que 

e3 posible utilizar anticuerpos monoclonales p-1.ra identlrlcar y 

purl~!car componentes 1e 3uperf1c1e ~specíficos de 1· pa111dum. 

~~nsen y Loftus ~39) atsl~ron h1briJoma3 ~ue secreta

ban anticuerpos monoclonales dlrigl~os co~1trd !Iaemoph1lua 

ducrey1. Sr:lla~ente do~ rie e3tos anticuerpos monoclonales reco

no~1eron a toda3 las cepas del!· ducrev1 de un grupo de 12 pro

ba.daa a la fecha) y fueron capaces de det~r'-llnar la presencia 
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de este microorganismo en leeiones de piel producidas en anima

les experimentales. 

Los autorea utilizaron un sistema de radloinmunoensa

yo para evaluar estos anticuerpos monoclonales y e:n;::ilearlos 

para el diagnóstico potencial. Loa dos anticuerpos monoclona

les rleter'1llnaron rápidamente la presencia de .!!· ducreyi en el 

material de la lesión; sin embargo, no reaccionaron con 1· 

pallidum purificado ni con tejido testicular je conejos con 

orquitis Inducida por 1'.- pallidum. Además, uno de los dos 

anticuerpos monoclonales no d1acr1min6 cepas de fl. lnfluenzae 

de J:!. parainfluenzae, que pueden ser parte de la flora genital 

normal en humanos. 

Loa autores enfatizan que la técnica usada para la 

detección de !!· ducreyl en este estudio, no representa una úni

ca modalidad del uso de anticuerpos monoclonales en pruebas de 

dlagn6st1co, sino que debe ser posible usarlos para desarrollar 

t~cn1cas de inrnunofluorescenc!a, tanto directas como indirectas 

o preferiblemente técnicas más simples, tan precisas como la 

coaglutlnac16n. Finalmente, concluyen que con la 1ntroducc16n 

de antlc uerpos monoclonales especificas de !! . ducrevi simul

táneamente, se incrementa la senslbllidad del método. 

Se hwartzman y Krug (33) demostraron la utilidad de 

los anticuerpos monoclonales especiftcoe frente a la beta-tubu

lina para identificar microtúbuloa de flagelo de Trichomonas 

vaginal is, encontrando lo que parece ser una reacc16n cruzada 

entre la beta-tubul1na del flagelo de !· vaginal1a y la de 
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ma.'1l'iteros 1 y reportan una serie de anticuerpos monoclonales que 

anteriormente mostraron espec1f1c1dad frente a la beta-tubul1na 

de ma~'iferos, en la cual los autores dicen haber dernostrajo la 

determ1nac Hm de m1c rotúbulos subpel 1c ulares ;¡ flagelares de 

Leishmania donovani y '!'oxoplasma gond11, menctonanjo que no 

todos reaccionan con rnlcrotúbulos de poblaciones -le 1· .Y.!!

g1nal1s. Cuan1o se !'ijó .:;_:. ~Einalls con for-n3.l-:leh1do al 2~ 

antes de la extracción de la r.ie'.".lbrana, se obtuvo un patrón 

rettcular de fluorescen.:1a en el citoplas:na, acentuado a lo 

largo de los márgenes l"lter;il :/ anterior iel área nuclear, pero 

el mismo nGc1 eo 11par~ce .~o-no u;i área el 1r':3., n1.ngún anti~ !..lerpJ 

tU'16 al flagelo, aún cu~ndo el flagelo anterior estaba clara

mente presente como se 1e::iostró por la wicroscopia de con

tr11ste. 

Se procedió a la e:t:tracc16n de la me::i.brana del par&

sito, disolvil!ndola y conservando el cit:>en·1uel~t:o; s!.n embargo 

aQn bajo estas condiciones, no fue posible detectar el flagelo 

con anticuerpos monoclonales, ni el citoes'::¡ueleto ax.l~l, sin 

detectar el patr6n fluorescente cltoplásmlco, pero sí se obser-

varen, el axostilo, el ftlamento par!ibasal, la costa, el 

flagelo recurrente y cu::itro f'la¿.elos anteriores. 

Los 11utore3 su;leren '.1Ue la tubullna de 1· vag1nal1s 

muestra ep'ítopes que varí<in con resP'~cto a l()s de la tubulina 

de !· gondll y 1_. donova!l!. ~o:::io se reconoció con esta serle de 

anticuerpos manoclonliles. .S6lo dos 'lntlcuerpo:J i.jent1!'1caron 

el cltoesqueleto axial y el ~lagelo, a diferencia de sus 
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descubrimientos anteriores con 1· donovani y !· ¡¡ond11 en que 

los anticuerpos monoclonales que usaron parecen haber 

reconocido las mismas poblaciones de microt(ibulos por 

lnmuno fluorescencia y por 1nmunotransferenc 1a. La correlac 1ón 

morfológica de las estructuras citoplásmicas espec'iricas 

determinadas por los anticuerpos que no reconocieron loa 

microtnbulos axiales, no est~ clara. 

El patrón ret le ular podría no corresponder a loa mi

crot6bulos en vista de los hallazgos de la inmuno-electrotrans

ferencia de los 5 anticuerpos que tií'leron el citoplasma. Pare

ce ser que en 1· donovanl la subunidad puede reconocerse como 

en 1· vaglnalls, el epítope reconocido por loa anticuerpos que 

tii'leron el citoplasma podría ser otra proteína citoplásmica. 

Las pruebas de ln'.llunofluorescencia e ln:nunotransferencla sugie

ren que el epí tope puede estar local izado en una proteina aso

ciada al microt6bulo, lo cual explicaría la diferencia en la 

distrlbuclón de la tinción fluorescente. 

En vista de que ya se había demostrado la especlf1c1-

dad de estos anticuerpos por la tubu11na de :namíferos en otros 

experimentos, ea pon1ble que los ep'itopes relacionados con la 

tubullna en otros componentes del citoesqueleto se reconozcan 

en !· •taglnalis. 

Finalmente, los autores concluyen que el c1toesquele

to de !· vaginalis es antigénicarnente distinto del observado en 

~· donovani y!· gond11. 

Fohn y col (24), en su reporte sobre la producción y 
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caracterlzac16n de anticuerpos monoclonales dirigidos a 

Moblluncus .!E· -que son bacilos curvos, móviles, asociados con 

vag1nos1s bacteriana-, una vez producidos se caracterizaron por 

ensayos lnmunoenzlroáticos y por lnmunofluorescencla indirecta. 

Con el empleo de antlcuer-pos r:ionoclonalen identifi

caron aislamientos clínicos de J1. curt1s11 y _!1. mulleris de 25 

pacientes con vaglnosis bacteriana. !..'1. sen2ibllldad y espec1-

f1c1dad de la mezcla de nnticuerpos fue de lOO't para~- curti

.!!.ll; 9 de 9 (~9~) de a1alam1entos de _!:l. mul1er1s un aisla

miento de J1. curttsll reaccionaron con anticuerpos dirigidos a 

~· mul1er1s (94%), por lo cual, se 3u51ere que comparten algu

nos determinantes antig~nicos. 

Sin embargo, los Butores cons1,1eran que en vista del 

ntimero relatl.vamente bajo de muestras, se debe ex: aminar un 

número mayor 1 sobre todo provenientes de otras regiones geográ

flcaa, para estudiar su comportamiento y determinar la sensibl-

11.dad y especlfic tria.J de la mezcla ·ie an';ic uerpos monoclonales 

en otras área.3. 

Por otro lado, los autores :.>ei"lalnn 1ue los estudios 

de h1br1dlzac16n de AD~1 han demostra'.Jo una homología mínima 

entre~· curtisl~ y _!1. mulierls 1 (9 a 25't) r.ilcntras que hay un 

gra,.Jo r!e hrJmolog~a mucho mayor (75't) entre 11· ~ 

subespecle curtls11 y~· curt1s11 subespecte holmes11. 

El perfil protélco no fue capa:: r1e dif~renciar las 

aubespectes de 11· curtlsli; pero ne deftn16 un epítope común a 

lao 2 subesp~cles con 3 :intlcuerpos monoclonal en. ::1 epítope 
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cionar en 1nmunotransferenc1a. 

]1. mulieris es morfológica, bioqul:mica, anti¡;énica y 

genéticamente distinto de ]1. curtisli, ya que 4 anticuerpos 

monoclonales fueron específicos para estas especies y se unie

ron a una molécula de 93 Kd y, en menor grado, a otra mol€:cula 

de 87 Kd. 

la molécula de 93 Y.d parece estar presente en las 2 

espec les, aunque ae desconoce el peno r.:iolecular de ~· curt1s11 

subespecie holmessi. 

~n conclus16n, los anticuerpos ~onoclonales identifi

caron especies y subespecies, asi como antigenos compartidos de 

Mob1luncus. Su utilidad potencial incluye la identificación 

directa del m1croorgan1amo en muestras de vagina para deter

minar la frecuencia verdadera de Mobiluncus !!E• Adem§.s, Be 

requiere caractertzar los antígenos de Mobiluncus para elucidar 

su papel en la patogenicidad. 

Stamm y col (38) efectuaron una comparac16n de dos 

métodos para identificar inclusiones de Chlamvdia trachomatls 

en un cul tl vo en mono capa de c~l u las Me Coy; por un lado, la 

t1ncHm de :,•oda convencional :;, por otro, la t1ncU'.m con anti

cuerpos monoclonales fluorescentes dirigidos contra el antig.eno 

proteico de la membrana er.terna mayor, especifica de f. tracho

mati.:!• Los autores reportan que con el métodos de t1nc16n 

lnmunofluorescente se determinaron 8 vece3 mis inclusiones par 

monocapa es decir, :iue es un método m&s sensible, y tambil§n 
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m!ia rápido que loa métodos convencional ea, ya que con él se 

1dent1f1caron prfictlcamente todaa las •rmestras ·positivas en el 

primer aisla'lllento y al el lminar el segundo paso, se dlsmlnuy& 

el tiempo en aproximada~ente iJn 30~. 

Stephena y col {q9) co~pararon la t1nc16n de 1n~uno

fluorescenc1a con la t1nc16n de raemsa y descubrieron que con 

la técnic& de in:nunofluorescencla hab1a un au11ento al cuádruple 

de las cuentas je inclusiones y por lo :n1smo se mejoraba la 

aenslbllldad 1 particularmente en las mue a tras con una cuenta de 

inclusiones baja, ya que si éstas carecen ie glucógeno no se 

trnen. Aunque no explic&n completa~ente en qué radica la 

super1or1da'1 del m§otDdo de 1nmunof'luoreoce:ic1a con respecto a 

la tinc16n de ~lemsa o la tlnc16n con yodo. 

Por otro lado, Thomas y col (~.9), en una tlnclón 

!nmunofluorescente con anticuerpos proce:lentes de un paciente 

con llnfogranulo~a venfire~, t~mbi~n encontraron m§s inclusiones 

por muestru, cornp-'lrriio con l·l t1nc16n de '1le":'l::ia. A diferencia 

iel tr.<tbajo report.:ilo por D3.r0ugar y -::al (lf)), en el ~u3.l s~ 

encontraron poca3 dlf~renclan entre est')s dos 'nétorlos 1e t1n

c16n, pero ~n el riue no se e2tu11nron muchos p;iclentes cuyas 

muestras produjeran cuenta3 bajas de 1nclus1nnes. 

S'l resu:nen, estos est ui los nu;; ler~n 1ue la tlnc Ión 

1nmunofluoreacente es más sensible para detectar lncluslones 

gue la t1nc1ón con yodo o la tlnclón de Gtemsa. 

Posteriormente, Mall1nson y col (57) sugieren, en 

base a su experiencia con 53 pacientes varoneo, que la micros-
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una buena al terna ti va, en comparac 16n con el método de cultiva 

para diagnosticar enfer~edades por Chlamydia trachomatis. 

no ae hacen comentarlos sobre ninguna dificultad para 

interpretar los exudados examinados con anticuerpos ~onoclona

lea fluorescentes. poa1blemente por~ue los obtenidos de sus 

pacientes fueron mfis ''limpios" que aquéllos que se obtienen del 

cérvlx femenino. Sugieren que al entujlar éstos últimos algu

nas veces se dificulta su 1nterpretac16n, por lo cual el método 

de anticuerpos fluorescentes no parece ser un método muy con

fiable para hacer diagnbstlcos en clinicas que atienden enfer

medades tranemttldas sexualmente y en las cuales los laborato

ristas no tienen mucha hab1111ad en técnicas ".Tl1crob1ológicas; 

sin embargo, concluyen que el mbtodo del exudu·1o clirecto puede 

tener una ventaja 3obre el cultiva, particularmente cuando en 

forma inevitable cxlst~! unu demora entre la toma t1e la muestra 

y su posterior inoculac16n en el cultivo celular, esta es la 

celertdad con que se obtienen loa resultados con el primero. 

Se tiene otro estud 1o (73) en el cual se confir'llan 

loe resultados oobre sensibilidad y especificidad previamente 

reportados (88) de loa anticuerpos fluorescentes y que mueBtra 

ventaj ao sobre los métodos de tlnción con yodo o G1emsa. Sin 

embargo, se encontró que los anticuerpos monoclonales dlrectoa 

generan resultados falsos tanto negativos como positivos, 

principalmente en pacientes cuya infección se caracteriza por 

un nú:nero bajo de microorganismos; se demostr6 que se pueden 
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detectar 1nfecc1onea por clamldlas ex trace! ulares en secrecio

nes obtenidas directamente. No obstante 1 camb16 el criterio de 

interpretación y en lugar de considerar 10 cuerpos elementales 

como muestra pos1tlva, se cons1der6 que sl se encontraban 5 o 

más cuerpos elementales en una área de '3rmn je diámetro por cada 

placa, se conslderaria positiva la prueba, en base a que datos 

previos mostraron una correlación lineal directa entre el nú

mero de cuerpos elementales por cultivo y el núr.iero de cuerpos 

elementales por frotls. Asi, se logr& aumentar la sensibilidad 

sin disminuir la especlflcldad y se corrigieron errores como 

los 1mpl 1cados en la toma de muestras 1 tox le !dad del med lo de 

cultivo al transportar la muestra o del cultivo de tejidos, 

congelamiento, muerte del microorganisrno o su inhib1c16n por la 

presencia de otros microorsanlsmos que se desarrollan en el 

cultivo de tejidos y la presencia r:ie sustancias lnhibidoras, 

como anticuerpos, que afectan la capacir3ad del microorganismo 

para crecer en cultivo de tejldon. 

Francia y col (27} tambien encontraron que los anti

cuerpos monoclonales conJugados con fluoresceina son útiles 

para diagnosticar enfermedades por clamidla y mencionan que 

usaron anticuerpos monoclonales especificas de género y espec~

ficos de especie para determinar inclusiones de clamldla en 

cultivos de tejidos y para determinar cuerpos elementales en 

frotls por examen de ln muestra directa. Se presentaron algu

nos errores de lectura en los frotls inmunofluorescentes que se 

debieron principalmente a la reactivldad cruzada de los anti-
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cuerpos, a la al ta luminosidad del fondo y a la unHm de la 

fracctfm Fe de los anticuerpos monoclonales conjugados, con la 

proteina A del estafilococo dorado. 

Posteriormente Pouletty y col (71) optimizaron un 

ex amen de inrnuno fluorescencia dlrec ta para determinar cuerpos 

elementales de Chlamydia en muestras el ín1cas, usando una mez

cla de dos anticuerpos monoclonale'J conjugados con fluores

ceina 1 uno especifico de g~nero y otro especifico de una subes

pecie de Chlamvdia trachomatis. Adem~s. se optimizó (52,71) la 

supresión del fondo fluorescente y se inhibió la unHm de la 

porc16n Fe de los anticuerpos monoclonales conjugados con la 

prote!na A de ~· ~ 

Los autores concluyen que mediante las :nodiflcaciones 

que hicieron a la técnica convencional, se logró una forma 

simple y eficiente de mejorar la especificidad de los reactivos 

usados para ex!t.menes de muestras directas. La lectura de las 

lam1n1llas fluorescentes fue sencilla, los cuerpos elementales 

fluorescentes y los cuerpos ret1culados se observaron claramen

te contra. un fondo con c~lulas tei'l1das con colorante de con

traste. La sensibilidad y la espec1f1c 1dad obtenidas con mues

tras directas en comparnc16n con el cultivo de tejidos, fueron 

oi;ntlR.res a las de3crttas en otros report~s, considerando el 

c~1ter1o de positividad por laminllla en base a diez o más 

cuerpos elementales. Se evitaron la causas conocidas que 

podrian conducir a reaul tactos falsos positl\•os, optimizando la 

fluorescencia de los anticuerpos monoclonales conjugados, como 
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se vió en otros exámenes del mismo tipo. 

Se pueden detectar los antigenos espec~ficos mientras 

que el cultivo de tejidos puede ser negativo. Por lo tanto, 

los pocos resultados positivos de muestras de exa:nen directo 

que fueron negativos en el cultivo de tejidos, podrían ser 

positivos verdaderos. 

l)e acuerdo a lo anterior, Pouletty y col {71) sug ie

ren que una. opttmlzaclón culrladosa de los reactivos lnmuno

fluorescentes 11rectos, permitiría una lectura m§.s confiable y 

sencilla ~e hs laminillas de muestras directas. También, 

sugieren que el uso de un criterio de postttvldad to!Ilando una 

base menor de diez cuerpos ele~entales, au~entaría la sensibi

lidad del método sin jis~inuir la especif1c1jad. 

Existe un stste:na co:nercial, Microtrack, que consiste 

principalmente en un anticuerpo monoclonal fluorescente (103); 

Forbes y col (26) lo evaluaron para detectar Shlamvdla tracho

matis d1recta.;nente en las ~ue3tras, co:np::.r~njo estJ metodolo

gía con el cultivo de cf;lulas en .jos poblaciones de pacientes, 

una de ~lto y otra de bnjo rtes~o 1e 1nfecc16n. 

En base a sus resultados, los autores concluyen ~ue 

es nec~s11rto ~orrer el Mtcrotrack en p.1.ralelo con el cultivo, 

desde el !ntclo. Se observaron a 1n-ners16n las la-nin1llas y 

encontraron que el 4~': de los resulta,1os falsos negativos, 

ten'ían poco menos de dlez cuerpos ele:nentales P.n todo el rrotls 

mientras que en el 40~ de frotis falsos negativos se observaban 

de O a 5 cu~rpos el e:nentales. 
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En conclusión, se mejoró notablemente la sens1b1lidad 

del Microtrack al cambiar el cr1ter1o sel'lalado por el fabrican

te del react1vo 1 y en lugar ::1e considerar una laminilla positi

va cuando en ésta se encuentren diez o rnás cuerpos elementales, 

se consideraron tres o mis y se 1ncluy6 la observac16n de la 

laminilla a inmersión. 

':'11 ton y col (99) desarrollaron dos metodolog'.i.as que 

por microscopía, involucraban anticuerpos monoclonales y las 

compararon con el cultivo de Chlamydia trachomatis. Demostra

ron que no ex13te una diferencia importante en el promedio de 

sensibilidad y espec1!'1c1dad de las pruebas. Sin embargo, 

encontraron una var1ac16n 1nterlaboratorlo observada en func16n 

de la sensibilidad de la microscopía con anticuerpos ~onoclona

les y una discreta variación de especificidad. Sei'\alan que 

cualquiera 

poblaciones 

podría ser un método 

en al to riesgo. Los 

de monltoreo efectivo para 

exámenes rápidos tienen el 

potencial de salvaguardar las dificultades técnicas que se 

present.:?n y aventajan al trad le 1onal método de cultivo puesto 

;:iue no requieren tanto tiempo. Además, en el caso de los méto

dos con anticuerpos monoclonales son más sencillos de llevar a 

la práctica y pueden hacer una prueba cuantitativa. 

Los autores estudiaron ade~ás, que en un segundo exu

dado se arrastran menos microorganismos que en un primero, por 

lo cual el segundo exudado no es tan confiable para asegurar 

:n§ximn aens1b1lidad y dejar al libre arbitrio del laboratorio, 

la decisión de cuál método usar, por supuesto en base a costos 
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ensayo con anticuerpos monoclonales fluorescentes como el ensa

yo 1nmunoenzimático con anticuerpos monoclonales son igualmente 

Cit1les. 

Por último, se sugiere que en el caso del ensayo con 

anticuerpos monoclonales fluorescentes, la fluorescencia es 

útil, pero las preparaciones tienden a deste~irse m~s r&pida

mente 1 por lo cual se incluyó un colorante rle contraste para el 

fondo de estas preparaciones y se prefirió el anticuerpo mono

clonal dirigido contra epitopes proteicos de la membrana exter

na mayor de Chlamydia trachomatis, que difiere de otros equipos 

en que el antic11erpo en este caso ne dirige al 11popol1sacir1-

do. 

Sto rey y col ( 92) así como R1chmond y col (76) des

criben una técnica de in~unotransferencia {IOq~) para determi

nar el antígeno típ1co del género Chlamvd1a, comparándola favo

rablemente con la técnica de cultivo 1e células para diagnosti

car enfermedades gentt:il~s por Chlamvdia. En el IDBT, el antí

geno 11popol tsac!ir1do (LPS) eopecíf1co del género se deter:n1nó 

con 11n anticuerpo monoclonal marcado con r 125 por auto radio-

or-affj_e en membrana rle nttroceluloea. El 92 % de las muestras 

uro¿;enit'll~;, evaluadas 1 rt1eron como resultado cultivos positi

vos, detectindose en un 62~ de estas muestras menos de diez in-

clusione!l. S1n embargo, el máx1mo de sens1b111dad sf>lo se 

obtiene cuando se exponen las auto-rad iografias durante 72 

horas¡ sólo oc obacrvf:> una reacción !'alsa poaitiva causada. por 
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la protefoa A en un exudado de conjuntiva de un neonato con 

infecci6n por estafilococo dorado. 

Posteriormente, los mismos autores (61) mod1!'1caron 

esta t~cnica y mejoraron velocidad, sensibilidad y especifici

dad. L~ velocida1 au:nentó al mejorar la exposición del ant~ge

no a la auto-radlografia en la membrana de :11:rocelulosa (~:M) 

por una d1gest16n de los antigenos protetcos adyacentes en la 

membrana externa de Shlamvdta, por rnejlo de una proteinasa, ya 

que se podría haber enma3carado p9.rc1al:uente al antígeno L?S. 

Se mejoró la sensibilidad al usar una película más 

sensible que en la t&cnica propuesta or1g1n~:~~nte, asi que fue 

posible también reduc lr el tiempo de expvs!.:: ión a 2~ horas. El 

tratamiento con la protetnasa se utilizó para evitar interfe

rencia con la prote'ina A del estafiiococo dora.do. 31n e:nbargo, 

se reconoce que no es posible U!Hir 1nvar1ablemente la proteina

oa "X'', ya que las técnicas que involucran anticuerpos monoclo

nales 1ependen Je la Jeter;ninac1ón de un antígeno protéico. 

Asimismo, los exámenes basados en el reconocimiento del antíge

no L?S e•pecH1co del género Chlamydia, presentan el proble'lla 

de ser incapaces de r11ferenc1ar una infecci6n debida a .f. 

psittaci de otra por Q. trachomatls; sin embargo, el ensayo de 

iniiunotransferenc1a sí puede hacer la diferenclac16n, por lo 

tanto es específico. 

El ensayo de 1nmunotransferenc1a resultó ser, al me

no a, 24 horas rn5.s rápido que el cultivo rutinario, aunque 

ta:nbién es rnia lento que la identificaci5n de Chlamydiae con 
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anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina. Por lo 

tanto, la inmunotransferenc1a prob6 ser simple y confiable para 

diagnosticar enfermedades .;en1 tales por Chlamvd1a trachomatis. 

Existe otro sistema comercial llamado Pathf1n1er DFA, 

que consiste también en un anticuerpo monoclonal fluorescente, 

directo. De acuerdo a los resultados de Roblin y col (79), se 

sugiere que este sistema tanto en sensibilidad como en especi

ficidad, es equivalente al Mlcrotrak DFA 1ue como ya se cit6, 

tambl~n se vale de un anticuerpo monoclonal fluorescente, 

aunque examinaron un nfi:uero de muestras oftálmicas relatl·1a-

mente bajo, la frecuencia de conjuntivitis causada por 

Chlamydia fue alto. L11 autor~ y sus colaboradores concluyen 

que la frecuencia de m11estras positivas de nasofaringe, fue muy 

peque?la para evaluar de manera precisa el 1eaa.rrollo de a-nbas 

pruebas. Stn embargo, ea de especial 1nterén lo que parecía 

ser un enorme número de mue:Jtras nasofa.r'íngeas f'll sas positivas 

procedenten de infantes ~on conJunti1itls, se observ6 que 

e3to3 resu1 tA.102 f~l!FJS ros1t.1v03 ocurrl'ln sólo en neonatos 1ue 

padec'ían conjunt1vitls y 1ue presentaban cultivo positivo para 

Chlamydla, es decir, muest!"as que eran •Jer1aderamente positi

vas, lo cual se conf1rm6 por la presencia de cuerpos elementa

les fluorescentes, típicos, en se11mentos de muestras del 

cultivo original. 

i)entro de este estudio, se c1.tan varias razones por 

las que la sensibilidad pudo haber variado como la dificultad 

para leer las prueban por la presencia de numerosos artefactos, 
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o bien por un mal muestreo. Se enfatiza tambi~n, que su baja 

sensibilldi:td_na se deh15 a un número bajo de mlcroorganiamos en 

la muestra. 

Finalmente 1 se cita que los reactivos dirigidos a 

proteínas de la membrana ex terna mayor, paree ieron producir una 

fluorescencia mlís brillante, cuerpos elementales de morfología 

m&s consistente y tinctones menos 1nespecíf1cas que los reacti

vos de anticuerpos monoclonales dirigidos al lipopolisacárido. 

Sin embargo 1 tamb!&n se cita que aün entre los anticuerpos mo

noclonales dirigidos a proteinas de la membrana ex terna mayor, 

hubo d1ferencla3 en la tlnción de algunas serovarledades, por 

lo cual algunos reactivos DFA monoclonales podrían no detectar 

todas las cepas de Chlamvdl~ trachomatis. Por lo tanto, no es 

posible extrapolar el §x1to al usar uno u otro reactivo. 

Posteriormente, los equipos de trabajo representados 

por l!ammerschlag (37) y por Sm1th y col (86) hicieron una nueva 

comparación, entre un anticuerpo monoclonal fluorescente (?ath

flnder) y un anticuerpo monoclonal usado en un ensayo lnmuno

enzimático llamado (Chlamyd1az1me), para diagnosticar conjunti

vltia, neumonia por Chlamydia en neonatoa e infecciones genita

les en mujeres. 

Las diferencias fundamentales entre Pathflnder y 

Chlamydlazyme son: que el primero utiliza un anticuerpo mono

olonal ant11 ipopol isacárido y un anticuerpo policlonal y se 

provee revestido en tubos de ensayo, mientras que el Chlamydia

zyme solamente utiliza un anticuerpo policlonal abaorbido en 
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perlas de poliest1reno. 

En estos estud los• loa t"esul tados demo.Jtraron que el 

Pathf1nder es equivalente al Chlamydiazyme para detectar Q. 

trachomat1s en muestras de conjuntiva de neonatos y en muestras 

de cérv1x, respectivamente y, que por lo tanto, la a11cián del 

anticuerpo monoclonal en el Pathflnder no es relevante en 

thminos de sens1b 11 Uad, de especific 1dad, ni de muestras 

oftálmicas o nasofar1ngeas, de hecho, el cultivo mostr5 mejores 

resulta dos ( 86). 

Seg(m LeB~r ( 5~), el objeta de un estud to que repor

ta. fue el de comparar dos ensayos que no dependen del crec!

m1ento de Chlamvd1a en cultivo, el IDEIA III ~ue es un tnmuno

ensayo amplificado con anticuerpos monoclonales y une sonda de 

ADU isotópico para determinH.r infecciones genitales por f.hlarflv

~ trachomat1s. r::abe a~i'\alar que en el IDEL\ III se usa un -

anticuerpo monoclonal espec~fico del g~nero Chlamvdia y un 

sustrato con un sistema. de ampliftcaclón a base de una alcohol 

bx1do reductasa diaforasa para determinar la presencia de 

Chlamid1a trachomatls. 

Este estudio demo3trb una alt~ senslb111dad y espec1-

f1c id ad con resper. to al i::ul ti vo. El problema de esta compara

ción es 1:;,ue todos los resul té!..dos IDEIA III positivos ser~an 

considerados como falso-positivos por cultivo, ya que el culti

vo no los registraria, y porque al cultivo se le toma como pru~ 

ba de referencia., aunque tiene una sensibilidad inferior al 

100~. 
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El IDEIA III demostró ser el m!is sensible de los dos 

métodos no basados en cultivo, sblo un porcentaje bajo de pa

cientes seria tratado innecesariamente. 

Por otro lado, los m~todos no basados en cultivo son 

muy rfipidos, ahorran trabajo y problemas .je interpretación ob-

jetiva de los resultados. 

aquélla de que los falsos 

Una consideración muy necesaria es 

positivos y negativos pueden de-

sembocar en la admin1stracl6n innecesaria de terapia o en se

cuelas resultan tes de la enfermedad. 

Por otro lado Zhang y col ( 120) reportan haber gene

rado un grupo de anticu~rpos monoclonales que reconocen epito

pes pro tete o a, ln'Tluno-acoeslbles en la membrana ex terna mayor 

de Chlamydla trachomatls, dichos anticuerpos monoclonales pro

tegen a los ratones de la muerte luego de inyectarles cuerpos 

elementales de Q. trachomatls variedad B, ~ismos que neutrali

zaron la infectlvld11d del microorgantsmo en los ojos de monos, 

mientras que aquellos monoclonales que reaccionan con especies 

que no son inmuno-acces1bles o con epítopes de la proteína de 

la membrana externa nayor, especificas de especie o con epíto

pes 1n~uno-accesibles especificas al g~nero en el lipopol1sac&

r1do de la clam1d111 1 no protegen al ratón. 

Estos resultados su~ieren que los epitopes proteicos 

de la ~embrana externa mayor que son específicos al serogrupo 

o a la serovarledad y que est§.n accesibles a anticuerpos en la 

super flc ie de la célula de clamid 1a, podrían ser útiles para 

preparar una vacuna p.'lra el tracor:rn. 
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3.2 SISTEMA DIGESTIVO 

Singh-llaz y col (85) desarrollaron un ensayo inmuno

enzim&.tico con tres d1ferentes anticuerpos monoclonales para 

identificar y tipificar adenovirus del subgrupo F tipos 40 y 

41, en pacientes con gastroenteritis causada por este agente 

viral. A.l comparar este ensayo 1nmunoenz1mát1co con otras 

t~cnicas, los autores encontraron que el lnmunoensayo detectaba 

concentraciones de al menos 10 adenovlrus por m.l, es decir tan 

sensible como 10 a 54 veces más que la microscopía electrónica, 

95~ mis sensible comparado con el aislamiento de los virus en 

la l~nea celular 293 y con una espec1rtc1dad también mayor al 

95~, como se determinó por an!í.lisis del perfil del genoma del 

adenovirus (34). 

Por med lo de ente estudio se determinó que los 

anticuerpos monoclonales estaban d1r1g1.dos contra diferentes 

determinantes antig§nlcos de una mlsma proteina de 17 K1 y que 

mostraban dif~rentes reacciones con los adenovirus de los t1pos 

40 y 41 al real izar un ensayo inmunoenzim!í.tico {ELISA). Asi

mismo, demostró que los diferentes tipos de adenov 1rus del sub

g;rupo 1" diferenciado:3 or!..;in~lm~nte por análisis de AD!l, pueden 

ser también diferenciados f'fícll"lente por el ensayo inmunoenz1-

mát1co con anticuerpos monoclonalesª 

De igual manera ':l.::iod y col {11~) 1 e'laluaron un equi

po disponible a nivel comercial, en el cual se usaban anticuer

po a monoclonales en un ensayo tnmunoenzlmfi.tlco para detectar 
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adenovirus tlpoe 40 y ~l en heces, aeg~n se cita, loa autores 

encontraron al presente mHodo fácil de llevarlo a la práctica, 

con alta especificidad (95.Bq y sensibilidad (96.3%) en compa

rac16n con la m1croacop1a electr6n1ca, la cual generalmente da 

resultados falsos negativos con bajas concentraciones de virus. 

ria se reportan reacciones cruzadas con aislamientos obtenidos 

de cultivos de células de las cepas estudiadas, por lo cual 

concluyen que probablemente los problemas que se tuv !e ron con 

el ensayo 1nmunoenz1mát1co se debieron a !nfecc!onea con otro 

microorganismo patógeno, además del adenov !rus. 

Pac1n1 y col (66) en un estudio que realizaron con 

rota.virus comparando la m!croacop'ía electr6n!ca, la electrofo

resis de ARtl en gel de pollacrilamlda y los ensayos !nmunoenzi

mit!cos basados en &ntlcuerpos monoclonales y policlonales, en

contraron que la electroforeBiB en gel de poliacrilarnida (PAGE) 

la :n.1croscopía electrónica y los lnmunoensayos Pathfinder y 

Rotazy:ne II, (el primero con un anticuerpo monoclonal y el se

gundo con un anticuerpo policlonal) fueron equivalentes 1 aunque 

la e3peclfic1dad del método de electroforesis de ARrl en gel de 

pol1~cr1lam1da (PAGE) exc~dt6 ~ la ie ot~os m~~odos y se consi-

deró del 100~. Asimismo, Irrn autores reportan que loa dos 

1nmunoensn.yos sin mod !ficac iones 1 d 1eron especific !dad es idén

ticas al PAGr;, pero la aens1b11 idad del Pathfinder fue mayor. 

lllnguna muestra fue post t 1 va por PAGE 1 J negativa por 

P.'.lthf!nder y sólo una mue3tra que contenía antígeno de rotavl

rus detectabl-: por ílotazyme II, pasó inadvertida por el ensayo 
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inmunoenzimfltico monoclonal Pathfinder. 

Sin modificar loa inmunoensayoa, se obtuvieron un 13% 

de reaultadoa falsos positivos por Pathfinder y un 15% por 

Rotazyme II, lo que i11plica ciertos problemas sobre todo en 

casos en que la frecuencia de 1nfecci6n por rotavlrus es rela

tivamente baja (mfls de la mitad de los falsos positivos resul

taron negativos al reexa.11inarlos). 

Se sel\ala qJe un ajuste en el valor de positividad 

reduce los falsos positivos en 1.5% sin afectar la sensibili

dad. Estos hallazgos sugieren que es conveniente hacer las de

terminaciones espectrofotométricas. 

Asimismo, se reporta haber suspendido las muestras en 

un amortiguador de fosfatos libre de magnesio (y no en el dilu

yente que el fabricante del Pathfinder incluye) para obtener 

lecturas mayores que con las de éste (Jltimo, el cual contiene 

un surfactante que expone antlgenoa orientados internamente al 

romper la cflpside protHca del virus. 

i::ste estudio sugiere que el ?athfinder cuando se ·1sa 

como recom1en1a el f~brlcante, es tan espec1f1co como el 

~otazyme II pero mfls sensible. Las determinaciones espectrofo

to:nétricaa en Pathfinder podrfon sel\alar resultados falsos po

sitivos debido a lecturas relativamente bajas en número de 

virus; le especificidad se podria mejorar ajustando el nivel de 

valores de densidad óptica y el uso del a.11ortiguador salino de 

fosfato en lugar de diluyentes, que no inhibi5 la determinaci5n 
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del ant1geno de rotavirua ni en Pathfinder ni en Rotazy:ne II y 

podr1a permitir una preparacH>n mli.s sencilla de la muestra 

cuando se usen muestras (micas para :núl tiples exámenes. 

Svensaon y col (96) describen un trabajo en el cual 

~ntre varias muestras de heces que incluyen rotavlrua patógenos 

para el hombre, algunos no reaccionan con anticuerpos monoclo

nales espec1ficoo. 

Sin embargo 1 los autores no con el u:,· en si realmente 

existe o no alg(m nuevo subgrupo, solamente insisten en que hay 

ciertas cepas que no pudieron claalflcarse nl en el subgrupo I 

ni en el II, y que algunos rotavlrus encontrados en muestras de 

gallinas, equinos, etc, no se han podido claslftcar. 

Finalmente concluyen que se requerir§. de 1nvest1g9.

c1onea poster!orea para esclarecer al existe o no este nuevo 

subgrupo. 

Ktnney y col (50) realizaron un enoayo para detectar 

AR~J de doble cadena, aplicándolo para detectar rotavirus del 

grupo A y otros rotavlrus de grupos diferentes al A; mencionan 

que la jctecclón de estos virus por 1n::iunoen3c.:,•o o por slstemao 

que involucran siaternas je hlbridlzaclón de ácidos nucleicos, 

suelen ser dlficlles de aplicarse a los virus porque éstos, 

muestran variaciones antlgénicas y genéticas, precisamente, por 

la falta 1e información y de conocimiento sobre estas varlaclo

ne3 so? ha dlflc ul tado el desarrollo de ensayos para este diag

nóstico, lo cual ha limitado el conoclrnlento de su papel en las 



enfermedadee humanas. 

Entre lo que s~ se conoce de los virus, est!i el hecho 

de que todos contienen un genoma con una doble cadena de AR~l. 

por lo que se 1enarrolló un f,;!naayo en el que se usaron ant1-

cuerpoa monoclonales para :nejir la doble cadena de A'=W. ::ste 

detect6 esta doble cadena de ARtl de al menos JO unidades forma

doras de placas (P"U) de cepas están1ar del grupo A de rotavi

rus y también pudo 1ete: tat' (!epa3 del grupo S en ciertos anima

l ea, afin cuando los títulos de .. ~1rus se ~::.contraban tan bajos 

corno para s&lo ser ietectables por electroforesis en gel de 

pol 1acr1lamida. 

Al aplicar ~l ensayo en heces de niños, se detect5 la 

doble cadena de AR?J ~n aquel 1 &s muestra3 en las 'lUe no se pudo 

detectar por inmunoensayo. As1, se concluye l~e !a oed1c15n de 

la doble cadena de A"l~~ ofrece un método p'Jtenclalmente útil 

para la detección sennl.'lle de una amplia gama de rotavirus y 

otc-os m1e:nbros .je la fii'1111.i:l tteo'liridae. 

A1'.3emti.n., en v!.!"tu'1 1e 1ue el ep'ítope reconocido p-:lr el 

anticuerp0 monoclonal ~~ reslstente a la 11gest16n proteol'ít1-

ca, el examen per:7lit-e ri~:ectar la pr-esencta de virus unidos a 

co:nplejos 1n.-nune3 en condlc tones en que el ·11rus no podr'ía de

tecta rae con ensayos 1nrnunológ1cos. 

También sug 1eren ~ue el uso de este ensayo podría ser 

t'.lt11 corno un método de mon!toreo para detectar- ARN viral en 

muestras de humanos y an1.malea; las muestras positivas pueden 
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ser analizadas subsecuentemente con sistemas mtis específicos, 

aunque tamb1~n mfis labor1osos y tardados. 

Concluyen que el uso del ensayo en cuestHm, darfi 

como resulta.do tanto un rnej or control de las enfermedades 1n

fecc1osas en los hospitales para evitar la contam1naci6n, como 

el desarrollo de estudios epidem1ológicos detallados, tanto de 

la familia Reov1r1dae como de otras familias de virus, aunque 

tal vez a(m se desconozcan, y no sea posible identificarlas con 

metodolo;íae convencionales. 

En otros estudios, Surns y col (10) reportaron la ca

ractertzac15n de tres anticuerpos monoclonales dirigidos a ro

tavirus del grupo B, que causan brotes de diarrea en huma.nos, 

as'.i como su uso en un sistema de detección de ant'.igenos por 

me:!io de un ensayo 1nmunoenz1mát1co, en el cual se menciona que 

la reactivi1ad de los ant1cuerpoo monoclonales disminuyó al so

meterlos a un tratamiento con EDTA, lo cual sugiere que son 

react1vos a las prote'.inas de la part'.icula v1ral (cfipside). 

Adem~a, se encontró que aparentemente los epítopes involucrados 

con las reacciones de identificación, se traslapan dentro de W1 

solo s1t1o antigénico, 

En base a loa resul tadoa, se sugiere que el ensayo 

con estos anticuerpos monoclonales, es lo sur1c1ent~mente ntil 

para ident1ficar brotes ep1d~m1coa causados por los rotav1rus 

del grupo B y para monitorearlos. 

M~tsu1 y col (53) menc1onan que los rotav1rus son 

causantes de d1arrea severa en n1!\os, producen brotes ep1d~m1-
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coa tanto en paises en desarrollo como en aqu~llos desarrolla

dos, afectando tanto a ancianos como a enfermos en per'íodo agu

do y a pacientes 1nmunocompromet11os; ahoraJ sugieren que 

tambi~n causan enfermedades en adultos normales. 

Las partículas de rotavirus consisten en once segmen

tos de ARN de doble caden.'i, englobados por una cubierta de pro

teína viral de doble capa llamada cápside, que est& constituida 

por prote'inas virales deno:nlnadas V?7 y VP~. 

glicoproteína de 37Kd, responsable de que 

La primera es una 

el rotavirus se 

adhiera a las células. La VP4 es una proteína de ql) .5Kd codi

ficada por el segmento 11 del gen corno la hemaglutlnina viral. 

Recientemente se descubrió que la segunda au~enta la 1nfectlv1-

dad viral cuando se somete a tratamiento en:lmátlco con tr1ps1-

na, dividiéndose en los fragmentos VP8 y VP5. 

Cada protefoa de la cápside induce la producci5n de 

unt1c.uerpos monoclonales pi:lra neutra11z'ir al ·1irus !n vitro y 

proteger al paciente contrn la 1nfecc1ón 1!.! vivo. 

Se mene 1.ona en este mismo trnb.11jo que ex. lste una pro

teccl5n pasiva contra rotJ.·v·~r'Js '11Je tn,.1ucen diarrea, por me11o 

de anticuerpos monoclonale:J rHrlgldos al dom.inl.o de neutrallza-

cHm heterotípica de VP7 y al fragmento V1'8 de ln proteína VP4. 

Se encontró que los anticuerpos no neutrallz~ntes di

rigirioa a VP7 y a la pratefo~ interior de la cápsirle (VP6) no 

proteg\an de riesafíos al ratón, por la r..ual st1rgen dos pregun

tas muy importantes: l )¿,Los anticuerpos monoclonale3 VP7 hete

rotípicos protegen pasivamente a ratones lactantes del desa-
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f'io?, 2) ¿Son los ant1cuerpo3 monoclonales dirigidos contra la 

porción VP8 de VP4 capaces de proteger pasivamente al ratón de 

desafíos con rotav!rus virulentos? 

También se reporta que los anticuerpos monoclonales 

neutrallzantea protegen al ratEm del desaf'ío con rotavirua vi

rulentos, pero no protegen contra desafíos con otros rotavlrus. 

As'i se observó que mientras un anticuerpo monoclonal neutralizó 

loa serotipos 3 :; 6 del rotavirus .!.!.! ~ y protegió a los ra

toneo contra el desafío con estos virus, no loa protegió contra 

el desafio con rotavirus del serot!po ~. Aunque no se conoce 

la razón, lo que ea seguro, según loa autores, es que no hay 

ejemplos de anticuerpos que protejan l.!! vivo sin neutralizar 

rotavlrus in~· 

Por otro lado, Ahmed y col (1) caracterizaron rota vi

rus pa t6genos para los humanos$- por med lo de ensayos 1nmunoen

z1m1.it1cua con anticuerpos monoclonales eapec1f1cos a cierto 

serotipo y algunos subgrupoa de rotavirus obtenidos de p'lcien

tes con diarrea en Bangladesh, encontrando que el serot1po 1 

predomina sobre los serotipos 2, 3 y 11 1 aunque en algunos casos 

se obeervó reacción entre muestras de los aubgrupoa I y II, 

ademán de variaciones entre diferentes hospitales. Asimismo, 

ob::wrvaron que todas la.!3 cepas de rotav1rua subgrupo 3erotlpo 

2 1 desarrollaron un corrimiento electroforético corto, mientras 

que casi todos las cepas del aubgrupo II y aerotipo 1, 3 6 

desarrollaron un corrimiento largo. Sugieren, que en base a 

sus renul tadon, probablemente ex late cuando meno a otro aubgrupo 
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de rotavirue grupo A y, aclaran que los anticuerpos monoclona

les de ea te ensayo servirán para caracterizar, posteriormente, 

los subgrupos de rotav!rua que infectan a humanos causando 

enfermedades gastrotnteatlnales. 

En cuanto a los resultados nesativos, los autores su

gieren qui'! pueden deberse a la presencia de un número insufi

ciente de virus para poderse detectar 1 ya que al revisar 27 

muestraa negativas por microscopía electr5n1ca encontraron 

pocos m1croorgan1smosj o bien, a que co:-to la eficiencia del 

exa.'!len de serot1p1ftcac15n depende del ntirnero de virus comple

tos y viables en la muentra, podrían haber existido pocos 

completos. Sl hecho de que se presentaran pocos virus podr'ía 

deberse a que se hubiesen roto o perdido por efectos de pH, 

enzimas, o inclusive el tiempo de recolección, transporte y 

procesamiento de las muestrasw 

Tambi~n se not6 que las cepas pue1en tener caracte

risticas gr::néticas no comunesw De hecho, seg(m sugieren, se ha 

demostrado que bajo coridiciones e~perimentales, el intercambio 

de segmentos genómicoa ocurre con al ta frecuencia en células 

infectadas con dos rotavirus d!.ferentes (ll,102): aunque 

también se puntual tz11 que este fenómeno aún no se ha estudiado 

y que por su parte sólo conftrmaron 1A ~orre1;:i.~15n ':!~l corri

miento electroforét1co corto del subgrupo 1 y -jel .:;erotlpo 2. 

!n otro campo, Mldthun y col (63) produjeron h1br1do

maa productores de anticuerpos monoclonales dlrlgldos a VP7, 

una prote'ina neutrallzante del serotlpo 9 de rotavtrus cepa 
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\1161; de entre esos anticuerpos monoclonales, s6lo uno neutra-

11z& a las cepas estudiadas de rotavlrus serot1po 9 con las que 

reaccionó específicamente en un ensayo 1nmunoenz1m&t1co. 

Cabe se'rialar que todos loa anticuerpos monoclonales 

eran del tipo IgG, y que se habían dirigido contra la proteína 

VP7 de la cepa Wl61 de rota virus, nin¿;G.n anticuerpo monoclonal 

neutralizó virus cuyos ¿;enes derivaban del serotlpo 1, 2, 3 6 

4. Ademfls, no se notaron reacciones cruzada::¡ con cepas de ro

tavlrus de loa serotlpoa 1 a 8 incluyendo cepas UK de bovino. 

Según los autores, sus resul ta1os demuestran la al ta 

especlflc1da1 de los anticuerpos monoclonales dlrlgidos contra 

la proteína YP7 de laa cepas serotlpo 09 de las cu11les, 2, la 

li161 y la F45, se aislaron en EUA y hpón, respecttvamente. La 

al ta eapec1f1cidad se fundamenta en el t'ítulo elevado de 

neutralizac16n y en las reacciones inmunoenzlmáticas. 

Destacan que es necesario identificar el serotlpo de 

loa rotavlrus para estudiar y comprender la epidemiología de la 

infección, pero que también se necesita evaluar la eficiencia 

de diferentes rota·1lrus para preparar la vacuna correspondien

te, eapeclalmente en relaci6n con la inmunidad heterotíplca. 

Asimismo, se hizo una comp9.rac1ón de diferentes meto

dologías para diagnosticar la preJencln de rotavirus y se dedu

jo que toda3, excepto el ensayo 1nmunoenzimát1co con antlc uer

pos monoclonales específicos, requieren mucho tiempo, represen

tan costos muy elevados, requieren tl't.nto cultivar al virus en 

1 'íneas celulares, como labora tor1stas altamente capa e 1 tados. 
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Por lo anterior, consideran que el ensayo inmunoenzim!i.tico es 

una buena alternativa de diagn5stico. 

Sarasombath y col (!l) establecieron dos anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra antígenos de proteína de ~almone

lla ~· Uno de los anticuerpos (STP 14) pertenecía a la 

subclase GlK de 1nmunoglobulinas y el otro (ST? 13) se asign5 a 

la subclase G2a(k) de 1nmunoglobulinas. 

Para evaluar las espec1f1c1dades de los anticuerpos, 

los autori;os desarrollaron una inmunotransferencia con un grupo 

de antígenos de 12 bacterias relacionadas: Salmonella typh1, ~· 

paratyphi A, ~· paratyphi S, ~· paratyph1 f, ~· 

~ enterltidis, ~· krefeld, ~· panama, ~. 

Escherichia ~, Pseudomonas pseudomallei 

enterocolitlca. 

choleraesu!s, 

typhimurium, 

;¡_ Yersinia 

Ambos anticuerpos monoclonales identificaron al anti-

geno proteínico de 34Kd de~. typh1. Sin embargo, reaccionaron 

en form.:l cruzada con la protelna de 34!\d aislada <ie Salmonella 

paratyph! C, _§. choleraesuis y~· typhlmurium. Posteriormente, 

se demostr5 que aunque estos anticuerpos monoclonales detecta

ron, mejiant~ un ensayo tnmunoenzlmitlco indirecto (ELISA), el 

antígeno de la proteína prepara<la a partir de ~· ~ a con

centraciones tan bajas como 0.6 mg/ml, no pudieron detectarla 

en muestras de suero u orina de psiclentes con fiebre tifoidea. 

De acuerdo con lo anterior, los autores sugieren que 

posiblemente los epitopes que reaccionaron con estos anticuer

pos monoclonales están ocultos en su forma nativa o estlin blo-
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queadoe formando complejos inmunes en muestras clínicas, sien

do, por lo mismo, inaccesibles para reaccionar en las pruebas 

con anticuerpos r.i.onoclonali::s disponibles o, debido a que éstos 

reaccionan en forma cruzada con un número determinado de otros 

antígenos de Salrnonella, podr~an tener un valor limitado en el 

d1agn6at1co diferencial de fiebre tifoidea, particularmente en 

reglones donde son comune3 las enferrneJades sl~ilares a la fie

bre entérica. 

En otro orden de ideas tamb 1 én rel ac tonad as con el 

tema y, particularmente con la enterotoxtna A de Staphylococcus 

~, ae realizó un en9ayo lnmunoenzimáttco usando una comb1-

nac15n de ant!cuerpos, r:ionoclonales :¡ p'Jllclona!.es y una reac

ci6n de biotina eotreptoavid ina ( 16), encontrando resultados 

muy aat1aractor1os, de tal 3Uerte que se recom1en1a usar el 

sistema con la mezcla de anticuerpos tanto monoclonales como 

policlonales de uso rutinario ya que no son rlesgosoa, ni 

requieren estan~ar1zac16n, pueden refrigerarse por períodos 

prolongados, la t~cnlca per~lte ter~lnar la prueba y dar resul

tados en un solo turno, es decir en 8 horas s 

Posteriormente, Sarasombath report6 al igual que Ekpo 

y col (19) un estudio en el cual la clave del éxito fue la pur_! 

ficación de la protelna Bp de 1· ~ utilizada como inmun6g~ 

no, lo cug,l se complement6 al capturar componentes antigénicos 

de 1· ~ en una coltL-nna de afinidad preparada a partir de 

Sepharoaa conjugada con anticuerpos IgG en contra de la Bp par

cialmente purificada, eliminando efectivamente todos loa compo-
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nentea que no reaccionaron, mientras que se us5 el el uyente 

para producir anticuerpos monoclonales. 

Los autores aeleoclonaron 10 anticuerpos monoclonales 

a partir de 6 clonas M.br1das, especH1cas a la proteína de 52 

Kd de ~· .!lEhl y encontraron que estos 10 anticuerpos r.ionoclo

nales eran espec1f1cos para epítopen de..§_. ~!y que reaccio

naban sólo con esta proteina de 52Kd; asimismo, encontraron que 

loa anticuerp:::>a r.ionoclonales podlan detectar a este antí.;eno 

presente en la orina ;¡ suero de pacientes con fiebre tifoidea, 

por lo que es posible que los epltope3 de 52Kd estin ocultos o 

bloquea1os en la forma de complejos inmunes, por lo cual, no se 

pudieron identificar. Finalmente, 1ebldo a que la :nayoría de 

loa pacientes con fiebre tifoidea exhibieron una respuesta del 

anticuerpo Ig!-1' específico hacia el ant'ígeno de 52Kd, los auto

re3 concluyen que dicho antígeno es potencialmente Íltil para el 

aerodlagnóotlco inicial o temprano ~e fl~bre tlfol~ea en pacie~ 

tes con fiebre de origen desconocl•jo y 1u~ a1e~§3, ae debe con

s11erar como un nuevo c.anj1r1ato p-9.ra prep;irP..r w1a v'lcuna contra 

la fiebre t1fo1dea; 

postb111:lad, ya que 

sugl~ren que .jebe !nvestlgarse esta Dltlrna 

con la co11binaclón de eat.os entlcuerpos 

monoclonal~s altamente eopec'íflcos j' con la te~nología ;nojerna 

de A.D1l recombinantf!, se pueden obtener ~ranJ~s cantidades de 

prote'ina de 52Kd purificada en forma rápid!l y económlcs. 

Por otro lado, Qadr1 y col (72) desociben 15 clonao 

celulares hlbrldas ~ue secretan anticuerpos monoclonales de di

versa eopec1f1c1dad d1r1g1dos contra Salmonella !:LE.!!1· Loa 
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autores deter~1riaron la espec1r1c1dad de estos anticuerpos 

mediante sus patrones de un16n en -ensayo lnmunoenz!m§.tlco, con 

un grupo de antlgenos l1popol1saclr1dos (LPS} aislados de 

direrentes bacterias, Los resultados obtenidos die~on lugar a 

la presencia de por lo menos cuatro diferentes grupos de anti-

cuerpos monoclonales: un grupo de siete reacc1on6 con L?S ais

lados de.§.. tvphl, .§.. enterltldls y:'.!_. dublln; otro reaccionó 

con ~. paratyph1 A y 8; un grupo je cinco que reaccionó con ~ 

lli!!!, .§_. enterltldls, .§_. dublln y:'.!_. paratyphl B; y tm grupo 

de dos ant!c•Jerpos que mostró un grado considerable de reaccio

nes cruzadau con '3Xtr11ctos sónicos de bacterias aislados a p:ir

t1r de .§_. typhl, §.. oaratyph! A, :'.!_. parat~ B, Escherlchla 

col! y Shi;-ella 3onnei; estos anticuerpos no reaccionaron con 

el LPS sino con células completas, cont'ir:nando que los anti

cuerpos monoclonales son jeterrnlnantes reconocidos de la super

ficie celular. 

Posteriormente se demo3tr6 por lnmunoelectrotransfe

rencia {Western blot), que tres de loa cuatro grupos identi

fican un patr6n tipo escalera, de bandas poco separadas del 

LPS. '!:ate patrón ee atribuye a la heterogeneidad molecular de 

la mol~cula del LPS. 

La correlación entre la inrnunoelectrotransferencia y 

el ensayo lnmunoenzlmático mostró una banda de m1grac16n rlipl-

da, comGn en 5 bacteriaa nram negativas. Esto puede deberse 

tanto a una molécula rJe proteS.na, como a una entidad no pro~él

ca que no es parte del LPS. 
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Con loa datos anteriores, loa autores concluyen que 

la membrana ex ter 1or de §. ~ ea al ta mente compleja y pre

senta una enorme gama de determinantes antigénlcos y que el 

hecho de que tanto los anti e uerpos monoclonales generados por 

1nmun1zac16n con extractos s6nicos 1 como los generados de 

bacilos completos reaccionen con antígenos 11 0'', refleja el 

car~cter 1nmunodom1nante de dichos antígenos. 

Hugo y col (43) generaron un grupo de anticuerpos mo

noclonales contra una he-nol lsina de 107K.d, ~ad lficada por el 

determinante hemol ítlco de Escherlchla col! LS 2001, se usó una 

prueba de lnmunotransferencln 1e colonia (Dot Blot) para estu

d1ar la hemol1slna en 35 cepas hernolít1c83 de _§. col1 y otros 

m !embro a de la fam 11 ta En terobac ter lacea e de or 1 gen el ín leo. 

Todas las cepas de §. ~ dieron reacciones positivas con dos 

anticuerpos monoclonales. .\ 11ferencia, ninguno de los aisla

mientos de mlcroorganlsmos diferentes 11e ~· ~ se estu11aron 

por 1n:nunotranaferenc1a. Arlemás que la inmunotransferencia de 

colonias demostró que las hemol islnas producidas por todas las 

cepas de §. ~ aislarlas ten1an un peso molecular de alrededor 

de 107Kd. s~ encontró que puede ocurrir una variación antl

g&nica discreta en la mol&cula, dado que un tercer anticuerpo 

mo:10clon&l no ren.:cionó con l'! hemolisina ñe un cierto número 

de cepas de §_. coli no a1sla1as en el ínlcas, por lo cual, los 

antlcuerpos monoclonales tamblén podrían fallar en el d1agnC>s

t1co de c1ertas cepas ~e_§. col1. 
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En vista de sus resultados, concluyen que la hemol1-

sina de 107Kd es un inmun63eno ampliamente difundido y que lo 

producen todas las cepas de ~· coli hemoliticas procedentes del 

humano, lo cual podría aer una herramienta de d1agnóat1co muy 

útil en casos de 1nfecc1ones crónicas por bacterias de la fami

lia Enterobacteriaceae. Tarnblfin ser§ interesante elucidar la 

variación antlgénica dada a conocer por el anti e uerpo que no 

reacc1on5 con la hemoltsina de.§_. ~, ya que ningún monoclo

nal tlene actividad neutralizante. 

Perry y col (S7), reportan un est·J:1io para identifi

car el determinante antigénico 0157 de ~scherichia coli seroti

po 0157:H7, que es una bacteria virulenta importante cuyo poder 

:>at5geno reside en el lipopolisac§rido de su componente celular 

que se 1dent1f1c6 como un pol'í.mero lineal de unidades repetidas 

de tetrasac~ri<los. 

Los autores produjeren anticuerpos monoclonales con

tra el antl:geno 0157 de~· coli, que al usarse en laminillas de 

aglutinaci5n directa en placa o en reacciones de coaglutinaci5n 

con estafilococo dorado Cowan I, permitieron identificar todas 

las cepas exarnlnadaa de~· coli 0157. Este anticuerpo no aglu

tin5 cepas de otras ~· coli como la 07 y la 0116, ni de otras 

bacterias que generalmente aglutinan con anticuerpos policlona

les de~· coli, lo cusl demuestra que es sensible y especifico 

para todas las cepas de §. coli serotipo 0157; adem!is de que no 

produce reacciones serol6g1cas cruzadas que frecuentemente dan 

resultados falsos positivos. 
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Llipez Vidal y col (55), produjeron 25 anticuerpos 

monoclonales dlr1g11os contra el ant1g,eno I del 'ractor de colo

n1zac16n C1"A/I de F..scherichla col!, para 9..nal lzar la especifi

cidad y la capacMad de aglutinar bacterias que tiene este 

ant1geno. Se encontr6 un anti e uerpo que aglutinaba todas las 

cepas de CF'A./I positivas y otro que no aglutinaba ninguna, 

compar!ndose para examinar sus reactlvidades a diferentes 

preparaciones de CF~/I; mientras uno ti.e ellos estaba unido o 

podria haber sido 1nh1b1do por la fimbria CFA/I o por la 

subun1da1 proteica, sólo el antlc uerpo agl utlnante estaba unido 

al CFA/I, como se expresa en toda la bacteria. Sl anticuerpo 

no aglutinante, por otra parte, se une considerablemente rnejor 

que el anticuerpo aglutinante a un péptldo correspondiente a 

los 46 resldu~s <ie ar.:iinoácidos rJ-terminales de la subunida::l 

proteica ~"A/I. Sstos resultados sugieren que los dos 

anticuerpos monoclonales est§.n dlriglrios a epítopes :Hferentes 

del CPA/I. 

En base a la secuencia 1e a~inoácidos de la subunldad 

protélca CFA/I, se habían descrito seis deter1linantes antlgénl

cos, dos de éstos fueron inhihirios por un pf:!ptldo presente en 

la misma reglón. Esto !~plica que anbos Jeterminantes antigé-

nlcos deben ent11r cerca uno del otro. Ss rel atl vaT:lente sor-

prendente que un péptido correspondiente a los residuos de 79 

amino&cidos-tl ter!'lllnales, tenga un efecto generalmente 

tnhihttorlo, por lo cual se asu~e 1ue el epítope en cuest16n 

está protegido o que est§. en una configuración inesperada. 
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Husaon y col ( 45) efectuaron un examen para capturar 

foefatasa alcalina para la 1dent1f1cac15n r~p1da de Sscherichia 

~ y Shigella ~ con anticuerpos monoclonales especHicos. 

Reportan que el ensayo resul t6 ser f§.c11 de real izar, altamente 

espec'ifico, observándose una sola reacción falsa postttva con 

un Usado de Klebsiella pneumoniae de entre las 205 cepas de 

m1croorg.an1smos diferentes a~- col1, el examen fue sensible, 

ya que determ1n6 10 UFC/rnl en aislamientos a partir de cultivo 

o 10 UFC/ml de muestras de orina que habían inoculado en 

medios de cul tlvo con fosfato li!'!l!tantl?, durante dos horas. 

Este examen es, además, rápido de realizar en culti

vos aislados o d!recta::iente en :nuestras de imngre y orina. 

Pac111ta el tratamiento espec'iftco 24 horas antes que otros 

m'étodos, puede ser automat1 zado y su costo es muy bajo; sin 

embargo, aún requerir§. de est.udioa postertores para su perfec

cionamiento. 

Ito y Yokota (46) hicieron un estudio en relaci5n a 

Vibrio cholerae, d1vi1ido en varios serogrupos de acuerdo a su 

antígeno "0", las cepas que mfis comúnmente causan el c6lera en 

humanos son las del grupo 01, que se ha. subdividido en 3 sero

tipos: Ogawa, Inaba e Hikoshima. 

Es importante conocer la clas1f1cac16n completa del 

microorganismo, ya que el tratamiento es distinto según el 

caso. Por lo mismo, los autores desarrollaron 18 anticuerpos 

dirigidos contra el lipopoliaac&rido de~· cholerae 01, capaces 

de identificar al eerot1po Inaba, encontrando que los 18 lo 
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aglutinaban, Conforme a las diferentes reacciones obtenidas de 

laa cepas Ogawa, se hizo una división que compÍ-ende tres gru

pos: El primero que mostró una reactividad prlicticamente idén

tica con anbos serogrupos; el segundo que reacc1on6 m!'is débil

mente con las cepas Ogawa y el tercer que solamente reacc1on6 

con laa de tipo Inaba. 

Este patr6n es muy diferente al obsel'vado por los an

ticuel'pos monoclonales derivados de células tipo Ogawa ya que 

éstos s5lo se dividían en dos grupos, los Ogawa específicos y 

los comunes Ogawa-Inaba, aunque los resultados de hemagl utina

c16n pastva mostraron que todos los anticuerpos r:ionoclonales 

fueron dtrigi<los al 11popolisac&ri<lo de y. cholerae 01 ael'otipo 

Inaba. 

Stn embargo, los anticuerpos ~onoclonales frente a 1· 
choler"a.e muestran que, a la fecha, no hay reacciones cruzadas 

ni con l~ enterocol1t1ca 09 ni con E~lla ~~· Sin 

embargo, ní se observó una 3orprendente sl:n111tud entre las 

estructura:J del ant~geno ''0'' de E_. abortus y de y. cholerae a 

la cual se atribuyen las reaccionen i:r11z:ei"J.s. 

Por lo anter1or, se ve que los anticuerpos monoclo

nales producldos y carac terl v:dos ~n e2te ex: perimento serfi.n 

herramientas 11uy Gtll<?s p.'lra conocer la estruct 11ra antigénlca 

de y. cholerae !Jl 1 ~9p~clalmente del 1eterminante especifico 

Inaba, así como la estructura que cruza con ~· ~· 

~arlin y col (l?.) l'eport~n la utlllzacHm áe anti

cuerpos monoclonales espec1ficos para determlnante3 antlgénicos 
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iESiS 
üE LA 

"Ott, espec1f1cos de los aerot1pos diferentes de Shigella 

flexneri, con lo cual serotlpif!caron 2~0 aislamientos cH-

nlcos. Para la prueba de aglutinación directa se utilizaron 

tres anticuerpos del tipo IgM. Asimismo, loa autores utiliza-

ron Igíl adsorbidas a Staphylococcus ~ en un ensayo de 

coaglutinación. 

Un total de 227 cepas de _§. flexneri se asignaron a 

un solo serotlpo. A dos Je las cepas no tipificadas se les 

extrajeron los llpopollsaclirldos y se sometieron a investiga-

clones quS.micas, ambas mostraron ser de un nuevo serotlpo aún 

no descrl to. Las 11 cepas restantes fueron no tlpiflcables. 

Con este estudio se demostr6 que los anticuerpos mo-

noclonales sirven para t!plflcar un microorganismo antigénlca-

mente variable, como Shigella flexneri. Se demostr6 tambl~n 

que el ant'ígeno El037 se encuentra cornunmente por lo menos en 

cuatro aerotipoa de~· flexneri (~a. 6, X e Y). 

Viljanen y col (104) reportaron una determinación 

inmune fluorescente para determinar la presencia de Bacteroidea 

fragil!s, Bactcroide3 thetaiotaomicron y Sacteroides ~ en 

muestras cl1nicn!l, por- medio de un anticuerpo monoclonal dirl-

gido al lipopolisacfirido de~- fragilia. 

Bacteroides fragills es la especie m&s comúnmente 

aislada en infecciones anaerobias importantes. Los nuevos 

med le amen toa han facilita do que sobrevengan 1nfecclonea por -ª. 
fragilia, por eso ea importante en el sector salud administrar 

antibióticos afilo cuando se justifique, y entender la patogeni-
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c1dad de este m1croorgan1smo. El cultivo del mtcr-oorgan1smo, 

aUn en condiciones 6pt1mas es muy lento, mientras que los m6to

dos r~p1dos se basan en la deteccHm, ya sea de sustancias 

metab6licas o antigtm1cas de estas bacterias. Sin embargo, 

actualmente se sabe que los anaerobios pueden identificarse por 

crornatog~aría gas-liquido, al 1gual que por t~cnicas de inmuno

fluarescencia. 

To-:!es las técnicas de 1nmunofluorescenc1a para deter

minar la presencia de ~· rragilis se basaban en el uso de anti

cuerpos pollclonales, pero presentaban el proble~a de las reac-

clones cruzadas. 

Sl objetivo de este estuJto rue principalmente el de 

evaluar la sena lb 11 ldad y la especUtc idad de un mf.todo de 

lnmuno r1uorescenc1a con un a.ntic uerpo monoclonal .;:on la deter-m1:. 

nac16n directa de los 3 m1e:nbros del grupo de j. rragil1s en 

muestras cl!nicas. 

El anticuerpo monoclonal se d 1rlg16 al ol 1góraero 

O-galactosa del l!popal1s~cfir1do de g. fragllts. En el e>per1-

mento se determinó una sensibtliriad de 7?': :1 urln. e9pec!.flc1dad 

de 93.1t%, la senstb1111ad fue mayor en muestras provenlentes de 

la reg15n perlanal, en comparación con la de !:'cJestras obtenidas 

de l')tr!ia zonas no ,~efln11as. !it el hecho de transportar- las 

mue:ltr~s por períodos 1njef1nid03, nl las tera.plas ant1micro

bianas p.'lrecen correlactonarse ::on la frecuencia :le IF-positi

vos en muestras con cultivos negativos. 

S.tn embargo) la aens1b111dad del ensayo fue mejor con 
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los aspirados que con los exudados, seguramente debido a que el 

número de bacterias en los primeros, en los que hay abundante 

producc15n de pus, conlleva un número de bacterias mayor, por 

lo que es una mejor muestra. 

Se asume que algunas muestras permanecieron negativas 

por in:nunofluorescencia, dado que las cepas del grupo de 

Bacteroides frag1lis no tenfon el determinante al que se diri

gió el anticuerpo monoclonal. 

A pesar de las complicaciones encontradas, se conclu

ye que el anticuerpo monoclonal fue específico a las tres cepas 

de _'.!. frag1lis. .'..3e (>ncontr5 s6lo cepa que r~sul tó ser un 

falso positivo y no se to~ó en cuenta. 

En base a sus resultados, se concluye que la dis~re

pancia entre aislamiento e ln:nunofluorescencia no podría haber 

sido causada por una baja especificidad del método, sino porque 

la muestra pod1a contener bacterias no viables. 

También se menciona que cuando se lntent6 usar el an

ticuerpo producido en fluído de ascitis, se obtuvo una plurali

dad de reacciones cruzadas con varios microorganismos de la 

flora normal. 

Por lo tanto. oe concluye que eote anticuerpo se pue

de usar para diagnost1car un 79~ de aislam1entos positivos de 

infecciones por ~· fragilis, tomando en consideraci6n que el 

examen no puede detectar bacterias no viables. 

e:n el campo de la parasitología igualmente se han 

hecho estudios; así, se tiene que Arrowood y Sterling (3) rea-
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lizaron una comparación de los m~todos de tinción convencional 

y de los basados en el uso de anticuerpos monoclonales para de

terminar la presencia del ooclneto de Cryptoapor1dium, encapsu

lado en la pared del est6mago del mosquito. Según los autores, 

Cryptosporidlum parvurn se reconoce como un importante agente 

causal de diarrea en humanos ln~unocomprometldos. 

Sn este estuj!o se evaluaron los resultados de 7 mé

todos de d1agn6st1co del microorganismo en cuest16n. Estos mé

todos fueron: 1) tinción rápida con ácido (AF), 2) tinción con 

auramina-rodamina (A~), 3) antlc uerpo monoclonal conjugado con 

fluoresce'i.na (ClB3), -4) fluorescencia lnd!r"ecta con anticuerpos 

monoclonales 0"13 (JA!j), 5) fluorescencia !n11recta con OW3 bio

tinilado ( AEC), ó) diaminobenzidina iniirecta OW3 biotinila:lo 

(OW3), 7) amino-etil-carbazol 0'.v3 biotinilado (OW3biotin). 

Los resulta dos se enl ista.n en la Tabla no. (si-

guiente p&ginn). 

En base a estos resultados, se puede ver q:ue el anti

cuerpo monoclonal rJ.¡3 reacc tonó frente al oocineto de f.. parvum 

pero no al de Q. bailevi. Este anticuerpo monoclonal no rnostr5 

react1v1dad cruzada con ninguna bacteria o levadura, ni con 

otros microorganismos; en los ensayos de in:nunoelectrotransfe

rencla reacc1on6 con un ant1geno de la p-3.red del oocineto de 

200 kd. 

Al conjugar el anticuerpo monoclonal 'JW3 con coloran

tes fluorescentes se encontraron resul tactos menos relevantes 

que al conjugarlo con biotina, y el tiempo de tincHm fue de 
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COMPARACIOH DE METDDOS PARA DETERMINAR OOCIHETOS 

METO DO HO. DE HO. DE FALSOS- POSITIVOS FALSO-POSITI- SEHSIBILIDAD ESPECIFI-

POSITIVOS POSITIVOS s vos s (S) CIDAO (S) 

AF 13 8 4.2 2.6 40.6 52.0 

AR 30 5 9.6 1.6 93.8 85.7 

C183 30 o 1).6 o.o 93.8 100 
"' "' OAB 26 o 8.4 o.o 81.3 100 

AEC 23 o 7.4 o.o 71.9 100 

OW3 32 o 10.3 o.o 100 100 

0\13-blotln 32 o 10.3 o.o 100 100 
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alrededor de 90 minutos. 

Los m{!>todos inmunofl uorescenten en que se usa el 

anticuerpo monoclonal demostraron utilidad al examinar muestras 

recales y agua; aunque también deben ser 1:it1les para identifi

car oocinetos en biopsias de tejidos. 

En vista de los altos valores de especificidad y sen

s1b111dad de los m~todos basados en anticuerpos monoclonales, 

es posible que reemplacen a los rnétodos de t1ncl6n en un futuro 

cercano, aunque a la fecha todav"í.a se usan. 

Bn el caso del par~oito flagelado 1_1ardia ~. a 

partir de muestras de heces humanas, '.tlbbs (90) desarrolll\ un 

ensayo 1nmunoenz1m1it1co (SLISA) basn.io en anticuerpos ;nonoclo

nales para detectar anti;enos solubles en agua. Se encontr5 

que el m~todo tenia una sensiblltdad del 97<1,. para heces fija

das con formalina y del 82~ para heces no fijadas, que se 

estudiaron rr.e,jiante lectura visual. El almacenumlento de mues

tras en rormalina al 100: d1ó por resulta.Jo Jn 3.u:nento en la 

absorbancla en 20 de 26 muestra.3 pos1t1vas de Q.. la.mblla proba

das tanto en muestras fije.das e.n formallna como en los que no 

lo estaban. El ensayo fue específ1.co para antígenos de quistes 

de 2_. ~ detectan.Jo los rie 5 1ui stes por pozo, pero no 

pu1o detectar los antígenon ,}e ~rofozo1tfJs cultivados in vltro. 

F.l 'lutor prepar6 en rat6n, un anttc uerpo monoclonal 

ele la subclase de IgGl d1r1g1do en contra de 1utstes de Q. 

lamblia y, lo ut111z6 co:no anticuerpo de captura en rase sóli

da, mismo que reacc1on6 con la pared del quiste, como se deter-
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min6 mediante inmunofluorescencia. Asimismo, ut1liz6 IgG poli

clonal anti-quiste preparada en conejo como anticuerpo secunda

rio. Tambi!!n se us6 IgG anti-conejo marcada con peroxidasa 

como anticuerpo terciario, en el formato de prueba. La d1lu

ci6n 6ptima de la muestra resul t6 estar entre 1: 6~ a 1: 600. 

Los estudios efectuados sobre la afinidad del antl:geno purHt

cado reconocido por el anticuerpo monoclonal 1 mostraron que 

dicho antígeno es estable al Clilor, resistente al tratami~nto 

con peryodato de sodio puede existir con pesos moleculares 

mtil tiples de entre 45 a 110 Kd. 

El descubrlr:iiento de que el anticuerpo monoclonal 

reacciona por in:nunofluorescencla con un antigeno presente en 

la pared del quiste de Q. muria y en otras giard ias aisladas de 

animales, sug !ere que el antígeno es una parte integral y pro

bable:nente eoencial de la pared del quiste de la giard ia. 

El autor sei"J.ala que es deseable sustituir el anti

cuerpo pol !clonal por el :nonoclonal, aunque aGn hay muchos obs

t§.culos para ello, ya que el uso 'iel segundo no present6 loa 

resultados esperados, lo cual indica que el ep:itope reactivo no 

se repite en la mol§cula o no se encuentra disponible en otros 

si ti os de uni5n, luego que uno de éstos ya se ha ocupado. 

Lo anterior, sugiere que probablemente los anticuer

pos monoclonales para otros epítopes sobre la molécula (supo

niendo que éstos existan) pueden usarse y prepararse como an

ticuerpos secundarlos en un ELISA sandwich, con un anticuerpo 

monoclonal en un segundo sitio sin la necesidad de los poli-
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3,3 SISTE~A NERVIOSO 

La infecci6n por Ci tomegalovirus ( CMV) representa un 

problema clínico importante y frecuente en pacientes 1nmunocom

promet1dos y puede causar transtornos muy severos en beb€!s 

infectados por su madre, por lo cual es lmpresclnjible generar 

t~cnicas r§.pldas para evidenciar s.l virus en diferentes mues

tras y administrar la terapia m&s adecuada al p.'lCiente. 

Gleaves y col ( 32) describen la eval uac 16n de u~ 

equipo de hibrlrtlz~c16n de AD"l ..!...!! situ, en el cual se usa una 

sonda de AD~J blotinllada, para detectar Cltomegalovirus de 

muestras clinlcas en cultivo centrifugado, ~tie se compar6 con 

un método de tinc16n lnmunofluorescente indirecto, en el que se 

emple~ron anticuerpos monoclonales. 

El uso ne técnic11s ne h1br1d1zac 16n de ADN para de

tectar C1tomegalov1rus te6ricamente, orrece laa ventajas de ser 

rn!is sensible y m!is especl.fico que el cul t1vo de células, pero 

requiere de personal t~cnico e~perto y reactivos costosos, en 

cornparac16n con las t!\cn1c11s actual'llente util1M1as, por ·10 que 

las técnicas de h1hrld1zac16n no han desplazado realmente a las 

convencionales de uso regular. 

Sorbello y col (97) desarrollaron tanto la t1nc16n 

inrnuno fluorescente lnd irec ta como directa usando antlc uerpos 

monoclonales, demostrando que la primera fue m!is r!ipida que la 



hibr1dizaci5n in situ seguida de la centrifugaci!in, en las 

cepas de C1tomegalov1rus, (AD-169 de laboratorio y tres mues

tras obtenidas a partir de orina), lo cual concuerda con los 

resultados de Scott y col (8~) y los de Gleaves y col (31). En 

resumen, concluyen que el anticuerpo monoclonal fluorescente 

indirecto, da mejores resultados que el directo o la sonda de 

ADN para detectar C~V rapidamente y que es confiable en mues

tras que tienen una alta concentrac16n de virus. Asimismo, ev1-

denc1aron que la técnica ne inmunofluorescencia indirecta no es 

superior a la <lel cultivo de tejidos para detectar C•IV, por lo 

cual sugieren que las técnicaa de hibridizaci!in y de fluores

cencia indirecta con anticuerpos monoclonales, se usen en para

lelo con la técnica del cultivo de tejidos para muestras espe-

ciales de diagn6st1co dificil en lo• hospitales. También, 

recomiendan (56, 87) el uso de la técnica inmunofluorescente 

indirecta para evidenciar la presencia de virus como Cltomega

lovirus, el herpes virus y virus de la influenza, cuyos ciclos 

de replicación son m!i.o cortos y se pueden evidenciar m&s rapi

lm.mente. 

Gleaves y col (32) también evidenciaron a Citomega

~ por una técnica de htbridizaci!in de ADN en cultivo cen

trifugado y por tinción con anticuerpos monoclonales posterior-

mente. 'ln este estudio ambas tl\cnicas mostraron un 88% de 

mueatras positivas. Dos de las que no se detectaron podrian 

haberlo hecho por h1br1dizac1!in, si se hubiesen realizado pos

teriormente, es decir se h1br1d1zaron prematuramente. El hecho 
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ea que 16 de 17 o sea el 94% de muestras, ae identificaron como 

positivas con anticuerpos monoclonales 42 horas ·antes de que se 

detectaran por la ticnica de hibridizaci!in. Este es un lapso 

muy importante para detectar Citomegalovirus e involucra, en el 

caso de la hibridizacHm, un retraso para manejar al paciente 

efectivamente. 

Hoy en dia, el uso del cultivo centrifugado seguido 

de la tlnc16n de c~lulas en monocapa con anticuerpos monoclona

les que reaccionan con la prote'ina nuclear temprana de Cito

megalovirus, es el mitodo de diagn!istico más efectivo y rápido 

como se demostr!i en iste y en los estudios de Scott y col (84). 

La ticnica de hibridizaci!in es tan especifica como la de tin

ci!in y casi tan sensible, pero requiere de más tiempo para que 

el virus se re pl !que lo sufic !en te como para ev id ene lar se el 

ADN de repllcac !!in. Seglin se indica por lo anterior, 1 a ticn1ca 

de hibr1d1zaci!in no es lo suficientemente rápida como para 

reemplazar el uso de anticuerpos monoclonales. 

Jespersen y col (47) evaluaron en cuatro laboratorios 

un anticuerpo monoclonal para evidenciar el efecto pre-citofá

gico y detectar en forma rápida C i tomegalovirus ( C!IV) en cul ti

vos de cf;lulas mantenidos en frascos viales durante 16 a 24 

horas y 40 a 48 horas, despuis de la inoculaci!in. Los resulta

dos así obtenidos se compararon con cultivos de c~lulas en 

tubos convencionales. En promedio 137 de 166 (83 %) y 143 de 

166 (86%) de las cepas de C~V se detectaron entre 16 a 24 horas 

y 40 a 48 horas luego de la inoculaci!in, respectivamente. 
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El anticuerpo monoclonal evaluado resul t6 ser 

suficientemente sensible y especifico para detectar rlipidamente 

la infecci6n por el virus en cul tlvos en frascos viales y con

firmar su presencia por cultivo de células en tubos convencio

nales por medio del efecto citofligico. 

Por otro lado Thiele y col (97) usaron una mezcla de 

CMV y demostraron que las c~lulas, en monocapa en cultivo de ~ 

a 11 dias, fueron más sensibles a la infectividad viral que los 

inoculados 11 diao deopul\s de su preparaci6n, por lo cual 

suponen que las cfü ulas podrian perder receptores para adsorber 

el mliximo posible de virus o, para disminuir el metabolismo 

celular y la división de las cl\lulas. 

As1, Jespersen y col (nl concluyen que, en general, 

el cultivo de cH u las en mono capa fue m!is frligll y las células 

quedaron intactas, en comparaci6n con las teTiidas entre 16 y 24 

horas despul\s de la inoculaci6n. Probablemente porque el tiem

po de contacto adicional de la muestra con las células en mono

capa contribuy6 a su toxicidad, de manera similar a la toxici

dad asociada con los cultivos de c'élulas en tubo que deben 

incubarse por varios d1as o semanas. 

En 1989 llcClintock y col (59) estudiaron 4 ml\todos 

para detectar rlipidamente Citomegalovirus en cultivo de c'él u

las. Estos métodos son: la t1nc16n con anticuerpos monoclona

les fluorescentes directos; la t1nc16n con anticuerpos monoclo

nales fluorescentes indirectos; la hibridizac i6n in _!!lli con 

sondas de ADN biotinilado; y la h1bridizaci6n in _!!lli utilizan-
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do sondas de ADN directamente unidas a una perox id asa de r!'tbano 

enz1m§.t1carnente activa. En relac16n a sus resultados citan que 

solamente el segundo y cu~rto métodos dieron resultados consis

tentes y confiables para la detecci6n de C~V, tan pronto co'llo 

15 horas después de la 1nfecc16n, que según se estima es el 

tiempo en el cual ocurre la s1ntesls de AD•l :1 que se encuentra 

a una concentrac 16n suflc len temen te al ta para detectarse por 

la tlnclón de anticuerpos r:lonoclons.les fluore:i•~~n~es injlrec

tos. Se cita que la intensidad progresiva en el tar:lano de la 

serial de hlbr1d1~act6n en los métodos.!..!! situ, parece estar di

rectamente relacionada a los eventos de repl1cac16n secuencial, 

que es, de hecho, de enorme lmportanclll pa.r9. distinguir entre 

una replicación viral activa y una lnfecc16n latente. 

Por otro lado C~ou Scott (15) estudiaron un método 

de cuantificación r!ípida de C'1V usando anticuerpos r:i.onoclona

les. El método involucra el uso de anticuerpos monoclonales 

dirigidos a una proteína mayor del virus, cuya aparlc16n es 

inmediata, y q_ue tiene un peso molecul.9.r rje 72~j; este método 

se comparó con la técnica. convencional en placa para cuantifi

car cH ulas libres, in fe e ta das por C'lV de la cepa A!:>-169 y de 

otras 20 cepas clínicas. 

E~ base a los resulta1os, se sugiere que las células, 

infectadas son consistentemente útiles para monltorear un antí

geno ln~edlato-temprano (IS) en un lapso de entre 16 a 2~ horas 

luego de la tnoc11lacl6n, por la cual todos los métodos usados 

son igualmente sensibles. La ventaja de usar m~todos r~pldos 
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radica mfrn bien en la disponibilidad de resultados durante la 

noche, mientras que antiguamente se requería de m~s tiempo. El 

uso de metodologías r~pidas a!in debe. compararse con las tradi

cional ea para calibrarlas adecuadamente. 

Por otro lado seg!in se reporta, hay diferencias en 

los ensayos de neutral izac i6n depend lentes de la cepa, los 

autores lo confirman pero no profundizan en ello. Aunque si 

sugieren que es necesario hacer ensayos con una variedad impor

tante de sueros inmunes, para neutralizar la actividad de las 

diferentes cepaa de Citomegalovirus durante la formacHm de 

inmunoglobulinas específicas y de vacunas. 

Sei"ialan que entre loa problemas para usar anticuerpos 

monoclonales en la tinci6n, ae encuentra el límite del período 

de mli.xima expresi6n del antígeno IE, el costo de los reactivos 

y las variaciones del antígeno, por lo que posiblemente no se 

logra identificar a todaa las cepas del virua. 

Finalmente, sei'lalan que no se lograron identificar a 

dos de 21 cepas, lo cual es importante sobre todo, si se pre

tende sustituir las técnicas convencionales por esta metodolo

gía; se recomienda as'í, usar las caracter'ísticas de los anti

cuerpos monoclonales usados y evaluar los resultados obtenidos, 

hasta conseguir uno o varios anticuerpos monoclonales, cuyos 

resultados sean los 6ptimos. 

Vlaspolder y col (111) reconocen que loa anticuerpos 

monoclonales son herramientas valiosas en el diagn6atico de 

laboro.torio para reconocer virus como el de la encefalomiocar-
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d1t1s y en general de los virus de la familia P1cornav1r1dae, 

mismos que no se liberan al brotar a la superficie, sino al 

estallar las cilulas infectadas. 

El aumento de virus de la encefalomiocarditis se 

~videncia por un aumento r§.pldo de la absorbancla contra c'&lu

las infectadas con el virus y generalmente empieza 4.5 horas 

despuls de la inoculaci6n del 

'ibs0rbancla se inhibe con el 

virus. Este incremento 

inter rer6n, mismo que se 

en la 

puede 

titular r!i.pidamente, y con la pre-incuhnci6n del tnóculo viral 

con anticuerpos neutralizantes. Los autores desarrollaron un 

ensayo inmunoenzlmátlco, en el cual se detectaron los anticuer

pos neutrallzantes desarrollarlos después de un período de 1n

fecc16n de 8 horas, los titulas de anticuerpos fueron compara

bles con los obtenidos por otros exámenes. !ns autores consi<le

ran que es posible desarrollar otros ensayos tnmunoenzlm:átlcos 

para detectar anticuerpos neutrallzantes dirigidos a otros 

Picornavirus (por ejemplo, los pollovirus), y citan ade'l!ás que 

el ensayo tnrnunoenzlmtittco es un :nétodo vers:átt l que puede 

usarse para titular el lnterfer6n, 10s 11nttcuerpos neutrallza.n

tes u otros antígenos en 3eneral. 

Vtsvesvara y col ( 109) produjeron 111 l'ineas cel.ulares 

que generaban antlc uerpos monoclonales contra Naegleria 

fowlerl, que se usaron para identificar al agente etiológico de 

la menlng,oencefalltts amlbiana primaria en nl'i'los y adultos 

j6venes. Los resultados obtenidos demostraron la al ta eapec1-

f1cldad de los anticuerpos monoclonales. Asimismo se encontr6 
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que las cepas de !!• ~. originarias de diferentes zonas 

geogr&flcas, son ant1g~n1camente homogéneas como lo demostraron 

las reactividadea de estas cepas con 5 anticuerpos monoclo-

nales. Resul t6 de mucho interés que toda la superficie del 

trofozoito era homogéneamente fluorescente, pero a diluciones 

mayores s6lo la membrana de la super flc le era fluorescente, 

ningGn anticuerpo monoclonal reaccionó con ninguna otra especie 

de Naegleria o Acanthamoeba castellanii. 

En el ensayo de lnmunotransferencia con enzimas mar

cadas, los anticuerpos monoclonales reaccionaron con los antí

genos de R..:. fowleri y produjeran bandas, con pesos moleculares 

de 160, 104, 93 y 66 Kd y otras bandas de 30 y 50 Kd que se 

te~ían intensamente. Los anticuerpos monoclonales también 

reac e tonaron con antígenos de !! . ~s 1 s y produjeren una 

banda tenida opaca de 160 Kd y otra banda tenida difusamente de 

116 Kd, lo cual indica que estos antigenoa loa comparten las 

dos especies. 

Krambovitis y col (51) reportan sus resultados sobre 

la producci6n de 4 anticuerpos monoclonales murinoa especifico• 

al polisac!irido de !icido ai~lico de Neisseria meningitidis aub

grupo B y de Escherichia coli K-1. Desarrollaron una técnica 

de aglutinac16n con partículas de l!itex para detectar hasta 10 

ng/ml del polisac~rido capsular. Un anticuerpo monoclonal cru

z6 con!!· meningitidis del subgrupo C, mientras que loa otros 

identificaron espec1ficamente a los meningococos del subgrupo B 
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y al polisacárido de Escherichia ~ K-1, y según los resulta

dos obtenidos parecen haber identificado epítopes estructura

les, mientras que el anticuerpo que cruzf>, identificó s6lo al 

ácido slflllco, lo cual, además, se confirma por el aumento en 

la concentración mínima del antígeno detectado por la tlcnica 

de aglutinación en látex, mientras que la longitud de la cadena 

de ácido colomínico disminuía, 

Estos comentarios son relevantes, dado que los gllco

lípidos que contienen ácido siálico se han aislado a partir de 

cerebro de ratas recién nacidas y de bebés humanos en estado 

embrionario y cruzan, tanto con anticuerpos pollclonales como 

con los monoclonales. 

La tlcnica de aglutinación con partículas de látex se 

bas5 en la espec1flc1dad de los anticuerpos monoclonales. Sin 

embargo, los resultados que se obtienen en muestras frescas 

(31~ de sensib1li1ad) y los resultados de muestras refrigeradas 

(48:: de sensibilidad) varían notablemente 1 lo cual sugiere una 

p~rdlda de antígenos en las muestras clínicas al refrigerarse, 

1ue aunque podría no ser importante en la el 'ínlca, sí lo es al 

eval UJir la técnica. 

Además, se ha encontrado que algunas de las cepas de 

Moraxella no 11guefaciens pro1ucen un pol1sac~rldo capsular 

id'ént1co al que producen los meningococos del subgrupo B1 este 

microorganismo podría ser una fuente importante de resul tadoa 

falsos-positivos, aunque no se cree posible encontrar dicho 

polisacárido en flu~dos infectados por l!· meningitidis o por.§. 
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col1 K-1. 

Se concluye que la técnica de aglut1naci6n ea r~pida, 

sensible, (en hemocultivoa la sensibilidad fue de 94% y la 

especificidad del 99.41), simple y que podria usarse en otros 

fluidos humanos como orina y ~mero, por lo que ofrece ciertas 

ventajas sobre otras técnicas ininunol6g1caa para usos diagn6a

tico s. 

En relac16n a la enfermedad de Lyme que se sabe ea un 

desorden mult1s1st~m1co que sigue a la mordedura de un &caro 

presente en Norteam'érica, Europa y Australia y cuya man1festa

c15n mlis car-acter'ística ea el eritema cr6nico que se acampana o 

va seguido de artritis aguda, neuritis craneal y menlngoencefa-

11 tia o al te rae iones card lacas. La causa de esta enfermedad 

es un agente infeccioso de la familia de las espiroquetas y que 

puede cultivarse en medios librea de células. 

Las espiroquetas se han aislado en sangre de ratones, 

venados y mapaches. Sin embargo, es poco lo que se sabe sobre 

las espiroquetas en rnam1reros s se ignora si la enfermedad de 

Lime ea la evidencia de una invas11'>n de los tejidos, si es 

causada por la elaboraci6n de una toxina por las espiroquetas, 

o bien si el hospedero monta una respuesta inmune que 2ea un 

factor relevante en este tipo de alteraciones. 

Un factor importante para estudiar a fondo la patoge

nicidad de esta enfermedad es la superficie de la espiroqueta 

involucrada, ya que al parecer es la que interacciona en primer 

tfrmino con el hospedero durante la infecc16n, por lo cual, 
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Barbour y col (4) generaron y seleccionaron una t1nc16n inmuno

rluorescente y un ensayo de inmunoelectrotransrerencia con 

anticuerpos monoclonales dlrlgldos en su mayoría a determinan

tes, que son parte de, o que se aso e lan a una membrana ex terna 

proteica abundante en la espiroqueta. 

Se encont!'6 que un determinante, el H5332, estaba 

presente en todas las cepas de esplr-oquetas examinadas y se 

agregaba en tramos, en forma de lunares o manchR.s, cuando se 

unía al anticuerpo y al segundo ligando, pero no se unía con 

Borrella, ni con Treponema, ni con Leptoaplra. 

?or medio <le mtcroscopía electr6nlca, se descubr16 

que el H5332 se dintribuye difusamente sobre la superficie de 

espiroquetas pre-fijadas y por ra31o1nmunopreclpltac16n e ln

munoelectrotransferencia se encontró que se ~saciaba fuerte~en

te a una prote1na de la membrana ex terna, muy abundante, que es 

parte de o está asociada con una prote1na de pc20 molecular de 

31 kd, que se localiza dentro o encima de la me~brana externa 

que se encontró se marcaba pobremente con yodo, tal vez porque, 

est§. expuesta en la super f1c ie de la célula, aunque se han 

encontrado evidencias 111Je discrepan de esta suposición. Sin 

embargo, no se excluye la pos1h111dad de 1ue exista un ep'ítope 

no-proteico unido a esta prote'ína que es ln11unogénica en pa

cientes hu:nanos y en animales de laboratorio, y que se ha en

contrado en tocios los aislamientos examinados hasta la fecha. 

1'n relación al virus Herpes s1mplex, Pouletty y col 

(70) usaron un anticuerpo monoclonal fluorescente para detec-
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tarlo directamente en las muestras, El anticuerpo generado 

reaccion5 con los tipos y 2 del virus del herpes simple no 

observtindose react1v1dad cruzada con el virus Varicella ~, 

ni con Citornegalov1rus, ni con el virus Epstein-Barr. Adem§.a 1 

se compar5 la metodolog1a del anticuerpo monoclonal fluorescen

te ~on el aislamiento del virus en cultivo de tejidos, la aen

sibili,iad y la especificidad del primer método fueron de 84.6t 

y 95. 7-;, respectivamente. No se encontraron diferencias impor

tantes, ni en sensibilidad, ni en especificidad, en función del 

origen de la muestra. Todos los aisla:nientos positivos por el 

método del anti e uer po monoclonal fluorescente y neg;atl vos por 

cultivo de tejidos provenian de muestras de lesiones herpéticas 

de los pacientes que sufrían la lnfecclón con la consecuente 

presencia de un mayor número de virus viables, por lo cual los 

valores obtenidos pueden ser mayores con el anticuerpo monoclo

nal fluorescente que por cultivo de tejidos. 

La técnica del anticuerpo monoclonal fluorescente es 

particularmente Gtil por ser ripida (puede confirmarse en menos 

de 2 horas), sobre todo ahora que se emplea una terapia especí

fica, el acyclovlr, especialmente en embarazos, puesto que el 

virus del herpes es teratog~nico. 

Wood s y Mill s ( 115) compararon un método de cul t1 vo 

de células en tubo convencional, con un método de 1noculac16n 

centrifugación de células l<IBC-5 y posterior tinci5n con anti

cuerpos monoclonales fluorescentes para detectar al virus del 

her pee simple en muestras el in leas, encontrando que sus resul-
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tadoa d1acrepan importantemente con respecto a estudios previos 

de Olea ves y col (30), ya que un nú.-nero importaáte de muestras 

en que se detectó el virus por la técnica convencional de cul

tivo de células, fue pasajo por alto con la técnica de inocula

ción-centrifugación de células MRC-5 teñidas con antia uerpos 

monoclonales especificas ~1 serotlpo, después de 16 a 18 horas 

de incubación; aunque según Woods y \fills, existen diferencias 

muy importantes entre éste y estudios previos 1 por ejemplo, 

dichos investigadores examinar'on 69~ muestras en comparación 

con Gleaves y col quienes examinaron 116 muestr-as, adem§.s de 

que usaron células •rnc-5 en cultivo de células en tubo, mien

tras que los primeros autores usaron primero células de rUH:m 

de conejo y luego células A 549. 

Existe una polémica entre la linea celular de elec

c16n para aislar al virus Herpes simplex, ya que algunos estu

dios han demostrado que tanto los fibroblastos humanos como las 

células de ri~6n de conejo dan resulta1os ~ceptables, al igual 

que las células A 5119, también útiles p!lra recuperar al menos 

al ?!rus del herpes simple. Sin embargo, otros estudios demos

traron que las células rRC-5 son menos sensibles que las célu

las de ri?'J6n de e.anejo para detectar al v1rus del herpes simple 

(68). 

Precisamente en base a la especificidad de las célu

las de riñlin de conejo para el virus del herpes simple, los ci

tados autores Woods y Mills usaron estas células y evaluaron 

los resultados usando clil ulas A 549 como linea celular al terna-
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tiva, encontrando también que las MRC-5 tienen una sensibilidad 

m!is baja comparada con la linea de cl'!lulas de r1ll6n de 'ºnejo. 

Una razfm para explicar la baja sensibilidad del mHodo de 

1noculac1ón-centr1fugación es el bajo titulo de virus, que se 

observó en la muestra 1n1clal. 

Se sei'lala también que el mHodo de tincHm con anti

cuerpos pol iclonales es superior en sensibilidad al método de 

tlnc16n con anticuerpos monoclonales. 

Se concluye que el mHodo de inoculación-centr1fuga

cHm de células MRC-5 y la tincHin con anticuerpos monoclonales 

fluorescentes, después de una incubación durante toda la noche, 

no debe sustituir al método convencional de cultivo de células 

en tubo para detectar al virus del herpes simple, especialmente 

en laboratorios de re fe rene la, ya que el tiempo necesario para 

el transporte de las mueatras redunda. en el retraso para pro:!~

sar la muestra y consecuentemente en la dism 1nuc16n del titulo 

de virus. Sugieren hacer una evaluación mlis profunda de las 

lineas celulares para sustituir la linea MRC-5. Los anticuer

pos monoclonales no deben sustituir a loa policlonales. 

Por otro lado, Espy y Srnlth (20) compararon la detec-

ción del Herpes olmple por tres metodologias, una con un 

equipo que involucraba una sonda de ADN b1otinilado; otra con 

un anticuerpo monoclonal y luego fluorescencia para detectar al 

virus en muestras clinlcas 16 horas despul\s de la inoculación 

del virun en frascos viales y la tercera, po~ cultivo de 

células en tubo convencional, encontrando que un 89% de las 
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muestras positivas se identif1caron por los 3 mHodos, la mhi

ma sensibilidad de entre los 3 mltodos se obtuvo con la sonda 

de ADN y con los anticuerpos monoclonales (99 y 97~ respectiva

mente), por lo cual se denostró que el equipo que incluye la 

sonda de ADrl puede usarse como una al tern'ltlva a las rnetodolo

gias con anticuerpos r.:ionoclonales para detectar rlipidamente al 

virus del herpes simple. 

De igual manera lJerurkar (64) trabajó con un ensayo 

1nmunoenz1mit1co, en el 1ue us6 biottna-estreptoavid!na y 

comparó sus resultados con un anlilisis de enJonucleasa3 :ie 

restricción para establecer el tipo de virus del herpes simple 

y establecer una referencia para comparar los resultar:1os del 

m~todo enz!rnático, ·" de otro en el cual usaban anticuerpos 

monoclonales fluorescentes. Los resul t3.1os obt'=nldos por los 

tres métodos fueron consistentes altamente sa.tisfac tortas con 

características de sensihtl liañ y especlflcidad de lOOL Sin 

embargo, se recomie~ja el en.sayo 1nmunoenzim&t!co por su 

s1mpltc1dad, ri:iplriez y porque nos~ usan r<tdloisótopos. 

Aunque no hay ningun~ diferencia muy importante entre 

el cultivo de célula3 en tubo convenc!on.111 y la prueba de t-i1-

br1d1zactón de §.cirios nucléicos o con la ·ie anticuerpos mono

clonales fluorescentes e~ frascos viales, 11s Gltimas dos prue

bas detectaron 3 muestras poslt.lvas más que el prlrnero, el cual 

todavía requirió de 2 o más días. 

Resu:niendo, el método de cul tl vo de células en tubo 

convencional ea el más económico y simple de loa mltodos de 
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diagnóstico para detectar al virus del herpes simple sin impor

tar el origen de la muestra (genitales, boca, piel, ojos, 

liquido cefalorraqul.deo, tejido particularmente del cerebro, 

etc). Las técnicas de hibridización de AD!l y anticuerpos mo

noclonales fluorescentes son más r§.pidas pero costosas, ademlis 

de que podrían involucrar reacciones cruzadas. Se concluye que 

el método de hibridización de ADN biotinilado es sensible y 

especifico para diagnosticar al virus en frascos viales, 16 

horas después de au 1noculac16n y que puede ser una buena al

ternativa. a los anticuerpos monoclonales fluorescentes como 

técnica de diagnóstico rápido. 

Bussereau y col (11) estudiaron cepas jel virus de la 

rab la y otras cepas re l ac ionadaa con éste, usando un conjunto 

de anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de las protei

nas de la nucleocápside o de antl.genos de una superficie de las 

c&lulas del virus 1.Pkola (MOK-3), cada cepa se analizó en para

lelo por cultivos de células e infectando ratones. Se determi

naron los patrones de reactividad de los diferentes anticuerpos 

monoclonales por procedlmlentos de t1nc16n con anticuerpos mo

noclonales fluorescentes. En las células, loa anticuerpos mo

noclonales diferenciaron a las cepas del virus de la rabia, de 

las cepas de virus relacionados con el de la rabia. Se confir

mó la serotipificación de los grupos establecidos con anticuer

pos monoclonales antivirus de la rabia excepto por Wla cepa de 

virus, que al parecer est§. relacionado con el subtipo Africano 

Duvenhage, dentro de las cepas clasificadas como Mokola, (cada 
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una de las cuales pareció ser distinta). Un subgrupo, el 

Duvenhage reaccionó diferente al europeo. Se usaron dos anti

cuerpos monoclonales específicos para los antigenos de la su

perficie de la célula en exámenes de neutral1zac16n con todas 

las cepas, neutralizándose la infectividad de los virus li::>kola. 

En base a los resultados se cree que el virus de la rabia evo

lucionó separadamente de los virus relacionados con la enferme

darl, .iiun1ue parecen compartir uri epítope co:nún a la nucleocáp

side y a las proteínas de la superficie de todos los virus de 

la rabia y los relacionados con ~ste. Ahora estA en 1nvestlga

c16n un uso potencial de estos antlcuer-pos monoclonales para 

diagnosticar virus relacionados con el de la rabia (al reempla

zar anticuerpos pollclonales por monoclonales) en improntas. 

3.~ SISTEMA RESPIRATORIO 

Se han realizado estudios sobre la hemaglutinina 

fl lamentosa ( FHA) de Bordetella pertussis, como el reportado 

por Gustafsson y Askelof (35), en el cul!.l mediante ensayos de 

electroforesis, se confirma la presencia de bandas de 58 a 240 

Kd que pueden 1dent!f1carse por medio de ensayos 1nmunoenz1má

t1cos con anticuerpos monoclonales. ~n este e3tud1o, la FHA de 

Bordetella pertussls, 11ostr'ó un límite de detecc16n comprendido 

entre 7 a 15 ng/ml, en el cual se identificaron todas las cepas 

de -ª.· pertuasis y -ª'· parapertussls, así como algunas cepas de 

g. bronchiseptica, 
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Loa autores destacan que con el ensayo 1nmunoenz1m!í

tico utilizado por allos, se tiene la ventaja de poder discri

minar entre bacterias muertas y vivas, pudiendo identificar a 

f!stas últimas. Además, es posible identificar y hasta cuanti

ficar los antlgenos solubles liberados por la bacteria. 

Por otro lado, se señala que aunque a menudo los an

ticuerpos pol lclonales muestran una sensibilidad mayor y una 

especificidad menor 1ue los anticuerpos monoclonales, la sensi

bilidad del ensayo no se increment6 al usar anticuerpos poli

clonales como el anticuerpo capturado en el ensayo 1nmunoenz1-

mático. Además de que los anticuerpos policlonales generalmen

te están disponibles en cantidades limitadas, mientras que los 

monoclonales lo están en forma ilimitada, siempre y cuando el 

hibrldoma se encuentre estable, lo cual favorece su uso. 

Posteriormente en 1989, los mismos autores (36) desa

rrollaron un nuevo ensayo 1nmunoenz1mát1co con anticuerpos mo

noclonales especlficos a la FHA y al lipopolisacárido (LPS) pa

ra determinaciones rápidas de~- pertussis. Encontraron que de 

diez cepas de la bacteria, todas reaccionaban positivamente con 

ea tos anticuerpos monoclonales. De catorce cepas de _!!. ~

pertussis todas se identificaron con dos anticuerpos monoclona

les FHA-específicos pero no con anticuerpos LPS específicos, 

mientras que las cepas de ~· bronchiseptica mostraron un patr6n 

de reacc16n variable. No se identificaron reacciones cruzadas 

de ~- pertussis con §. mitis, §· pyogenes, §. pneumoniae, §. 

~' Moraxella catarrhalls ni con Klebsiella pneumoniae. 
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Según los autores, este ensayo 1nmunoenz1m§.t1co debe 

considerarse sensible, ya que cada prueba poa1~1va representa 

una unidad formadora de colonias. Otra ventaja es que se 

detectan tanto antígenos solubles como bacterias enteras y no 

depende de la viabilidad de la bacteria en la muestra, mientras 

que otros ensayos como el de 1nrnunotransferenc1a de colonias, 

s5lo identifica bacterias vivas. 

Asimismo, reportan que el anticuerpo monoclonal espe

cífico a la FIJA reaccion5 s5lo con tres aislamientos de ~· 

parapertussis mientras que por ln~unotransferencla, todos los 

anticuerpos monoclonales 'RHA-específicos ldentiftcaron plena

mente a todos los alslarnlentos de 2· parapertussls. 

Concluyen 1ue las diferencias en reactividades entre 

anticuerpos monoclonales y aislamientos de ~· ~oertussls, 

sugieren cierta heterogeneidad en la estructura de la FHA de la 

bacteria, lo cual p".>dría usarse para diferencl;ir ]. pertussls y 

~· parapertuss!s en muestras clínicas. 

En relac 1ón a Mycobacter1um tuberculosis, el antígeno 

5 es una proteína bien caracter1z~1q ~~ 35 K1 1 que se ha puri

ficado a p.'lrtlr de cultivos r]e _l1. tuberculosis, resultanrto ser 

compartida sólo por 11· bovis de entre catorce espec les 1e ml

cobac terlas estuila1as, ya que al p~recer, una caracteristica 

de las c~p~s rte ~vcobecter!um es que no tienen antígenos espe

cíficos para car1a especie, por lo cual se con3lderaba muy difí

cil producir un anticuerpo monoclonal que identificara sólo a 

una especie. 
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Olds y col (65) produjeron en ratones, 19 anticuerpos 

monoclonales dirigidos al ant'i.geno 5 purificado y encontraron 

una elevada especificidad de los anticue!'pos por los ant1genos 

5 y 6, lo cual sugiere que hay un tercer epítope compartido tan 

solo por estas dos proteínas. La enorme variabtl idad en los 

resulta.dos sugiere la posible ex latencia de un tercer o hasta 

un cuarto epítope, o inclusive cambios en la conformac16n anti

glnica causada por las diferentes tlcnicas empleadas, o dife

rentes afinidades de un16n requeridas para que se posltiviaen 

los resultados en cada ensayo. 

Al aislar el antígeno 5, se contaminaba con el 6 lo -

cual sustenta la h1p6tesls de que ambos, en ciertas mlcobac-

terlas, comparten al menos un epítope. Los resultados del 

ensayo inmunoenzimático sugieren que el epítope del que se 

habla se encuentra solamente en J1. tuberculosis. Por lo cual 

se concluye que loa antígenos de las micobacteriaa son comunes 

entre ellos y que hay dos epitopes compartidos, mismos que 

podrían tener una estructura de carbohidratos, ya que pre

sentan muchas reacciones cruzadas con arabinomananaa y con ara-

binogalactano, Se identificó un tercer epítope con un anti-

cuerpo monoclonal, el cual se unió a loa antigenoa 5 y 6 por 

medio de un ensayo 1nmunoenzimát1co, no se encontró react1v1dad 

cruzada en este caso, por lo cual ese anticuerpo monoclonal 

podrS:a ser útll para purificar al epítope 5, A este respecto, 

se demostró que los anticuerpos monoclonales producidos pueden 

usarse para purificar el antígeno llevándolo a una al ta pureza, 
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por cromatograf'ia en columnas. 

Poster1ormente, Worsaae y col (117) ·produjeron an

ticuerpos monoclonales en ratones BAL3.Bl0 para 1dent1f1car 

nUeVOS determ1nantes ant1gén1cos en f11 trados de CUl t1VO de 

Mycobacterlum tuberculosis. De estos anticuerpos, diez se 

usaron para determ1nar la espec1f1c1dad del antígeno y la 

reactivldad entre especies; seis se usaron como in11unoadsor

benteo p1ra purif1cac16n, por afinidad con sus antigenos 

correspondientes. Dos anticuerpos monoclonales reaccionaron 

con un antigeno de 17~d, luego se de~ostr6 que ambos estaban 

d1r1g1dos al mismo epítope o a epítopes muy cercanos el uno al 

otro. Otro anticuerpo monoclonal reaccionó con una molécula de 

3BKd a la cual se había d1rigido un anticuerpo monoclonal 

adicional, aGn y cuando éste se habia dirlgl~o a otro epitope 

de una molécula dlf~rente. Un úl ti"llO antlc uerpo monoclonal 

reaccionó con un filtrado de u:i cultivo de _!1. tuberculosis pero 

no con uno de Mycobacterlum bovis, ni con las frac clones de la 

membrana de la bacteria, o con las fracciones antigénicas de 

superficie, concluyéndose a.sí que este anticuerpo monoclonal 

llamado tBT 10 puede ner útil para monitl')rear enfermeJades por 

]1. tuberculosis y diferenciar a los pacientes inmunizados con 

la vacuna l3CG. 

Los autores reportan que tuvieron muchas dificultades 

para purificar antígenos, por lo cual sugieren como una 

alternativa, el uso de una columna de cromatografía por 

afinidad, a través de una matriz s611da con un antlc uerpo 
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anti-beta galactosidasa, Asimismo, citan que los antigenos 

purificados, ahora se estlin utilizando como estimuladores 

potenciales de células T en ensayos in vitro, de proliferaci6n 

de linfocitos en sangre periférica en pacientes con tubercu

losis y donadores de sangre vacunados con BCG, aunque aCin se 

desconoce s1 estos antígenos comparten epitopes de células T, 

con moléculas de otras cepas de micobacterias, Falta también 

elucidar la forma en que las proteínas estimulan y activan 

clonas de células 't' protectoras, por lo cual siguen estudiando 

los anticuerpos que produjeran para usarlos con prop6s1tos de 

diagn6stico, 

En r2laci6n también a Mycobacterium, pero particular

mente en el caso de Mycobacterium leprae, Young y col (118) 

produjeran nueve lineas celulares de anticuerpos monoclonales 

frente al único ¡;licolípido fen6lico de esta bacteria, Uno. de 

los anticuerpos present6 una especificidad relativamente baja 

ya que se uni6 a un gl icol ípido de Mycobacterium kansasii, 

mientras que los demás anticuerpos s1 fueron específicos para 

el lípido de 11· leprae. Algunos anticuerpos requerian que la 

porc Hm del carbohidrato ( trisaclirido) estuviera in tac ta para 

reconocer el antigeno gl1col1píd1co, mientras que otros recono

cían formas parcialmente hidrollzadas que carec1an de uno o dos 

azúcares. Los anticuerpos d1r1g1dos contra el sac§.rido termi

nal rlel glicolípido, produc'.í.an una enorme especificidad para 

identificar a ]1. leprae en ensayos 1nmunoenz1m§.t1coa. Estos 

anticuerpos marcaron con gran brillo a toda la micobacteria en 
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ensayos de lnmunofluorescencia indirecta, con lo cual se 

demuestra la ublcac16n de los determinantes antigénicos, espe

cíficos en la superficie de la micobacteria, proporcionando así 

más 1nfor'1!ación sobre las propiedades ant1gén1cas del glicolí

pldo fenólico. Los autores ( 118) oltan, en base a sus expe

riencias anteriores, que en las muestras de suero de pacientes 

con lepra, la respuesta inmune que domina en el humano es la 

representada por la 1nmunoglobul1na "~'' especificamente dirigi

da al trlsacárido terminal, que por cierto no se había encon

trado en la naturaleza, por lo cual los anticuerpos monoclona

les deben ser muy específicos. 

También en base a sus resulta.dos sugieren que las 

1nmunoglobul1naa 11 M" son más susceptibles de producir uniones 

no especificas que la IgG, por lo que podrían haber reacciones 

1neapecirlcas con Mycobacterium no-cromogénico. 

Asimismo, indican que el glicolípldo fenólico podría 

ser un cornponente importante de la c§psula que rodea a ~· 

leprae, aunque se neces1tarti.n estudios poster-iores para deducir 

la importanc la de esta observac Hm. 

?or otro lado, al parecer los anticuerpos monoclona

les rle este estudio tambHm podrían usarse para cuantificar el 

antígeno y sus locallzaclones en lesiones con presencia de esta 

bacteria. 

Loa anticuerpos monoclonales también se han utilizado 

como herramientas para investigación taxonámle:a 1 como en el 

caso del estudio de Brindle y col (8) en el cual se produjeron 
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19 anticuerpos monoclonales para producir patrones de tinci6n 

1nmunofluorescente de Legionella pneumophila; 12 de estos 19 

anticuerpos monoclonales se seleccionaron para dividir ~· 

pneumophlla en 17 subgrupos, en los que generalmente es más 

fácil y menos ambiguo clasificar loa aislamientos de esta bac

teria que en los serogrupos actuales. Además, se definieron 

los subgrupos del serogrupo 1, que es el más coiiún. 

Cabe sei'\alar que la clasificaci6n actual se realiz6 

identificando subgrupos por medio de anticuerpos policlonales, 

aunque un enorme grupo de aislamientos produJ eran patrones de 

in'tlunofluoresceacla no tan f§.cllmente clasificables, lo cual 

refleja que la forma actual es inadecuada ;¡ que sería m!is con

fiable una nueva, elaborada mediante anticuerpos monoclonales 

fluorescentes para evidenciar las relaciones entre los aerogru

pos de~· pneumophila. 

Ahora bien, con su selecc16n de anticuerpon monoclo

nales los autores dividieron a un grupo predefinido como 4, 8 y 

10, con anticuerpos pol!clonales ahora en cinco grupos, el 10. 

el 4/10, el 4, el 14 y el 8, aunque cada grupo casi se fusiona 

en el siguiente. El 14 es el último en describirse (6), el 4 

no fue bien caracterizado, porque la rluorescencla que present6 

no la produce ningún otro alsla~lento. Ex is ten otros aubgrupos 

que no se ldentlflcaron con este conjunto de anticuerpos mono

clonales, aunque no se duda de que su ex latencia se confirmar& 

en otros estudios. 

La importancia de anal izar estos datos radica en que 
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se demuestra lo rlicll de identificar. cada subgrupo con anti

cuerpos monoclonales, por lo cual se asume que' ~stos son muy 

específicos y se recomienda usarlos en substituc16n de los 

pol iclonales. 

Hierholzer y col ( 41) compararon dos 

detectar al virus sinc1c1al respiratorio y al 

t€!cnicas para 

ant l.geno del 

virus de la para-influenza, encontrando que el TR-FIA (método 

basado en la quelac16n de metales y en la fluorometria con 

anticuerpos monoclonales) parece ser más sensible para detectar 

ant1genos de virus resplrator!os que los ensayos lnmunoenzimA

t!cos con anticuerpos monoclonales biotlnllndos. 

'Sn este reporte, 1.gual que en otr-os mencionados, ae 

evidencia que todos los ensayos en que se usan anticuerpos 

monoclonales son más sensibles que los que utilizan anticuerpos 

policlonales, 

El TR-FIA detecta ant1genos virales en un 100% a par

tir de heces y en un 35-; de muestras de trae to respiratorio. 

La. sensibilidad es particularmente importante, ya que los virus 

sincicial respiratorio y el de la para-influenza son los agen

tes causales de enfer:nedades agudas o crónicas mas importantes, 

tanto de vías resptratorlas superiores como de inferiores en 

ni~os y adolescentes. Se trat6 de incre~entar la sensibilidad 

del ~-:;"IA incluyendo una mezcla de anticuerpos monoclonales, 

pero al p'irecer no se incluyeron los ade~uados, por lo que no 

se aurnent6 la s~rislblli·iad del método~ per-o aí la de los en.sa

yos lnmunoenzimát!cos con anticuerpos monoclonales blotlnilados. 
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Los anticuerpos monoclonales actúan aún a d1luc1ones 

muy al tas y pueden almacenarse 1ndef1nidamente a -~o·c, por lo 

cual los costos de preparación disminuyen, Se puede montar la 

t6cnica y concluir los resultados en dos horas, lo cual redunda 

en diagnósticos r~pidos y terapias adecuadas. 

Los anticuerpos monoclonales frente a la proteina F 

del virus sincicial, fueron mucho m!i.s sensibles en el Tll-FIA 

que frente a la c!pside. Estos resultados fueron sorprenden

tes, ya que se habían observado sensibilidades similares en el 

ensayo inmunoenzimátlco y en el inrnunofluorescente con m(iltl

ples cepas aisladas rte cultivos celulares; el anti.geno predomi

nante en las secreciones nasales a partir ·le infecciones acti

vas es la glicoproteina ~. Como era de esperarse, la gllcopro

teína de superficie 1' y el gr.¡ del virus de la influenza reac

cionaron tanto en el 'R-FIA como en loa ensayos 1nmunoenz1m~t1-

cos y en los fluorescentes, dadas sus propiedades b1ol6glcas, 

respecto a su papel en la entrada del virus y en la 1nducci6n 

de anticuerpos protectores. 

Posteriormente, Waris y col ( 112) estudiaron un méto

do de determinación de los virus sincicial respiratorio y de 

la influenza tipo A, por medio de una t1nción de anticuerpos 

monoclonales con peroxidasa y lo compararon con la t~cnlca de 

aislamiento y cultivo de virus y con el método conocido como 

T'l-?IA. 

Los resulta dos indican que el método de la inmuno

perox idasa es altamente específico y sensible y no requiere de 
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microscop!a fluorescente que suele ser costosa. No se observa

ron reacciones falsas positivas con muestras conteniendo adeno

virus, Citomegalovirus, virus Herpes simplex o virus de la 

para-influenza. 

Sn este trabajo las tres t~cnlcas mostraron un prome-

dio en sensibilidad similar al 'r'l-,.IA y al aislamiento. Sin 

embargo, si las muestras se inoculan hasta h :lespués de la 

to1T1a de la muestra la tf?cnica con perox 11asa e"l más sensible 

que el TR-1' IA. Sn. particular, para detectar virus A de la 

influenza, tanto la técnica con peroxlrtasa marcada, como el 

TR-FIA tienen un promedio de sensibilidad igual, La sensibili

dad y la especificidad de TR-FIA fueron comparables con lo 

obtenido por alslnmlento de los virus slnclclal respiratorio y 

el A de la lnfluenza 1 aunque comercialmente sólo se pueden 

encontrar equipos 1nmunoenz1mát1cos para detectar al virus A de 

la influenza. 

~n vista de lo anterior, el método de elecci6n para 

diagnosticar infecciones causadas por el vtrus A de la influen

za es el rte la inmunoperoxidasa, que pue~e usarse como un méto

r:lo alternativo al A.lslamtento del virus y es aplicable para 

esturitar la sens1h1liñarl de cepas de virus frente a me.:ffcamen

tos antivtrales. 

Stout y col (J3) evalu~ron el dbgn6sttco de las 

enfer~edades respiratorias de etiolog~a viral, usando una 

mezcla de anticuerpos monoclonales tanto como método de confir

mac i6n de cultivo de células como método de monitoreo r~pido, 
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La mezcla de anticuerpos monoclonales se us6 en un procedimien

to de t1nc16n fluorescente de dos fases; en la primera, s61o 

con cultivo de c~lulas se encontr6 una sensibilidad y una espe

cificidad del ')l~ y 94~, respectivamente; en la segu·:J::i., en 

células exfoliarlas de nasofarlnge o de tráquea, por tlncién 

d free ta, 1 a sensib 11 ifad y la es pee 1ric id ad fueron del 69% y 

del 97%, respectivamente, lo cual demuestra que la mezcla de 

anticuerpos monoclonales es al tar.iente especifica, aunque poco 

sensible para diagnosticar 7 diferentes virus respiratorios, 

además de ser rápida y potencialmente econ6m1ca, en comparac16n 

con el cultivo de células para examinar directamente las mues

tras en la detecc16n de más de un virus resp!ratorlo. 

Se destaca que lndependlenter.iente del virus de la 

influenza B, que no se detect6, la mezcla de anticuerpos mono

clonales mostr6 una buena especificidad para detectar 7 dife

rentes virus respiratorios como se mencion6 anteriormente, no 

obstante la baja sensibilidad obtenida. Sin embargo, ni el 

cultivo ni otras técnicas son del todo específicas para la gama 

de virus en cuest16n -segCtn dice el autor- tal vez debido a que 

la mezcla de anti e u~rpos monoclonales seleccionada no fue la 

más adecuada, pero se se!\ala que ésta es más rápida (45-90 min) 

en comparac16n con un ensayo 1nmunoenzimático o con el aisla

miento del virus por cultivo de células, además de que el 

penúltimo ensayo mencionado s6lo detecta virus sincicial direc

tamente mientras que la mezcla de monoclonales permite reducir 

lo más posible el costo del examen y se puede usar aCtn cuando 
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no se aisle al virus y detecta una amplia variedad de virus 

respiratorios. 

Por otro lado, se justifica la baja sensibilidad de 

los anticuerpos monoclonales en funci6n de un nGmero bajo de 

virus en la muestra. Aunado a la transportación de las mues

tras en hielo -que ea inevitable- da como resultado una prote6-

lis1s enzim§tica y pérdida de los antígenos virales. 

Lo anterior podría sugerir ·::iue la mezcla de anticuer

pos involucra varias eventualidades que conllevan a una baja 

sensibilidad. Sin embargo, concluyen que esta mezcla de anti

cuerpos monoclonales es una buena alternativa diagnóstica y 

confirmativa, que aan puede mejorarse. 

Posteriormente, Hierholzer y col (40) adaptaron una 

nueva técnica de TR-PIA desarrollada con anticuerpos monoclona

les y la compararon con varios ensayos ln:nunoenzlmáticos para 

detectar antigenos de artenovlrus en diversas muestras. El en

sayo inmunoenzlmático rnás sensible fue uno en el cual se usaba 

biotin.<t d~ rn11rc'irior y un conjugado de estreptoavii1na-perox1-

dasa. 

Todos los exámenes se evaluaron con aspirados de 

nasofar•inge de enfermos con padecimientos respiratorios, con 

homogeneizados de tejidos de pacientes con infecciones sistémi

cas y ~on heceo Je enferilos con paiecimientos !;9.strolntestlna

les. En los enfermos del sistema respiratorio y en muestras de 

tejidos, el TR-FIA identific6 adenorivus en un 35~ de las mues

tras positivas por cultivo, que presentaban una sensibilidad 
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similar (79%), a la del ensayo inmunoenzimático con anticuerpos 

monoclonales y una marca de b1ot1na-av1d1na. Otro ensayo 

1nrnunoenz1m!t1co en el cual se usaron anticuerpos policlonales 

y b1ot1na-av1d1na, mostr6 una sens1b111:1ad del 88%. En heces, 

el TF!-FIA detectó el 100~ de adenovirus de muestras positivas 

por cultivo, siendo a.si decidlda:nente superior a loa ensayos 

inmunoenzirnáticos, en los cuales se detectó el 78% y el 75% al 

utilizar anticuerpos r.ionoclonales y pollclonales, respectiva

mente. 

Este estudio demostr6 que el TR-FIA es eficiente, 

flexible y específico para un ntímero importante de muestras 

clinicas, y que los anticuerpos monoclonales son lnvarlablemen-

te más sensibles que los pol iclonales. La especificidad y 

hasta cierto punto la sensibilidad del TR-FIA con anticuerpos 

monoclonales pueden aumentarse cambiando la selecc16n de anti

cuerpos monoclonales. 

Sl ensayo tnmunoenzlmáttco con anticuerpos monoclona

les 'llarcados con b1otina es más sensible que el método en el 

que se usan anticuerpos pol iclonales. La biotinllaci6n es 

sencilla, los reactivos son baratos y estables 111m1tadamente a 

una temperatura comprendida entre -2o•c y -1o•c, us§.ndose el 

~is~o equtpo que con el pol!clonal. 

!::l TR.-FIA se hEl\'!e :nás almple con una 3ola 1ncubac16n 

sin d1smlnu1r su senstbtlidad, pero requiere de inversiones m§.s 

ruertes en reactivos, amortiguadores, puriricaciones, etc., 

aun~ue una vez montado e3 estable. 
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3. 5 !:NFE'l'IEDADES SISTE'UCAS 

Viscidi y col (108) detecta1•on al virus de la inmuno

deflc1enc1a humana por medio de un anticuerpo monoclonal en 

soluci6n, en un ensayo de hibridizaci6n en el que se detectaron 

los leidos nucléicos del virus. Describen un ensayo de hibri

d1zac16n no 1sot6plca., nuevo. en fase líquida, para medir el 

ARll viral en muestras biol6gicas con AD'I biotin1lado. La téc

nica de hibrtdtz~ctón se comparó con un ensayo por captura de 

antígeno, mostrando el primero una sensibilidad del 93.5% y una 

especificidad del 94.~~, aunque se considera que al detectar al 

virus en los linfocitos de los pacientes puede estar 1dentlf1-

c~ndose al virus lnfectante aunque &ste no necesariamente se 

esté replicando l!! ~ltro. 

El ensayo se realiza en dos partes: en la primera, 

se lleva a cabo una h1brld1zac16n con una sonda isot6plca y en 

la segunda, los híbridos de ADll-A!lN b1otin1lados, se detectan 

en una reacctón inmune en fase sól tria similar a las reacciones 

enzimáticas, pero con la ventaja de combinar la al ta sensibi

lidad y especificidad de una h1brtdizac16n, con las conve

niencias rl.e la ~mplla riisponibilidad r!e los sistemas lnmunoen

z imáticos, 

Los inconvenientes ohservajos 111 real izstr la técnica 

de hihrtd1zaci6n con un anticuerpo monoclonal son: el tiempo 

necesario para que los antígenos virales y §.ctdos nucléicos 

lleguen a valores detectables, <iiftcultades propias del mues-
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treo y la conservac16n de la muestra, ya que a menudo es difi

cil cultivar virus de pacientes que se sabe tienen una lnfec

cHm y se sospecha que son portadores del virus pero es d1ffo11 

comprobarlo. Tambl~n se ha conflr11ado y observado al virus 

directamente en ~uestras inicl~les, es decir, sin replicarlo l.!! 

vitre, esta observación podría deberse a reacciones de hlbridl

zac!ón falsas positivas, aunque los autores no lo creen posible 

en vt3ta de que ninguna rle las muestras positivas reacc1on6 con 

un plás:nldo recomblnante que contenía un frag:nento de ADN del 

genoma del virus Coxackle 83 y por la baja reactivldad observa

da con una muestra de una mezcla je células mononucleares de 

jonartores seronegativos. 

?or todo lo anterior, se asume que los ensayos de hl

br1d1z9.c i6n con anticuerpos monoclonales en soluci6n, tienen el 

potencial de convertirse en un sistema de 1etecci6n de ácirios 

nucléicos de microorganismos a partir de muestras biológicas, 

se podrá usar amplla:nente, ya que es confiable y permitirá el 

control cuantitativo je las reacciones de identiflcac16n. 

~n relac16n con Pseudomonas aeruginosa que se ha con

vertido en uno de los agentes etiol6g1cos causantes de una muy 

alta morbilidad y :nortal11ad en pacientes tnrnunocornprometldos 

con heridas quirúrgicas, quemaduras, traumatismos y cáncer, 

Pfaller y col (59) e•raluaron un anticuerpo monoclonal fluores

cente jl.recto para detectar a esta bacteria en hemocultlvos. 

Se encontraron magníficos resultados, ya que el bacilo se 

ldentiflcó en 41¡ de 45 (9q~) hemocultlvos y 131 de 133 (98~) 
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cultivos en los que hsbian otros bacilos Gram negativos, la 

especificidad del reactivo se confirm6 por la tinci6n directa 

de 10 serotipos de f· aeruginosa (todos positivos) y 57 bacilos 

Gram negativos, que lnclu1an 8 especies de Pseudomonas di-

ferentes a f.· aeruginosa (todos negativos). As l. mismo se 

encontr6 un resul ta1o falso negativo para el cual no hay ex

pl1cac16n seg(m los autores, aunque consideran que los anti

genos de la membrana ex terna de la bacteria se enmascararon 

durante su crecimiento en el cultivo, por lo cual no pudieron 

evidenciarse posteriormente; también citan que el cultivo de 

donde se obtuvo el falso negativo estaba en una botella en 

anaerobio sis, por lo cual problablemente crec16 solo .E· 

necrophorum y no Pseudomonas sp, o que tal vez éstas no eran 

v !a bles. 

La metodología del anticuerpo monoclonal fluorescente 

directo es f1ic11 de llevar a la práctica, rápida (50 minutos 

aproximadamente) y parece prometedora. 

Por otro la1o Husson y col (44) alsl~ron y caracteri

zaron anticuerpos monoclonales dirigidos a una fosfatasa alca

lina producirlR por ?seudomona2 aeruginosa, torlAs las clonas de 

anticuerpos reaccionaron con dicho microors;aniS'TlO en e°nsayos 

1nmunoenz1máticos y de lnmunofluorescencia lndir~cta incluyendo 

17 serotlpos y ~epas no tlplflcables. Se observaron reac-

cienes cruzadas con 3 anticuerpos monoclonales, aunque s61o con 

algunas especies de Pseudomonas por la homología de su ARNr. 

En unos experimentos originales realizados en aislamientos 
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clinicos, se demostr6 que la fosfatasa alcalina de Pseudomonas 

se encuentra en la superficie de la bacteria, por lo cual se 

considera posible identificar a f. aeruginosa directamente en 

muestras clínicas con esta metodología. 

As1m1s'11o, se considera que las reacciones cruzadas 

entre ésta y otras especies como f. fluorescens y f. stutzer1 

no son importantes, ya que son sensibles a los mismos anti

bióticos. 

El esquema internacional de tipificación antig~nica 

(IATS) para t1plflcar Pseudomonas aeruginosa se usa casi uni

versalmente, aunque algunos investigadores prefieren el esquema 

de Homma ( 42), que corresponde íntimamente al IATS, 

La actual disponibilidad de anticuerpos comerciales 

ha permitido que los laboratorios clínicos reduzcan la necesi

dad de laboratorios de referencia y ha permitido evaluar la su

perioridad de los anticuerpos policlonales de conejo para aero

t1p1 ficar rutinariamente loa aislamientos clínicos. 

Strickland y col (94) compararon anticuerpos pollclo

na.les de conejo con anticuerpos monoclonales para tipificar 

Pseudomonas aeruginosaJ los resultados demostraron que los 

5egundos monoclonales fueron contundentes y más rápidos que los 

primeroa excepto una cepa denominada M. Estos resultados se 

aplican a casi todas las cepas J excepto a aquéllas no tlpi

r1cables con anticuerpos monoclonales como la "M". Como 

resultado del incremento en el número de aislamientos de f. 

neruglnosa en pacientes con fibrosis quística, tambi~n ha 



120 

aumentado la proporción de cepas poliaglutinantes, es decir, de 

aquellas cepas que aglutinan con 3 o m!is antiéuerpos a tipos 

"0", tales como el 03, el 05, el 09, el 010, el 013, y de las 

cepas no tlpiflcables (MT). 

Se estudiaron 24 cepas de f. aerusinosa, 20 fueron no 

tlplftcables (llT) tanto por anticuerpos r.ionoclonales como por 

pol1clonales, por ello, las 20 cepas se atribuyeron al anti

cuerpo monoclonal 1ue ldentiflc6 a la cepa M, cuya reactlvidad 

es casi ex.elusiva a cepas poli-aglutinantes (?A) o (N'!'), lo 

cual sugiere que este anticuerpo podria estar d1r1g1do al 11po

pol!sad.r1do del núcleo de la bacteria, por lo cual se requfere 

un cuidado especial para cepas serotipiflcables co-:no M. Se 

cita que los anticuerpos monoclonales usados dan resultados 

claros comparables con los anticuerpos anti-conejo pero no 

aumentan el porcentaje de tlplficación de cepas. 

't;'lgueroa y col (21) prepararon un grupo de anttcuer

pos monoclonales rnurinos con es pee ific ldad hac 1.a la fase leva

durifor!"'J.e del hongo =il:nórftco ?aracoccid1oides bras1liensis, 

modificando la t§cntca convencional rte producct6n de anticuer

pos monoclonales, al usar un ~!rmaco ln~unosupresor la -ciclo

fosramtrla- para :Juprlmtr 111 respuesta in.'Tiune de los animales y 

asi evitar la reactlv!1ad cruzada ~ntr~ el ~ongo en estudio e 

Hystoplasma capsulatum. 

Uno de los anticuerpos monoclonales reconoc16 por 

incunoelectrotransferencia un epitope antig~n!co l!neal de f. 
bras111ens1s de peso molecular de entre 70 y 75 Kd. Sin embargo, 
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aún se d1scute el serod1agn6st1co de y. brasiliensis con sondas 

espec1flcas a esta especie. 

~s importante la producc16n de anticuerpos ~onoclona

les especificas en el caso de f. brasiliens!s, ya que comparte 

un antígeno con Hystoplasma capsulatum y porque además compar

ten las mismas zonas endé~!cas en Latino América. 

Los anticuerpos monoclonales podrian ser aproptajos 

para sistemas diagnósticos en los que tanto los anticuerpos 

monoclonales con react1'l1dad cruzada., como los pollclonales en 

contra de f. braslliensis, podr1an usarse como controles posi

tivos para técnicas como la in:nunodifusión) la electrofor-esis, 

etc 1 aunque tal vez el empleo más útil podría ser en ensayos 

1nmunoenzimáticos para detectar antígenos circulantes. 

Re1ss 'J col (75) produjeron y usaron anticuerpos 

monoclonales para detectar el homopolimero manana de ~ 

tropicalis por ensayos lnmunoenzlm6tlcos o con lnmunofluores

cencla y encontraron que es posible sustituir los anticuerpos 

pollclonales por monoclonales y con esto mejorar la especifici

dad ts.nto de ensayos 1n:nunoenz1mát1cos, como de lnrnunof'luores

cencla, :¡ ssi poder ln·:estigar la topograf1a de la superficie 

de Q. trop1cal1s y dejucir las diferencias moleculares de los 

serot1pos de la bacterla. logrando que e!ltos anticuerpos actua

ran como detectores de ant1gene~1a. Los descubrimientos repor

tados por estos autores se consideran aún preliminares 1 por lo 

cual se necesitar1a de eutudios posteriores para confirmar lo 

anterior o para depurar las t~cntcas de producción de estos an-
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ticuerpos monoclonales y consecuentemente de sus propiedades. 

Se cita que la sensibilidad de los an'ticuerpos mono

clonales es muy importante debido a que la cantidad de manana 

detectable durante la antigenemia es muy baja (ng/ml) y se 

degrada a manosa. Sin embargo, se detectó una cierta falta de 

avidez de los anti e uerpos monoclonales por el antígeno, lo que 

se interpretó como una falta de sensibilidad durante la anti

genemia. También se evidenció que las concentraciones de anti

geno, varían en función de loa serotlpos y están íntimamente 

relacionadas con la especie, lo cual se concluye en función de 

que los conejos infectados con Q. alblcans serotlpo A, mos

traron una concentración de antígeno mucho mayor que los cone

jos infectados con L tropicalis. 

La detección del antigeno del serotipo B de C. 

albicans durante la antlgenemla por manana fue baja, lo cual, 

segGn los propios autores, indica que la deteccHm exitosa de 

la manana, depende del uso de un conjugado serotlpo especi

fico. 

El término tifus se usa para definir un grupo de 

enfermedades infecciosas agudas, graves, producidas por diver

sas ·especies del género ~lckettsia, que se caracterlz.in por 

fiebre elevada, delirio, postración y erupciones cut~neas tipo 

petequias. 

En relación con este campo, l!cDade y col (60) produ

jeron un panel de anticuerpos monoclonales y evaluaron su espe

cificidad para identificar antígenos del género Rickettsia por 
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fluorescencia. De anticuerpos evaluados, 2 fueron especifi-

cos para ~· ~; reaccionaron con ~· ~ y con los dem~a 

grupos de Rickettsia que producían la fiebre manchada. Los 

dem&s anticuerpos reaccionaban con algunos miembros del grupo 

de las rickettsias que producen la fiebre manchada; ninguno de 

loa anticuerpos monoclonales reacc1on6 con las que causan el 

tifus de la riebre manchada, el tifus de los matorrales o la 

fiebre de las trincheras, ni con la.s causantes de la fiebre Q. 

Por lo tanto, estos anticuerpos se suman a la lista 

de los ya existentes para identificar Rickettsia causantes de 

la fiebre manchada, aún cuando éstas sean antigénicamente simi

lares. Por otra parte, los autores destacan el hecho de que el 

método de cultivar las r1cketts1as no afecta en nada su capaci

dad de reaccionar frente a los anticuerpos monoclonales. 

Rickettsia tsutsugamushi es agente causante de la enfermedad de 

tsutsugamushi y muestra una heterogeneidad antigénica, que es 

de gran importancia en el serodiagn6stico y en el desarrollo de 

una vacuna contra esta enfermedad. 

Chang W. y col ( 14) encontraron diferentes tipos 

antigénicos a partir de 113 cepas de ~· tautaugamuahi aisladas 

de pacientes coreanos, mismas que se analizaron utilizando 

anticuerpos monoclonales y policlonales murinoa. 

Se produjeron varios anticuerpos monoclonales que 

reaccionaron con cepas prototipo y con una de las cepas aisla

das. 

Las cepas prototipo de E· tsutsugamushi -Gilliam 
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(ATCC VR-312), Karp (ATCC VR-150) y Kato (cepa Nigatta)- se 

propagaron en cultivo en monocapa de cHulas 't en un medio 

esencial. 

Lo:; aislamientos pueden clasificarse en seis grupos 

de acuerdo a su reacc16n con un grupo de anticuerpos monoclona-

les. !h1eve aislamientos del grupo se id en ti ficaron como 

serotlpo Glll iarn y 13 de los grupos lI y III, se identtricaron 

como serotlpo Karp. Dos grupos se consideraron como una mezcla 

de grupos I y II o grupos I y III, respectivamente. Las 88 

cepas restantes del grupo I'l tenian un antígeno único que no 

estaba presente en las cepas prototipo, a1emás ;le compartir 

antígenos comunes con las cepas prototipo. 

La heterogenetrlad ant1gén1ca de B· tsutsuRamushi se 

ha probado mediante an§.11s1s con anticuerpos fluorescentes, 

neutrallzac16n, 1nmunlzac16n cruzada, o neutra11zac16n de toxi

na; sin embargo, estos métodos presentan muchas tilficultades 

debido a que existe un alto grado de reacción "ruzada entre las 

cepas. 

·rambién se trat6 de 1dentlflcar el serotipo de los 

aislamientos de !!.· tsutsugamush1 me:1iante una prueba de anti

cuerpo fluorescente, utilizando ratones 1nfectados con 3 cepas 

prototipo. .Sin embargo 1 no !'ue posible 1eterrnlnarlo en varios 

aislamientos, 1ebido ~ la reacción serol6gica cruzada, por lo 

cual se utilizaron anticuerpos monoclonales para la clasif1-

caci6n serol6glca. 

~n este estudio se encontraron treo casos de 1nfec-
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ci6n con cepas reactivas múltiples, en los cuales la clasifica

ción ant1gén1ca con ~nttcuerpos monoclonales o pol1clonales 

puede causar grandes errores; tales hallazgos son muy comunes 

entre los aislamientos de ?aklstán, de Filipinas y de Tailan

dia, pero no co~unes en los japoneses. 

La d1str1buc1ón de los serotipos que frecuentel!lente 

se aislan del norte de Corea, es diferente de la del centro y 

sur, ¡::ar lo tant:>, se su51ere utilizar cepas locales de _B. 

tsutsugamushi para propóst~os de jiagn6st1co y profilácticos, y 

que deben ser 1e car.3.cterístlcas epide:n1ol6g leas diferentes, de 

acuerdo a la localización geo;r§ftca. 

Vitale y col 1 110) produjeron 22 ~lorldomas producto

res de anticuerpos monoclonales ant1-R1cketts1a conor11. Al 

ex aminar por inmune fluorescencia ind 1rec ta 46. 6 sobrenadantes 

de los 22 hlbrtdomas, resultaron ser del tipo '1. Solo 5 sobre

nadantes fueron positivos para todas las cepas examinadas 1 aun

que pr~dujeron diferentes títulos con las distintas cepas, tal 

vez, s•1gieren los autores, porque se reconoce un antígeno común 

a las rickettstas causantes de la fiebre manchada. Se determi

naron ep!tope:J in"!lunodomlnantes usando un examen de 1nhibic16n 

de la unión de la cepa M.AVI, se encontró que un nú.'llero impor

tante de muestras de suero de pacientes con fiebre botonosa, 

producían anticuerpos r:¡ue reconocían a los mismos epítopes que 

recono·:ieron los ~ntlcuerpoo monoclonales de ratón, aunque se 

ex~"!llnaron un n~mero de muestras relativamente bajo. Se encon

t!"Ó una heterogeneidad sorprendente tanto en la exprest6n de 
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epitopea que reconocen al rat6n en las cinco cepas de 

Rickettsia, como en la respuesta de anticuerpos a estos epito

pes en el suero de pacientes con fiebre botonosa. Tambrnn se 

cita que las conclusiones en este estudio pudieron verse afec

tadas dada la al ta frecuencia de la inmunoglobulina M. Sin 

embargo, se cree que este estudio proporcionar§ bases ep1dem1o-

16gicas para estudiar las posibili1ades de los anticuerpos 

monoclonales como herramientas potenciales para el d1agn6stico 

y el desarrollo de una vacuna contra 1:1cketts1a ~, 

causante ~e la fiebre manchada. 

':n 1988 Uchida y col (100) identificaron un nuevo 

grupo de R!ckettsla patógena para el hombre en Japón y compara

ron este nuevo grupo con los ya conocidos: 3.· rlcketts11, que 

produce la fiebre manchada de las Montañas Rocosas; l!· conor11. 

que produce la fiebre botonosa; ~· siberica, que produce el 

tifus del norte de Asia; .B_. austral is, que produce el tifus de 

Queensland y !!_. akarl, que produce la fiebre de los matorrales. 

Estas especies se presentan en diferentes lugares geo;r!íf1cos 

separados por fronteras naturales. 

La 1ñentlf1cac16n del nuevo nicroorganlsmo se confir

mó mediante sueros pollclonales y monoclonales y se propuso el 

nombre 1e ~ickettsia ..l_!!ponica op. nov. 

Sn 1930, UchiYª"'ª y col (101) describen un estu:Uo 

con 192 hibridomas productores de anticuerpos monoclonales 

dirigidos a epitopes de las proteinas de superficie de la cepa 

yH de 1!· Japónica que reaccionaron con todas las cepas japone-
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sas examinadas, pero no as:i con las cepaa conocidas de otros 

pat6genos, apoyando la conclua16n de que 3. Japon1ca ea una 

nueva especie de q1cketts1a del grupo de la fiebre manchada. 

Los anticuerpos monoclonales específicos para la es

pecie !nd !can que todas las cepas pertenecen a una sola espe

cie. Los epítopes específicos que reaccionan con estos anti

cuerpos monoclonales se localizan en las proteínas de la super

ficie del microorganismo, evidenciando dos bandas por 1nmuno

electrotransferenc1a, una de 145 y otra de 120 Kd Estas 

resultaron ser de naturaleza proteica, ya que al someterlas a 

tratamiento enzimático con prote1nasa K, se 1nh1bló totalmente 

su react1v1dad con anticuerpos monoclonales. 

Por otro lado, se reporta que hasta la fecha de pu

blicación del reporte ( 101), no se habían detectado casos de 

enfermedad por E· Japonica fuera de Japón, y que el vector del 

m!croorganisrno recientemente descubierto aím no se ha eviden

ciado. 

Sn relación con el género Nocardia, se investigaron 

(ij8) !!· asteroides y_ J!. brasiliensis. Se usaron extractos de 

c~lulas completas usados como antígenos para generar anticuer

pos monoclonales, mismos que mostraron diferentes grados de 

reacción con dlchan nocardias así como con antigenos de filtra

dos de cul t1vo de Hvcobacterium ~ que tiene cierto potencial 

para usarlo a como reac t1 vos en la purificac i6n de antlgenoa de 

Uocard!a. 
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CAPITULO IV 

OISCUSION 

A travls de numerosas investigaciones, se han uttli

zado y tratado de hacer mfis y míis efic lentes las técnicas de 

1dentif1cac16n de los agentes pat6genos, 

Asi surgieron y se han empleado las tlcn1cas conoci

das como 1nmunol6glcas, en cuya rorma más sencilla, un antígeno 

d& lugar a un anticuerpo, con el cual puede interaccionar 

posteriormente. 

Cabe se7la1ar que desde el descubrimiento del primer 

fen6meno inmunológico, las t~cnicas basa'ias en éste se han usa

do con fines diagnóst1cos y han evolucionado. 

Por otro lado, aún se conserva el obj etlvo original, 

el de depurar las t~cnlcas en busca de sensibilidad, especifi

cidad, rapidez, conf1ab1lldad, bajo costo y un m1nimo de reac

ciones cruzadas, por ello, la t~cnica de los anticuerpos mono

clonales es relevante. 

Desde que sur3ieron 10s ant:!.cuerpos monoclonales se 

estud tó su capacidad para usarlos como una herramienta para 

diagnosttcar d1ferentes C>nfermedades infecciosas 1dent1f1cando 

el agente causal cíe éatas; A. la fecha, los anticuerpos monoclo

nales también se han uttlizA.do exitosamente en el tratamiento 

de dif~rentes enfermedades. 

Los anticuerpos monoclonales son muy sensibles y es

pec!ficos, le confieren mucha rapidez a las técnicas en las que 

se emplean. Sin embargo, el montar la técnica para producirlos 
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implica varias dificultades, lo que no los hace accesibles en 

forma rutinaria. 

El procedimiento que originalmente propusieron Kohler 

y !11lste1n cons1st5.a en obtener c~lulas de bazo de u."1 ratón in

munizado con eritrocitos de carnero y fusionar estas células 

con las de un mleloma en un medio con polietllengllcol, clonar 

y obtener los anticuerpos monoclonales. 

Al procedimiento original se l~ han hecho ciertas roed~ 

flcacionea en función de las necesidades del laboratorio inter~ 

sado en producir los anticuerpos monoclonales, dependiendo del 

ant1geno, es decir, de su capacidad para inducir una respuesta 

inmune, de las concentraciones en que esté disponible, etc. 

Asimismo, se han inmunizado diferentes animales para 

estudiar sus respuestas, encontrándose que los mejores sistemas 

son los de rata o ratón por ser m§.s fáciles tie manejar, porque 

ocupan menos espacio, porque sus necesidades nutricionales son 

mis flciles de cubrir, etc. 

De igual manera, se h'l estudiado la necesidad de 

obtener antigenos puros para inmunizar a los animales y obte

ner una respuesta mayor sin distraer al sistema inmunitario del 

individuo con las contaminaciones. Sin embargo, por otra parte 

se encontró que la pureza del antigeno no es relevante para los 

efectos de estos estudios. 

Tambl~n se estudi6 la posibilidad de inducir eventos 

oncol6glcoa al administrar anticuerpos monoclone.les a un 

pac lente, ob aerv[mdose que dicha pos lb 11 idad ea muy remota. 
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En vista de los comentarios anteriores resulta evi

dente que los anticuerpos monoclonales se han estudiado muy 

ampliamente, aunque su descubrimiento sea tan reciente y su 

potencial afin esté en desarrollo. 

t11lste1n estudió los anticuerpos monoclonales como 

herramienta de d1agn6stico, sus caracteristicas, los procedi

mientos para su obtenc16n y las caracteristlcas que heredan de 

sus células progenitoras: 

Un anticuerpo monoclonal es aquél que se obtiene de 

las inmunoglobulinas del bazo de un animal aensibilizado a un 

determinado antígeno y que pueden 1nmortal1zarse al fusionar

las con células de mieloma, considerando que éste produce un 

solo tipo de anticuerpos, el anticuerpo puede ... 3egregarse en 

clonas, es decir en líneas celulares seleccionadas y obtener el 

anticuerpo en cantidades 111mita1as y por tanto tiempo como se 

mantenga estable el h1br1doma. 

Al fusionar las células específicas de rat6n con cé

lulas de mielo'Tla en poliet!lenglicol, éstas, 1ue son deficien

tes en la enzima hlpoxantina, guanina fosfo-r1bosll transferasa 

(:IPG'lT), aportan la capacldai de crecimiento ininterrumpido y 

las células esplénicas inmunizadas, la capacidad de producir 

una lnmunoglobulina especifica. Las células que no se fusionan 

se el !minan, ~¡a que carecen de la enzima HPGq'!' y no pueden usar 

la aminopterina por la v1a de utilizaci6n de purinas ex6genas, 

al sembrarse en el med lo HAT y por tan to desaparecen en cultivo 

ininterrumpido. 
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Una observac16n digna de tomarse en cuenta es, que 

los monoclonales hfbridoe expresan las cadenas de 1nmunoglobu-

11nas de ambas células originales J lo cual involucra rearreglo 

de cromosomas y mu tac tón de clonas que dejan de expresar una de 

las cadenas. Este no es un evento al azar, los anticuerpos 

monoclonales pueden perder especificidad y sensibilidad al 

perder cadenas y ésta es la razón de que varios autores los 

usen en paralelo con otras técnicas confir~ativ~s. 

Por otro lado, no existe du1a de que la presencia de 

una capa al1menta1ora de células incrementa la capacidad de las 

células en cultivo para iesarrollarse (a densidades ~uy bajas), 

t<.:l uso rle estas e tipas alimentadoras es esencial para aislar 

clonas h1br1das muy sensibles, que de otr3. forma serían muy 

diffciles de cultivar, isto incrementa el rendimiento de hfbri

dos viables luego de la fus16n y es muy recomendable tomarlo en 

cuenta durante este procedimiento. Aunque hay que tener cuida

do con el uso lnd iscrlrnlnado de estas capas 1 ya que el simple 

hecho de usarlos introduce una nuev~ variable que puede repre

sentar nuevas co~pllcaciones a menudo innecesarias. 

Bl Sistema Nervioso es de cuidado especial debido a 

lo sensible 1e éste y porque los da~oa causados en él son irre

versibles; el Digestivo es ie relevancia porque las enfermeda

des e infecciones de éste generalmente se ~nanlfiestan por 

diarreas que denhidratan rápidamente al paciente y lo pueden 

llevar a la muerte especialmente en el caso de neonatoa y en-
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fermos 1nmunocompromet1dos. De igual manera, en el Sistema 

Respiratorio las enfermedades pueden inclusive disiparse a 

otros sistemas. De las enfer11edades Sistémicas es obvia su 

importancia pues se carac ter! zan por lnfec tar varios sistemas 

c.auaando complicaciones enormes y dificultades para controlar 

al paciente lo cual puede causar dai"ios irreparables o incluso 

la muerte del paciente. 

En relact6n con el Sistema Genlto-Urlnarto debemos 

recordar que las enferm~lades sexualmente trasmitidas han 

aumentado alarmantemente hasta niveles inaceptables, fundamen

talmente por las cepas resistentes a los antib16tlcos, aunque 

otros proble~as de índole social han contrlbuído a este aumento 

en la rrecuencla de infecc16n, éstos son, por ejemplo: la biga

mia, la homosexuali1ad y la prostituc15n. ~n vista de lo ante

riormente c!taio, es necesario readaptar una postura concienti

zadora de masas y, por otro lado, insistir en el tratamiento 

adecuado de las enfer:'Jledades sexualmente transmisibles. 

Todo manejo adecuado de cualquier enfermejad, empieza 

por un buen dlagn6stico de la misma 1 una correcta identiflca

c16n del microorganismo patógeno y, por último, con la pronta 

adm1nistraci6n de la terapia m~s adecuada, por eso es ne~esario 

contar con métodos rápidos y confiables de 1iagn5st1co, como 

aquellos en los que se usan anticuerpos monoclonales, corno 

herramienta diagn6stlca. 

Como se menc1on6 en el cap1tulo correspondiente, 

numerosas investigaciones sobre los diferentes sistemas y trae-
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tos del cuerpo humano se han enfocado a estudiar, mediante 

anticuerpos monoclonales, una amplia variedad de microorganis

mos, tales como bacterias, hongos, levaduras, viru~ y par§.ai

tos. Algunos aerobios estrictos, otros anaerobios estrictos, un 

buen número de faculta ti vos, otros más oportunistas, algunos 

mesófilos, varios más termófilos, pero todos mediante el empleo 

de los anticuerpos monoclonales. 

Las investigaciones indican que los anticuerpos mono

clonales son capaces de aplicarse en diferentes ensayos, prue

bas y equipos entre los que se incluyen; inmunofluoreacencla 

directa e indirecta, coaglut1nac16n, radloinmunoensayo, ensa

yos lnmunoenzimátlcos, 1nmunoelectrotransferenc1a, microscopia 

electrónica, pruebas de aglutinación, de precipitación, neutra

lización (toxinas), etc. 

Las técnicas en que se usan los anticuerpos monoclo

nales se han comparado con técnicas de referencia, encontr&ndo

se que en algunos casos, inclusive las superan en resultados y 

en econom1a, tal es el caso de la microscopia electr6nica, los 

ensayos de hibridización de ácidos nucleicos y las t~cnicas de 

tinción que involucran marcas radioactivas, que al compararlos 

con ensayos inmunorluorescentes, inmunoenzimáticos, etc. en loa 

que se uaan anticuerpos monoclonales 1 se impon1an estas técni-. 

cas. 

Los resul tactos fueron muy satisfactorios en la mayo

ria de los casos estudiados, como se mencion6 con anterioridad, 

en t~rminos de: sensib 11 idad, especificidad, rapidez y faclli-
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dad de mane Jo de las técnicas, ya que no es necesario personal 

al taMente entrenado ni e qui pos en ex tr-erno costó sos. Por todo 

lo anterior> los anticuerpos monoclonales hacen más confiables 

las técnicas en que se usan, demostrando así su versatilidad. 

Sin embargo, también se encontraron inconvenientes en 

su uso, que evidencian discrepancias en las opiniones de diver

sos autores, por ejemplo: 

- En torno a la polémica de sustituir los anticuerpos 

policlonales por anticuerpos monoclonales en todos los campos 

al parecer por las lnvestigaclones de la gran mayor1a de los 

autores consulta1os, los result::tdos de":luestran que dicha susti

tución eatá plena~ente justificada, a pesar je que algunos tra

bajos demuestran que los pr'imeros produjeron resultados sobre

sallentes superando a los anticuerpos monoclonales y soropren

diendo incluso a los rnis'Tlos autores, aunque usaron solamente un 

equipo en particular. 

- 'Jo se ha 1ec.1dir:1o st el antígeno con el que se- ge

neran los anticuerpos monoclonales debe o no estar puro, pues 

los resultados a este respecto son inconsistentes y ni a1qutera 

se habla riel grado de pureza, sino de purificar o no. 

- Los antlc uet"pos monoclonales se pueden us11r para. 

examinar muestra~ directas o cultivos, sin embargo, el mues

treo, transporte y aisla~iento de ciertos micraor3anlsmos es a 

veces contraproducente, ya que no se logra la ldentlftcac16n 

categ6rlca de un determinado agente pat6geno, aunque éste se 

encuentre en la muestra.. 
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Desde tiempos inmemorables, el muestreo ha sido tal 

vez la mayor preocupación de los estudiosos de la Microbiología 

Sus implicaciones son tantas y tan importantes, que aún para 

emplear técnicas tan sensibles como las de los anticuerpos 

monoclonales se debe tomar en cuenta como uno de los pa.r§.metros 

cruciales de los que depende el éxito de la prueba. 

Así pues, son dignos de estudiarse: el tipo tje mues

tra óptimo, el si t1o más adecuado ¡>'lra muestrear, la cantidad 

de muestra necesaria {en términos de volwnen, para concentrar 

la muestra o la cantidad de microorganismos viables), la conve-. 

n1encla de usar se¿undos o hasta terceros muestreos (en el ca

so de hisopos), la zona geográfica de donde proviene el pacien

te cuya muestr"a se estudia, la conservación de la muestra du

rante el tranaporte) el med lo de transporte 6ptlmo par-a cada 

microorganismo y la administración de terapias antlmicrobianas 

previas al muestreo. 

l'(especto a los r,iedlos de cultivos óptimos (ya sea 

para bacterias o, en el caso de los virus, el cultivo de célu

las) se prefle~en usar los anticuerpos monoclonales directamen

te s1e-npre que sea posible, ya que al cultivar un microorganis

mo éste tiende a variar no sólo genéticamente a1no que las 

impl 1cac iones van hasta variaciones anti génicas causadas por

las variaciones genómicas. 

También se descubrió que la conservación de la 

mueatr-a, invariablemente la deteriora en mayor o menor medida, 

ocasionando la pérdida de antlgenos y consecuentemente un de-
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terioro en la capacidad antigénica del microorganismo en estu

dio, as1 como cambios conformacionales importantes o inclusive 

la pérdida de su •1iabilidad, lo cual provoca una disminución en 

el nlimero de éstos en la muestra y conlleva a la necesidad de 

t~cntcas en ex tremo sensibles. 

De igual manera, se ha observado que el uso de algu

nos medios de cultivo presentan toxicidad hacia las células 

cul ttvadas, lo que les provoca mutaciones y cambios indesea

bles, dificultando su 1dent1ficac16n por los efectos de varia

c16n del pH, presencia de enzimas, tiempo involucrado desde la 

recolecc15n de la muestra hasta su procesamiento, etc. 

Empero, con tantos !"'eveses se ha sorteado la proble

mltica involucrada por las variables anteriormente citadas, de 

diferentes formas, por ejemplo: 

Se observ6 que en algunos casos las especlflcaclones 

de los fabricantes de reactivos en que se involucran anticuer

pos monoclonales eran demasiado conservadoras, raz6n por la 

cwi.l se ajustaron los critertos de positividad de las reaccio

nes, disminuyendo el núm~ro de hallazgos en pruebas de micros

copia sin sacrificar especificidad. 

Se real iz6 el cambio del diluyente que incl ufo el 

fabricante. 

Las rleterminac tone:J se hic 1eron espectro fotom~trlcas 

en los casos en que era posible, incluyendo t~cnicaa de proce

samiento de muestras que no involucran el uso de tensoactivos,

pero sí de enzimas. Se concentraron las muestras por centrifu-
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gación, se empleó el calor o agentes químicos para exponer los 

epítopes que podrían estar ocultos o bloqueados rormando 

complejos inmunes, inaccesibles a los anticuerpos monoclo

nales. 

'Sn los casos en que no se tuvo un epi.tope al cual di

rigir los anticuerpos monoclonales se decidió trabajar con cé

lulas completas, en casos como el de Salmonella !.l'.E!l! y otros, 

se confirmó que los anticuerpos monoclonales son ciertamente 

reconocidos por la superficie de la célula del microorganismo 

en cuest16n; sin embargo, resulta que se reconoce a más de un 

determinante antigénico de ésta, en virtud de que las células 

estudiadas tienen una membrana externa particularmente compleja 

y presentan una enorme gama de determinantes antigénicos. 

Por otro lado, hay que recordar que sl las c~l ulas no 

estén completas y viables, se pierde especificidad y sensibili

dad, o tienen que estar presentes en una proporc16n mayor, por 

otro lado, no es posible asegurar cu!'ü fue la estructura de la 

célula que realmente se identificó, es decir, qué parte de la 

célula reaccion6, ya que podrfon ser epítopes de antl.genos 

capsulares, flagelares o somáticos, o bien una comb1nac16n de 

éstos. 

Al trabajar con células completas se tiene otro in

conveniente, este es, que s1 las células no están completas y 

viables se pierde especificidad por lo que se necesita un méto

do de muestreo que garantice la presencia de un número de mi

croorganismos suficiente para obtener buenos resultados, como 
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por ejemplo, en los aspirados; pero, si por otro lado se toman 

en cuenta las reacciones cruzadas que son otrO inconveniente 

tan grande como el muestreo, al emplearse anticuerpos mono

clonales, que identifican un determinado antígeno de una bacte

ria1 puede resultar que ese antigeno lo comparten otros micro

organismos y que ninguno realmente es el responsable, este 

inconveniente redunda en la administración de una terapia 

inútil, que ~n ocasiones para lo único que sirve es para alte

rar la flora normal del paciente favorecl~ndose las infecciones 

por oportunistas y po!"' flora pat6;ena. Sl problema es :¡ue se 

ha descubierto 1ue mientras mis compleja es una estructura, es 

m~s frecuente encontrar reacciones cruzadas, por eso es 16g!co 

pensar que estructuras más simples como virus o micoplasmas, 

deberían presentar rnenos reacciones cruzartas pero no es :?.si, 

puesto que al ser parásitos intracelulares obligados, se multi

plican dentro de las células y sólo se liberan al es tal lar 

6stas pudifindose entonces detectarlos; lo peor del caso es que 

los virus también evolucionan, se enmascaran o liberan antíge

nos solubles y muestran variaciones nntigénicas o genéticas que 

dificultan su ~etección confi~ble y oportuna. 

En relación con el pili de ]Jeisseria gonorrhoeae se 

generaron anticuerpo~ monoclonales d1r1g1rtos a las proteínas 

PI.\ y PIB encontrando que la primera es la de elección para 

identificar dicha bacteria. 

A.cerca del mismo microorganismo, también se han estu

diado los fragmentos de las protefoas PI'l producidos luego de 
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ataques enz1mfi.t1cos para encontrar un supuesto epítope conser

vado, a efecto de conocerlo y evalu'irlo como un blanco poten

cial para preparar una vacuna, encontrando resultados alentado

res, ya que se v16 un grupo de ep1topea que se conservan reco

nocibles. De hecho uno de los anticuerpos monoclonales obteni

do es efectivo en tres niveles: produciendo inmunidad en las 

mucosas, generando defensas bactericidas mediadas por comple

mento (C') e induciendo fagocitosis activada por el mismo anti

cuerpo. 

Por lo anterior se deduce que el antígeno peptídico 

de la proteína IB es un buen candidato para preparar Wla vacuna 

multicomponente en la que necesariamente se debería incluir un 

componente común a la proteína IA, por lo mismo aún se requie

ren de ulteriores lnvestlgaclones. 

~!entras tanto, este anticuerpo monoclonal se ha usa

do para identlflcar las diferentes cepas de gonococos produ

cien::io resulta.dos contundentemente alentadores y un mínimo de 

reacciones cruzadas. 

Al dis111inutr el número de reacciones cruzadas se ha 

sumado importancia al punto de la evolución de las especies, es 

decir, que todas las cepas estudiadas cambian su estructura 

antigénica y sus propiedades al someterlas a condiciones 

nuevas. 

Asl mlsmoJ se ha desarrollado un equipoJ el Syva M..1-

crotrack, en el que se usan anticuerpos monoclonales fluoresce.!! 

tes, con los que no se presentan las reacciones cruzadas; de 
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cualquier forma se recomienda usar una batería de pruebas m&.s 

amplia y así evitar al máximo l~s reacciones crúzadas. 

De igual manera se han desarrolla.io otros equipos 

como el PBGOT que involucra el uso de una mezcla de anticuerpos 

monoclonales, dichas técnicas se han mejorado con una d1smlnu

c15n de los costos facilitando la interpretaci5n de las prue

bas. 

:Sn relac16n a la técnica de coaglutinac16n pode'.Tlos 

decir .:¡ue los resul tactos así obtenidos son categóricos, confia

bles y no requieren microscopio de fluorescencia, ni de otros 

equipos costosos) personal altamente capacitado, o cuartos es

tériles, etc., por lo cual es 11na técnica recomendable. 

Por otro la.io, se ha discutido que no existe método 

ni prueba con conf13.bll1iad que se base en sens1bll1:iad y 

espectflcldad al 100~, puesto que, entre otras razones, cada 

examen que se tliseña se ha evalua:io y compar.<ido con otros, cuya 

conflabili:iad no es al 1001, por eso al enfrentarl~ a mueatras 

"difíciles", las técnicas frtllan. Las ·1arl11clones en la <lls

trlbuc16n de las aerovarledades de diferentes reglones geogri

ficas, ex:igen seguir ~valu.<indo la conf1guraci6n antlgénica de 

las cepas ~e gonococos lnfectantes par3 mantener la sensibll11ad 

de las pruebas y pl:lra rlepura.r o selecc ton~r los r:'létodo::; '.l equi

pos usa1ns ~~sta opttm1~arlos. 

l-:n relaci6n a Q!!.!_~dla trachomatls -que es un pará

sito intracelular- cada vez se identifica con mayor frecuencia 

en pacientes con infecciones gen1to-urlnarias y oculares. 
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Al comparar la técnica de 1nmunofluorescenc1a con los 

anticuerpos monoclonales para identificar a Q. trachomat1s con 

las técnicas de tlnc16n con Giemsa y con yodo, las primeras se 

eligieron sobre las segundas, ya que al to'llar en cuenta el 

número de inclusiones en cada muestra, se separan las poblacio

nes de los pacientes, resultando mlis dificil identificar las 

poblaciones con cuentas bajas. También se suscito polémica con 

otras pruebas que involucran anticuerpos monoclonales en rela

ción a culil antígeno dirigirlos, considerando que muy dific11-

mente se dlagnosticaria Q. psltacc1 cuando se tratara de Q. 

trachomatis o el antígeno proteico de la membrana externa mayor 

de Q. trachomatis; aunque con el primero se obsevaron mejores 

resulta.dos. 

Sin embargo, en la lectura de los frotis de anticuer

pos monoclonales, algunos investigadores encontraron errores 

debidos a la reactividad cruzada y a la unión de la fracción Fe 

de los anticuerpos monoclonales conjugados con la proteina A de 

estafilococo dor'l.do, por lo cual se incluyeron ciertas modlf1-

caciones en la t~cnica de in~unofluorescencla indirecta y en la 

de coaglutlnaclón, incluyéndose el uso de colorantes de con

traste para teñir el fondo y evitar los errorea de apreciaci6n 

debidos al fondo brillante de la muestra, tratamiento de mues

tras con en zlmas, etc. 

Se han usado ampliamente métodos lnmunoenzimáticos 

para demostrar a microorganismos como Pseudomonas aeruglnosa, 

!lscherichia col1 y Shigella sp por medio de anticuerpos mono-
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clonales dirigidos a la fosfatasa alcalina, que aparece casi 

inmediatamente en el cultivo y se conserva en la muestra, corno 

se puede detectar directamente, se adelanta aproximadamente 24h 

a los resultados obtenidos por otros m§todos y puede automati

zarse a un costo relativamente bajo. 

Sin embargo, en relac16n a Pseudomonas aeruginosa se 

produjeron reacciones cruzadas con otras especies del género en 

virtud de la homola3ía de su A.Bn. Ha obstfinte, algunos autores 

consideran de poca importancia estas reacciones cruzadas dado 

que otras bacterias ~el género que cruzan con E· aerug!nosa son 

sensibles .11 los mismos i:intlhióttcos y .~amo este microorganismo 

se puerie trientlflcar por sus carac ter1st1cas macr"osc6plcas, 

m1crosc6ptcas, bioquímicas y serol6g!cas, con alta conf!abili

d ad como has ta la fecha se ha real 1 za do, se considera !rrel e

van te discriminar entre una y otra especie usando una técnica 

rlípida, específica, sensible, costosa y difícil de montar como 

los anticuerpos monoclonales, además de -1ue los utilizados no 

fueron lo suficientemente enpecíf!cos p.'lr'a detectar al micro

organismo en cuestión encontl"'ándose algunos de otra u otras 

especies o hasta eéneros que podrían cruzar ~ interferir con el 

d1agn6stlco de esta bacteria oportunista que tan lmportarite es 

en 1nfecclone3 sistémicns, en pacientes quemados e 1nmuno

compromet1·los. Se podría pensar 1ue lo anterior se debl6 a que 

las bacterias examinarlas se habían sometl:io a condiciones tales 

que cambiaron sus carac teríst!cas estructural es y anti génicas, 

que es otra de las razones con las que se justifican las reac-
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clones cruzadas. 

Los resulta dos obtenidos con anti e uerpos monoclona

les son de cualquier forma más confiables que loa obtenidos con 

loa policlonalee y más rápidos, raz6n por la cual se recomienda 

sustituir unos por otros. 

Resultados similares se encontraron al examinar mues

tras en busca del homopol ímero de f. tropical is por ensayos 

1nmunoenz1mát1cos y de inmunofluorescenci~ con anticuerpos 

monoclonales comparándolos con pollclonales. Tomando en cuenta 

que los primeros son muy sensibles, los resultados obtenidos 

son confiables a diferencia de otras técnicas. 

En relación a Vibrlo cholerae, se ha dividido en 

función de su ant'igeno "0" en varios sub-grupos, y en tres 

serotlpos. Entre lo.s hallazgos más importantes de estas inves

tigaciones debe citarse que con los anticuerpo~ monoclonales 

producidos se propone una solución a las reacciones cruzadas 

entre Y.· cholerae 1 Brucella abortus y Yersinia enterocolitlca 

cuyo antígeno "0 1
' es muy similar. 

Esta investigac i6n se considera muy importante dado 

que permite demostrar que con una selecci6n de anticuerpos 

monoclonales es poalble evitar las reacciones cruzadas, elevar 

su confiabilidad y, por supuesto, detectar al microorganls1110 

so apee ho so. 

De igual manera se han estudiado parásitos como 

~ mur is encontrando un antígeno específico del g'énero. 

Este parásito se estudi6 por medio de inmunoensayo usando anti-
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cuerpos monoclonales, los resultados obtenidos fueron satisfac

torios dado que se 1dent1f1c5 al antigeno del género sin reac

ciones indeseables con antigenos especiflcos de otros géneros 

de protozoarios intestinales comunes. El anticuerpo monoclonal 

usado permite su un15n a tubos de plástico, látex u otros 

soportes, el tiempo para identificar al parásito se puede redu

cir a un intervalo de entre lO y 30 minutos por muestra. Estas 

caracteriatlcaa son muy importantes si se compara a los anti

cuerpos monoclonales con loa resultados obtenidos actualmente 

por microscopia. 

Observaciones similares se encontraron al examinar 

heces con un anticuerpo monoclonal para la 1dent1f1cac15n de 

Cryptosporldlum parvum, agente causal de diarrea en humanos 

lnmunocomprometldos. Se encontr5 que los tipos de t1nc15n con 

los que se comparl'> al antlc uerpo monoclonal ( t1nc15n con 

fl uoreace!na, biotina, auram1na-rodam1na, d1am1no-benc1d1na, 

etc.) si producian diferencias en términos de sensibilidad, lo 

cual significa que estas técnicas no son inocuas prefiriendose 

por ello la de inmunofluorescencla indirecta. 

E:sta situación también se observó al estudiar anti

genos de Naeglaerla ~ por métodos enzlm§.tlcos, por lo 

cual se pref1r15 el método de 1nmunofluorescenc1a lnd !recta con 

anticuerpos monclonales. 

En relac15n a la detecc15n de agentes etiológicos a 

nivel de Sistema Nervioso, se estudió su capacidad para detec

tar a los Citomegalovirua usando anticuerpos monoclonales 
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fluorescentes directos, anticuerpos monoclonales fluorescentes 

indirectos y otros; asimismo se compararon varios métodos 

diagnliaticos. 

Loa hallazgos son relevantes en funcilin de las al tas 

especificidad y sensibilidad demostradas, lo cual, era de espe

rarse ya que estas caracter1aticas son inherentes a los anti

cuerpos monoclonales. 

También se comparli el uso de equipos de hibridizacilin 

de ADN .!.!! situ, con el cultivo del virus y técnicas con mono

clonales. La pl'imera técnica reaul t6 ser superior al cultivo 

pero también es cierto que requiere de personal técnico experto 

y de reactivos costosos, mientras que las técnicas tradiciona

les de cultivo no presentan este último problema. 

Otra caracter1stica muy útil e importante de los 

anticuerpos monoclonales fue la rapidez, se cita que las técni

cas que involucran su uso identificaron a Citomegalovirus 42 

horas antes que el tiempo necesario para su identif1cacilin por 

la t~cnica de hibridizaci6n y por el cultivo de células que 

involucra d1as. 

As1 mismo, debemos citar que se prefiere el anticuer

po monoclonal fluorescente indirecto sobre el directo por su 

rapidez y confiabilidad, aunque se recomienda usar dicho anti

cuerpo en paralelo con el cultivo de tejidos para muestras 

especialmente dificil es. 

En otros estudios sobre el efecto pre-citop!itico se 

encontraron resultados muy similares, pues se detec tli un al to 
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porcentaje de cepas del virus en cuestHm entre 16 y 24 horas 

con el anticuerpo monoclonal y entre 40 a 48 ha.ras con el cul

tivo del virus en células en monocapa. 

Todo esto confirma que la prueba de anticuerpos mono

clonales fluorescentes indirectos está a la cabeza de la lista 

de pruebas diagn6st1cas de elecc16n en enfermedades del Sistema 

Nervioso. 

Se puede complicar la identificación del virus al di

rigir los anticuerpos monoclonales preferentemente indirectos, 

a algún antígeno que aparezca inmediatamente luego de la 1nfec

c16n, así se desarroll6 otro método, llar.iado 1e cuantif1cac16n 

rápida de ~galoviru~ en el que los antia uerpos monoclona

les, se dirigieron a una proteína que aparece casi inmediata-

ment~ después de la infección. Se recomienda continuar estos 

estudios hasta optimizar la técnica. 

Otro estu--l lo r.orrobora el hecho de que los antlc uer

pos monclonales son muy versátiles, en relaci6n a la familia 

P1co!:..!!~!lrlda~ se estutit6 al ·1irus de la encefa.lomiocarditis 

por med lo de un ensayo lnmunoen zlmátlco para detectar anti e uer

pos neutralizantes después de B horas de infecci6n, se encontr6 

un aumento r-ápido en la absorbancla en células infectadas. Es 

e·1 lden te que por es ta meto do lag 'ía se puede d iagno s t le ar otros 

Pi~ornavtru3 como el pollovl.rus, titulando el interferón. 

Por otro ladoJ los esfuerzos por demostrar y descri

bir un nuevo 3Ubgrupo de rota virus son notables. Sin embargo 

fueron infructuosos en virtud de que no se logró el objetivo. 
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!lo obstante, es muy importante citar que al parecer lo que se 

predijo como una nueva clase o subgrupo de rotav1rus en reali

dad correspondía a una infecc Hm mixta, lo cual se detectó por 

medio de técnicas de hibridización de !icidos nucleicos que 

incluyen anticuerpos monoclonales, esta técnica al compararse 

con electroferes1s en gel de pol1acr1lam1da se caracteriz6 por 

3US mejores resultados particularmente en casos en que el núme

ro de virus en la muestra es bajo y en aquellos en que muchos 

no est!in viables, lo cual habla de la muy alta sensibilidad de 

esta metodología. 

~n rel ac lón a las rea ce tones cruzadas y dem§.s incon

venientes, se han tratado de evitar de diferentes formas: 

l. Se estudiaron, usaron y seleccionaron anticuerpos 

monoclonales empleandose con muestras directas. 

2. Se usaron muestras de anticuerpos monoclonales 

cuidadosamente dirigidas hacia diferentes antígenos de una cepa 

de un microorganismo en particular, tomando en cuenta antí~enos 

especír1cos de género y de especie. 

3. Se depuraron las t~cnlcaa y aún ae sigue con esta 

tarea, usando ensayos basados en Biología l.\::llecular para dife

renciar un ácido nucléico de otro, hasta establecer las reglo

nes eapec1flcas del patógeno para encontrar, s1 la hay, una re

gión que se puede aislar y hacia ella dirigir anticuerpos mono

alonales con los que luego reaccione. 

4. Se continúan aú.n loa eatud 1oa para encontrar 

antígenos óptimos y la t~cnica ideal para cada microorganismo. 
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5. Se trabaJ a con cH ulas completas. 

6. Se usan los anticuerpos monoclonales para estu

diar la topografia de las células, y así evidenciar la existen

cia y period1c1~ad de ciertos determinantes antigénicos y la 

loca 11ZR.C16n de es tos en la célula. La il'Tlportanc la de esos es

tud 1o s radie" en el conocl:n!ento del p~pel de cada estructura 

en la patogen1cidad del microorganls'Ilo en estudio y sus carac

teristicas antigén1c~s, p~ra conocer la dinámica de la reacc16n 

antigeno-anticuerpo. Los h11llazgos en este campo demuestran 

que todavía se est§ lejos de entender la estructura íntima de 

los microorganismos pero 3e siguen haciendo esfuerzos IJ. este 

respecto. 

Tambien es importante y se continúa avanzando en el 

estudio de la B1olog1a Molecular ie cnda microorganismo, pues 

si se logran conocer las dif~renclas riel mater111l genético 

entre un microorganismo patógeno y otro no pa.t6geno,, Ge podr§. 

neutralizar su virulencla o por" lo :nenos, 11agnost1carlo 

col'J'lbatirlo en forma específica y d1? la 11ejoro manera posible. 
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CONCLUSIOllES 

1. Los anti e uer pos monoclonales constl tuyen una 

herramienta diagnóstica muy úttl para realizar la identifica

c16n de varios mlcroorganismoa. 

2. Para usar los anticuerpos monoclonales como 

herramienta diagnóstica es necesario encontrar un antigeno óp

timo contra el cual dirigir a los primeros. 

3. En ocasiones se recomienda purificar al antigeno 

seleccionado para producir los anticuerpos monoclonales. Ello 

depende de si dicho ~ntígeno es dominante, de su localización 

en la célula y de las proporciones en que se le encuentre en su 

forma nativa. 

4. El tratamiento de las muestras con agentes quimi

cos y flaicos es, en ocasiones, recomendable para exponer loa 

deter~lnantes antigénlcos de los mlcroorganls,os en estudio; no 

obstante, dicho tratamiento depender~ de la localización y la 

susceptibili1ad de los det~rminantes antigénicos. 

5. Las técnicas que involucran el uso de anticuerp-:is 

monoclonales deben cont!nuar estudiándose para depurarlas y se

lecc!onar las mejores. 

6. Se pueden presentar reacc!ones cruzadas, las 

cuales se deben considerar y evitar, en la medida de lo posi

ble. 

7. Tanto la recolección de la muestra óptima, como 

el tiempo y laa cara e teriz tic as de su procesamiento son facto-
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res cruc1ales para obtener resultados conf1ables. 

8. La adm1n1strac1ón previa de ant1b16ticos al pa

ciente no inter f1ere en la sensib 11 idad de los anti e uerpos 

monoclonales. 

9. Los anticuerpos monoclonales son especificas y 

sens1bles, las tf!cnicas que los emplean son rápidas e inocuas 

para el analista y -hasta cierto punto- no afectan a las mues

tras. Por elloJ se recomlenja la sustitución de los anticuer

pos policlonales por monoclonales. 

10. De en~re todas las técnicas estudiadas, la de 

inmunorluorescencia indirecta con anticuerpog monoclonales es 

la mas confiable; sin embargo, existen otras de diferente natu

raleza -como la de coaglut1nac16n y el ensayo inmunoenzim&tico

las cuales se prefieren por su sencillez, ripidez y bajo costo 

y porque poseen una sens1b1111ad y especi!'ic !dad comparables 

con la mencionada en primer t~rmlno. 

11. Se empiezan a usar los anticuerpos monoclonales 

para 1dentif1car antlgenos que despuis de su puriflcac1ón se 

emplean como estimuladores potenciales de c~lulas T para prol1-

ferac16n de llnfocitos en sangre periff!rica y para 1dentificar 

ant'ígenos con los cuales generar posibles vacunns. 
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