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RESUMEN

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) se encuentran ampliamente distribuidas en
el ecosistema, causan patologias en individuos inmunocompetentes pero principalmente en
inmunocomprometidos. ElI complejo Mycobacterium avium (CMA) es la principal causa de
enfermedades en el humano por MNT. M. avium forma parte del CMA, es la principal causa
de enfermedad pulmonar ocasionada por MNT también es causa de linfadenitis y
enfermedad diseminada, los sintomas y signos de estas enfermedades son indistinguibles de
los causados por Mycobacterium tuberculosis, por lo que su identificacion ha cobrado gran
importancia. Actualmente los métodos para su identificacion presentan inconvenientes en la
especificidad, tiempo de realizacién y costo; la utilizacion de un anticuerpo monoclonal
(AcMo) puede ser una opcion mas para la identificacion de M. avium. El objetivo del presente
trabajo fue la produccioén de Ma contra M. avium y su caracterizacion mediante un ensayo de
reactividad cruzada con otras MNT y micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMT) y un inmunoproteoma para la identificacion de las proteinas de M. avium reconocidas
por el anticuerpo.

Para producir el anticuerpo se inmunizé ratones hembras BALB/c con M. avium, el
raton que produjo una mayor respuesta humoral se seleccioné para realizar la fusién entre
esplenocitos y células de mieloma. Posteriormente, se selecciond seis clonas con el
hibridoma productor de anticuerpo que presentaron la mayor reactividad a M. avium, la clona
AcMa:3H1 tuvo el mayor reconocimiento y fue la clona utilizada para su expansion y
caracterizacion.

En el ensayo de reactividad cruzada el mayor reconocimiento se obtuvo para M avium
proveniente de un aislamiento ambiental y un aislamiento clinico, las MNT que no tuvieron
reactividad fueron M. nonchromogenicum y M. kansasii, las cepas pertenecientes al CMT
mostraron reactividades variadas. A partir del inmunoproteoma se identificaron y
secuenciaron cuatro proteinas reconocidas por el anticuerpo producido, se encontré que
estas proteinas son comunes con otras especies de micobacterias y que hay secuencias de
aminoacidos conservadas entre ellas. En conclusién, se produjo y caracterizd anticuerpo
contra M. avium gue muestra reactividad cruzada contra otras micobacterias ya que los

epitopes reconocidos son comunes entre las cepas estudiadas.
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ABREVIATURAS

CHAPS 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1 propanosulfato

AAR Acido alcohol resistencia

ADN Acido desoxirribonucléico

ARN Acido ribonucleico

APRT Adenina fosforribosil transfersa
H20d Agua desionizada

BSA Albumina sérica bovina

AcMo Anticuerpo monoclonal

AcMa: 3H1 Anticuerpo monoclonal contra M. avium

aa Aislamiento ambiental

ac Aislamiento clinico

BCG Bacilo de Calmette y Guerin

CMA Complejo Mycobacterium avium
CMT Complejo Mycobacterium tuberculosis
CG Cromatografia de gases

CCF Cromatografia en capa fina

HPLC Cromatografia liquida de alta presion
DO Densidad optica

DTT Ditiotreitol

SDS Dodecil sulfato de sodio

2-DE Electroforesis de doble dimensién

2-D PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida de doble dimension

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio

EPOC Enfermedad obstructiva cronica

ELISA Ensayo Inmuno-absorcion ligado a enzimas
PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfonilo

GPL Glicopeptidolipidos

IPG Gradiente de pH inmovilizado

HAT Hipoxantina Aminopterina y Timidina
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HGPRT Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa

Ip Intraperitoneal

IAA lodoacetamida

MNT Micobacteria no tuberculosa

MOTT Micobacterias diferentes al bacilo de la tuberculosis
MAI Mycobacterium avium-intracellulare

TEMED N, N, N, N"-tetrametilendiamina

HRP Peroxidasa de rabano

APS Persulfato de amonio

PVC Policloruro de vinilo

PEG Polietilenglicol

PVDF Polivinilidenofluoruro

pH Potencial de Hidrégeno

RCF Radial fuerza centrifuga

SIDA Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida
ATS Sociedad de Torax Américana

PBS Solucion amortiguadora de fosfatos
PBS-T Solucién amortiguadora de fosfatos con Tween 20
TBS-T Solucién amortiguadora de Tris con tween 20
SSI Solucion salina isotonica

SFB Suero fetal bovino

T Tiempo

TMP Timidilato

TK Timidina cinasa

TG Tracto gastrointestinal

TR Tracto respiratorio

TB Tuberculosis

UR Unidades relativas

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana
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Unidades

Mg
pl
mg
mL
mm
Mm
min
M
Vv
V/h
w

Amperio
Grado Celisius
Gramo
Hora

Litro
Microgramo
Microlitro
Miligramo
Mililitro
Milimetro
Milimolar
Minutos
Molar

Volt
Volt/hora
Watt

kGy Kilogray
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1. INTRODUCCION
1.1 Micobacterias no tuberculosas.

Las Micobacterias no tuberculosas (MNT) pertenecen al género Mycobacterium de la
familia mycobactereacea del orden de los actinomicetales, son ubicuas ya que han sido
aisladas de ambientes terrestres, acuéticos y de vegetacidbn como son: suelo, plantas,
animales, fuentes naturales de agua y fuentes de agua elaboradas por el humano como
suministros de agua potable, contenedores de agua como cisternas, albercas, tuberias,

regaderas, unidades de agua para uso dental de comida y de animales. [1-3]

El nimero de especies y subespecies del género Mycobacterium esta en permanente
aumento llevando a la descripcion de mas de 180 miembros [4]. El género Mycobacterium es
clasificado de diferentes formas, una de ellas es de acuerdo a su caracteristica de
patogenicidad conformando tres grupos: las pertenecientes al “complejo Mycobacterium
tuberculosis” (CMT), Mycobacterium leprae, especies patégenas para el humano y las MNT
0 micobacterias ambientales consideradas como patdgenos oportunistas aisladas de fuentes

naturales.[5, 6]

Las MNT & micobacterias ambientales han sido nombradas de diferentes formas:
micobacterias atipicas (termino concedido por Pinner, 1935), ambientales, oportunistas, no
clasificadas, micobacterias diferentes al bacilo de la tuberculosis (MOTT por sus siglas en

ingles) y Micobacterias No Tuberculosas (MNT); de acuerdo a la Sociedad de Torax

W :
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Americana (ATS) este Ultimo término es el que se prefiere para nombrar a esta clase de

micobacterias.

Las especies de este género presentan un alto contenido de G+C en su ADN (61-
71%, excepto M. leprae que contiene 55%), caracteristica compartida por otros géneros que
también poseen acidos micdlicos en la pared celular, como son: Nocardia, Actinomices y

Rhodococcus.

Las micobacterias poseen una pared celular gruesa con un elevado contenido lipidico
gue constituye el 60% del peso seco de la misma, la pared consta de cuatro envolturas: la
mas interna es el peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido N-
glucolilmuramico; la segunda esta constituida por arabinogalactanos que se encuentran
unidos a los acidos micélicos de la tercera envoltura formada por acidos grasos de cadena
larga (60 a 90 atomos de carbono); la envoltura mas externa es constituida por glicolipidos,
en conjunto, esta composicion de la pared confiere a la micobacteria una escasa
permeabilidad que es responsable de la ineficiencia de multiples agentes antimicrobianos,
asi como la caracteristica de &acido-alcohol resistencia (AAR) en tinciones para su
visualizacion microscépica; la Figura 1 corresponde a una representacion esquematica de la
estructura de la pared celular de las micobacterias que muestra su orientacion y relaciéon

entre los diferentes componentes.[7]
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3) Acidos micdlicos -_[ I " I ﬂ I " I >
’ ‘. ‘ ﬂ ‘. ’. .’ .. gLipoarabinomanano
#

i ()
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1) Peptidoglicano

Figura 1 Representacion esquemaética de la pared celular de las micobacterias.
Se muestran las 4 envolturas de la pared celular: 1) Peptidoglicano, 2)
Arabinogalactano, 3) Acidos micdélicos, 4) Glicolipidos. (Modificado de Inderlied,
1993). [7]

1.1.1 Clasificacién de micobacterias no tuberculosas.

Las especies de MNT fueron clasificadas en el afio de 1959 por Runyon, que divide a
las MNT en cuatro grupos: 1) Fotocromégenos, II) Escotocromogenos, 1) No
Fotocromégenos y V) de rapido crecimiento; esta clasificacion se basa en la velocidad de
crecimiento, la morfologia de las colonias y en la capacidad de producir o0 no un pigmento. La

clasificacion de Runyon se presenta en la Tabla 1.[5, 8]

La clasificacibn de Runyon es utilizada por microbiélogos como la herramienta
principal para la identificacién de especies de MNT. En los dltimos afios esta clasificacion

adquirid menor relevancia debido a los avances en las técnicas rapidas de cultivo, pruebas

W 1
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de ADN, cromatografia etc, ademas esta clasificacion tiene poco valor clinico ya que los

organismos clasificados dentro de un determinado grupo de Runyon son causa de diferentes

enfermedades.

Tabla 1 Clasificacion de Runyon.

Grupo |

Fotocromégenos

Grupo Il

Escotocromégenos

Grupo Il

No fotocromégenos

Grupo IV
De réapido

crecimiento

Caracteristicas

Colonias visibles en
un periodode 2a 4
semanas.

Producen pigmento

Colonias observables en
un periodode 2 a4
semanas.
Forman pigmento tanto

en presencia de luz como

Colonias perceptibles
enunlapsode2a4
semanas.

No producen

pigmento ni bajo la

Colonias visibles
después de 3 a
5 dias.

Carecen de

Ejemplos

en presencia de luz. luz nien la Pigmentacion
en ausencia de ella.
oscuridad.
M. fortuitum
M. chelonae
M. avium

M. kansasii

M. mariun

M. simiae

M. gordonae
M. aurum
M. flavescens

M. scrofulaceum

M. intracellulare
M. celatum
M. ulcerans

M. xenopi

M. abscessus
M. abcessus
M. peregrinum
M. smegamatis
M.

mucogenicum

Un sistema de clasificacibn mas apropiado para la clinica es el que agrupa a las MNT

de acuerdo a la enfermedad que causan, esta clasificacion divide a las MNT en cinco grupos:

a) enfermedad pulmonar, b) linfadenitis, ¢) enfermedad cutanea, d) enfermedad diseminada 6

11
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miliar y e) otras enfermedades como Paratuberculosis; algunas de las principales MNT que

causan las enfermedades mencionadas se muestran en la Tabla2.[5, 8, 9]

Tabla 2 Clasificacion de las principales MNT de acuerdo ala
enfermedad que causan.[5]

Enfermedad MNT causantes de la enfermedad

CMA (Complejo M. avium)
M. kansasii

M. abscessus

a) Enfermedad pulmonar. M.chelonae
M. fortuitum

M. simiae

M. xenopi

CMA (Complejo M. avium)

b) Linfadenitis. M. kansasii

M. scrofulaceum

M. abscessus
M. chelonae
M.nonchromogenicum
c¢) Enfermedad cutanea. M. szulgai
M. marinum

M. ulcerans

M. vaccae

CMA (Complejo M. avium)

M Kansasii
d) Enfermedad diseminada.

M. chelone

M. sccrofulaceum

e) Otras enfermedades.

M. avium subsp. paratuberculosis
(Paratuberculosis).

12
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1.1.2 Importancia clinica de las Micobacterias no tuberculosas.

A partir de 1982 el numero de casos de infecciones en humanos asociados a MNT
increment6 notoriamente asociado a personas con deficiencia inmunoldgica producida por
diferentes causas pero especialmente aquellos con el Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), las infecciones ocasionadas por estas micobacterias son responsables de
una causa importante de mortalidad.[3, 10-13]. Las MNT son reconocidas en la actualidad
como agentes causales de patologias en individuos inmunocompetentes pero principalmente
con deficiencia inmunoldgica.[6, 14, 15]

Existen diferentes causas que predisponen a las infecciones por MNT, algunas son
alteraciones a nivel local secundarias a un procedimiento quirdrgico, traumatismos en tejidos
blandos o huesos, alcoholismo, afectaciones del sistema inmune local como es la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) 6 alteraciones del sistema inmune a nivel
general como la diabetes 6 SIDA entre otros, algunas de estas alteraciones se mencionan en
la Tabla 3.[5, 10]

Tabla 3 Clasificacion de las principales MNT de acuerdo ala
enfermedad que causan.[5]

Alteraciones a nivel local. Alteraciones del sistema inmune.

-Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

-Enfisema pulmonar.
-SIDA
-Aspiraciones realizadas previamente debido
-Uso de agentes inmunosupresores
a enfermedades esofagicas.
utilizados en pacientes con enfermedades
-Procedimientos quirargicos.
autoinmunes y aquellos que fueron sometidos a
-Dafio en piel.
trasplantes.
-Alcoholismo crénico.

-Tabaquismo.
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En ausencia de evidencia de la transmisién de persona a persona en enfermedades
debidas a MNT se propone que los humanos son infectados via inhalacion de aerosoles,
ingestion por agua 6 alimentos contaminados 6 por la adquisicion directamente secundaria a
un traumatismo por lo que el tracto respiratorio (TR) y el tracto gastrointestinal (TGI) son las
principales rutas de contagio para la mayoria de las enfermedades causadas por MNT.[5, 10,
16].

Algunas evidencias de estos tipos de transmision son resultado de la asociacion de las
MNT con enfermedades ocupacionales y nosocomiales. Se ha demostrado por diferentes
autores que los trabajadores expuestos a aerosoles generados en la fundicién de metales,
aquellos que laboran como salvavidas en albercas y aquellos que estan en contacto con
materiales de construccion dafiados por el agua son susceptibles a desarrollar infecciones
diversas originadas por las MNT. Existe otro grupo de personas que presentan una
enfermedad de base como se menciond anteriormente y que resultan mas susceptibles para
desarrollar infecciones por MNT. En los hospitales, el desarrollo de infecciones respiratorias
en pacientes con padecimientos pulmonares cronicos 6 inmunodeficiencias y también
infecciones en la piel como abscesos cutaneos puede deberse a la contaminacion de

abastecimientos de agua, a la formacion de biopeliculas en equipo médico y a la

contaminacion de soluciones utilizadas en la desinfeccion de la piel.[2, 10, 16, 17]

Los diferentes estudios realizados reportan que del total de micobacterias descritas en
la actualidad, las especies mas comunmente aisladas en laboratorios pertenecen al
Complejo M. tuberculosis, al Complejo M. avium (CMA) y al grupo de las MNT de rapido
crecimiento. De las MNT aisladas de muestras clinicas se ha reportado que las del CMA son

la principal causa de enfermedades en el humano (70%). [10, 15, 18-20]
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1.2Complejo Mycobacterium avium.

Los miembros del CMA son implicados en enfermedades nosocomiales vy
ocupacionales, las rutas de infeccibn comunes son la inhalacion de aerosoles y la ingestion
de agua y comida contaminada. La caracterizacion y definicion de la especie M. avium
ocurrio en el afio de 1990 con un estudio publicado por Thorel y Col., en el cual se definen
cuatro subespecies principales: M. avium subsp. silvaticum, M. avium subsp
paratuberculosis, M. intracellulare y M. avium subsp. avium, a continuacién se menciona

brevemente la definicion para cada una.[7, 8, 10, 18, 20-23]

M. avium subsp. silvaticum: Es el organismo causante de lesiones similares a la TB
en palomas.

M. avium subsp. paratuberculosis: Es el agente etioldgico de la enfermedad de
Johne o paratuberculosis en rumiantes y ganado; esta enfermedad representa un problema
serio para la ganaderia.

M. intracellulare: Es causa casi exclusivamente de enfermedad diseminada en
humanos enfermos de SIDA y contribuye a ocasionar infecciones pulmonares asociadas al
MAC.

M. avium subsp. avium: Esta subespecie incluye a M. avium causante de
enfermedad en aves y al agente que causa enfermedades en el humano; recientemente se
ha propuesto la introduccion de la denominacion M. avium susp. hominissuis para distinguir
organismos aislados de humanos y puercos de los encontrados en aves ya que estudios a
nivel fenotipico y genético han demostrado evidencia en la diferencia entre estas cepas. Es la

subespecie del CMA mas prevalente en muestras clinicas y ambientales, es de importancia
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clinica para humanos y animales Illamada recientemente “Micobacteria ambiental
potencialmente patdgena” ya que diferentes reportes sefialan que es la principal causa de
enfermedad pulmonar por MNT, linfadenitis en nifios y enfermedad diseminada 6 miliar en

pacientes enfermos de SIDA, por lo que su identificacion es de gran importancia.[7, 10, 20]

Enfermedad pulmonar

Es la manifestacion clinica mas comun causada por MNT, el Complejo M. avium y M.
kansasii son las principales especies identificadas como causantes de esta enfermedad. El
primer caso reportado de enfermedad en humanos a causa del CMA se report6 en el afio de
1943 por enfermedad pulmonar por M. avium. Al iniciar la emergencia del SIDA en 1980 la
infeccidn pulmonar fue la presentacion clinica mas comun a causa del CMA.

La enfermedad pulmonar producida por M. avium se presenta preferentemente en
mujeres blancas entre 45 y 65 afios de edad aunque hay variacion considerando el sexo y
edad en la cual se presenta ésta enfermedad; la adquisicion ocurre por diversas vias como
se ha mencionado y las personas mas susceptibles presentan mayor riesgo para
desarrollarla (ver Tabla 3).

El establecer que el agente causal de la neumonia es por M. avium se dificulta ya que
los sintomas de la enfermedad pulmonar a causa de M. avium no son especificos, la
enfermedad pulmonar es indistinguible de la producida por Mycobacterium tuberculosis y
otras neumonias bacterianas. En los enfermos con SIDA la determinacién del agente
etioldgico se dificulta ya que puede estar involucrado mas de un organismo patégeno.

En el afio de 1997 la ATS publicé los criterios para el diagndstico y tratamiento de la

enfermedad pulmonar causada por MNT, el criterio para el diagnoéstico de la enfermedad
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incluye la evaluacion de los sintomas clinicos, el analisis bacteriolégico de muestras clinicas
y estudios radiogréficos. La falla en la identificacion de la micobacteria causante de la
enfermedad y en consecuencia el no dar un tratamiento farmacolégico especifico y oportuno
es causa de un dafio pulmonar grave.

El tratamiento para la enfermedad pulmonar debida al CMA no tratada consiste en tres
o cuatro farmacos (claritromicina o azitromicina, rifampicina, etambutol, y amikacina)
prescritos por un lapso del2 a 24 meses y cuando un paciente no responde a este
tratamiento debe realizarse una prueba de susceptibilidad a los farmacos.[7, 10, 12, 14, 22,

24-26]

Enfermedad diseminada

La mayoria de las MNT causan infecciones diseminas, el agente etiol6gico mas
frecuente es el CMA. En un estudio realizado en 1990 se encontré que en los casos de
enfermedad diseminada asociada a MNT en pacientes enfermos de SIDA, la gran mayoria
(96 al 98%) era a causa de microorganismos del CMA de los cuales el 98% de aislamientos
correspondian a M. avium. Los microorganismos del CMA son comunmente aislados de
muestras clinicas de pacientes con SIDA sin presentar ninguna enfermedad aparente y su
aislamiento es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad diseminada.

La infeccion comienza como un proceso localizado comunmente en el TGl o en el TR
ya que es adquirida frecuentemente por la ingestion de agua contaminada o la inhalacién de
aerosoles que contienen a M. avium. El diagnostico de la enfermedad se confirma por el

aislamiento y la identificacion de M. avium en cultivos de sangre, medula 6sea o biopsias. A
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pesar del uso de diferentes agentes antimicobacteriales la mayoria de los casos son

mortales. [7, 10, 18, 20, 22, 26]

Linfadenitis

La linfadenitis es la Inflamacion de los ganglios submandibulares, cervicales,
submaxilares y preauriculares; la forma mas conocida es la linfadenitis cervical la cual
involucra a nifios de 1 a 5 afios de edad. La mayoria de los casos de linfadenitis son
causados por microorganismos del CMA, que generalmente son resistentes a varios
farmacos incluyendo los antibiéticos de primera eleccién para la tuberculosis. El tratamiento
de eleccion consiste en la cirugia de los ganglios linfaticos afectados; en caso de alguna
contraindicacién para la cirugia se da el tratamiento farmacolégico que consiste en un

macrélido, rifampicina, y etambutol por un periodo minimo de seis meses.[7, 10, 22]

1.3 Identificacion de MNT.
1.3.1 Técnicas convencionales.
Microscopia (Tinciones).

Las micobacterias son microorganismos dificiles de tefiir con los colorantes habituales
a causa del alto contenido de lipidos de su pared celular. Las tinciones que se utilizan en el
examen microscopico de micobacterias son la de Ziehl-Neelsen y la tincibn con Auramina-

rodamina; para lograr la penetracion del colorante al interior de la micobacteria se debe
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recurrir al calor o a determinados detergentes segun el método utilizado. Una vez dentro, el
colorante no podrd ser extraido tras la exposicidon al alcohol-a4cido o acidos minerales; esta
propiedad se denomina &cido-alcohol resistencia (AAR) y es Util para la visualizacion de este
grupo especifico de bacterias.

Existen diversos factores que condicionan estas técnicas: a) tipo de muestra, b)
cantidad de muestra procesada, c) concentracién de bacterias en la muestra, d) tipo de
tincion realizada, e) experiencia del observador y f) otros microorganismos que pueden
presentar diferentes grados de AAR como: Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella, Gordona,
Legionella micdadei y los ooquistes de Cryptosporidium, Isospora, Sarcocystis Yy

Cyclospora.[1]
Cultivo.

La identificacién de las micobacterias en base a la clasificacion de Runyon se basa en
la velocidad de crecimiento (crecimiento lento y crecimiento rapido) y en las caracteristicas
macroscopicas de las colonias (produccién de pigmento y morfologia de las colonias). Las
micobacterias no tuberculosas presentan un amplio rango de variabilidad morfologica en sus
colonias lo que dificulta la diferenciacion de especies mediante la observacion de la

morfologia del cultivo.[1, 19]
Pruebas bioquimicas.

En el afio de 1992 se propusieron los requisitos minimos para la identificacion de

especies de micobacterias de crecimiento lento, entre estos se encuentra la utilizacion de un
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namero limitado de pruebas bioguimicas como son: la catalasa semicuantitativa y
termotolerancia de la misma, hidrdlisis del Tween 80, ureasa, produccion de niacina,
reduccion de nitratos, actividad fosfatasa &cida, actividad arilsulfatasa, actividad
pirazinamidasa, actividad t-esterasa, resistencia a la isoniazida, hidroxilamina, + acido p-
nitrobenzoico, NaCl, tiacetazona, picrato y oleato, asi como la capacidad de crecer a diversas
temperaturas (Tabla 4). Las pruebas bioguimicas mencionadas muestran resultados
variables dentro de una misma especie y entre micobacterias de crecimiento rapido por lo
gue se ha propuesto un esquema de identificacion para las especies no pigmentadas de
crecimiento rapido basado fundamentalmente en la capacidad de crecer en medios con
determinados azlcares como Unica fuente de carbono. Sin embargo, este esquema no es
valido para el amplio grupo de MNT de crecimiento rapido pigmentadas ya que la variabilidad
de los resultados hace virtualmente imposible una caracterizacién correcta, teniendo que
recurrir a técnicas moleculares (Tabla 5).[1]

El empleo de las pruebas bioquimicas para la identificacion de MNT presenta diversas
desventajas entre las que se encuentran: perfiles bioquimicos compartidos entre diferentes
especies de MNT, la necesidad de un gran inoculo (cultivos muy crecidos) y la lentitud en la
obtencién de resultados. Los resultados de las pruebas bioquimicas en el caso del CMA son
poco Utiles para la diferenciacion debido a la alta variabilidad en los resultados, a pesar de
ello, las pruebas bioquimicas se siguen utilizando por diferentes razones: una ventaja es que
son sencillas de realizar, econémicas y no requieren de un gran equipo aunque la
identificacion de las micobacterias mediante pruebas bioquimicas exige experiencia y
conocimiento de su fundamento; ademas de que la identificacion no se basa soOlo en una
prueba por muy especifica que parezca (caso de la niacina y M. tuberculosis), sino en los

resultados coherentes de un conjunto de ellas.[1, 18, 19]
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1.1.1 Métodos cromatogréficos.

El andlisis cualitativo de la composiciéon lipidica de la pared de las micobacterias
mediante técnicas cromatogaficas permite diferenciar especies o grupos de especies.

Existen tres tipos de técnicas cromatogréficas utilizadas: cromatografia en capa fina
(CCF), cromatografia de gases (CG) y cromatografia liquida de alta presién (HPLC). La
muestra a analizar se obtiene a partir de una cepa a la cual se le realiza un proceso de
extraccion y separacion de lipidos del resto de los componentes celulares y de un tratamiento
que facilita su migracion o volatilidad. Los métodos cromatogréaficos permiten la identificacion

de especies, con sus limitaciones, en un periodo razonablemente rapido (1-2 dias).[1]
a) Cromatografia en capa fina (CCF)

La CCF es la de menor poder de discriminacién, y por lo tanto es poco utilizada. Los
extractos de las muestras se depositan en placas de cristal o de aluminio que actian como
soporte de una capa de gel de silice, estas placas se someten a un proceso de difusion
utilizando uno o dos eluyentes; posteriormente se revelan evidenciando de 1 a 3 manchas
cromatograficas que definen patrones de migracion de seis tipos de acidos micaélicos (I-VI).

El inconveniente de la CCF es que es una técnica de baja discriminacion, sobre todo
para las especies de crecimiento lento las cuales comparten el mismo patron; su principal

ventaja es la facil estandarizacion y la necesidad de una infraestructura minima.[1]
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Identificacion bioquimicade las micobacterias de crecimiento lento mas frecuentes.

Especie MIA NIT AS Tw URE MaCl C-SQC-68° INH INH HIDROP-NB OLE PZA 22°C 22°C 37°C 42°C PIGMENTO
20 1 1
M. avium - - - - - - -V 5 S \ + + + + + + o+ NO
M. intracellulare S -V o+ S S + + + + + Y NO
M. ulcerans S - V + W - - + + V- NO
M. genavense - - - - + ND + =+ b ND  ND ND ND + - + + o+ NO
M. bovis - - -V s - - - R R - - - - ND o+ o+ - NO
M.nonchromogenicu - - - + - -+ + 5 5 + W WV + + + o+ NO
m
M. tuberculosis + 0+ -V o+ - - - R R - - - + HND o+ o+ - NO
M. haemophilum - - - - - - - - S ND - + ND =+ + + - - NO
M. celatum T - -+ 5 R - + ND HND - + o+ % NO
M. terrae - Vo s - - s+ S 5 + + Y - + + o+ - NO
M. triplex -+ - - + - + + S ND ND ND ND HND - @+ o+ - NO
M. triviale S S ND <+ ND - + + o+ - NO
M. africanum VoV o- v o+ - - - R R - - - v - Voo NO
M. microtii + - - -+ - - - R R - - - + ND ND <+ - NO
M. malmoense - - - Y - -V s R W + - + + + o+ - NO
M. kansasii -+ N+ - + + R R - + - - + Y. FOTO
M. marinum - - Vs - V. + ND ND ND ND ND - + + V- FOTO
M. asiaticum - - -+ - - + o+ 5 \ + - + - + T FOTO
M. simiae v - - -+ - + o+ S V + + W + + + + o+ FOTO
M. lentiflavum - - - - - ND V V¥V S ND =+ + WV y + + + - [ESCOTO
M. scrofulaceum S -+ o+ 5 S + + + + ND + + + ESCOTO
M. gordonae - - -+ - -+ o+ 5 Y WV + W - + + + - [ESCOTO
M. xenopi - -+ - - - -+ b R - WV - + - WV + + ESCOTO
M. szulgai S -+ + S ND - + + + + + + - [ESCOTO

Tabla 4 Identificacion bioquimica de las micobacterias de crecimiento
lento més frecuentes.

NIA: Niacina; NIT: Nitratos; AS: Arilsulfatasa (3 dias); Tw80: Tween 80; URE: Ureasa; NaCl: NaCl 5%; C-SQ: Catalasa semicuantitativa;
C-68°: Catalasa termoestable (68°C); INH 1: Isoniacida 1 pg/ml; INH 10: Isoniacida 10 pg/ml; HIDRO: Hidroxilamina; P-NB: &cido p-
nitrobenzoato; OLE: Oleato; PZA: Pirazinamidasa; 22°C, 30°C, 37°C, 42°C: Temperaturas de incubacion; +: Positivo; -: Negativo; V:
Variable; ND: no determinado; S: Sensible; R: Resistente; FOTO: Fotocromdgeno; ESCOTO: Escotocromdgeno; NO: No cromégeno. [1]
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Identificacion fenotipica de micobacterias de crecimiento rapido.

Especie AS CINa McC Captacion Manitol Inositol Sorbitol Citrato Nitratos 30° 37° 42° Pigmento
de Fe
M. thermorresistibile - + - - - - - - + + o+ o+ ESCOTO
M. aurum W Y - + + + - + Y + + - ESCOTO
M. neoaurum - ND - ND + + MO + + + o+ - ESCOTO
M. gadium - ND ND - ND + + - + + + - ESCOTO
M. flavescens - + - - Y - + - + + + N ESCOTO
M. novocastrense - + + - ND ND MO MO + o+ o+ FOTO
M. alvei + - - - - - ND - + o+ MO
M. brumae - - - + - + MND + + + o+ - MO
M. elephantis - - - - - - - ND + + o+ o+ NO
M. porcinum + + MO MO + + - - + + o+ - MO
M. peregrinum + + + + + - - _ ¥ o+ MO
M. fortuitum + + + + - - - _ ¥ o+ o+ MO
M. boenickei + + + + + + - - + + o+ - MO
M. houstonense + + + + + + + - + + o+ o+ N0
M. neworleansense + + + + + + - - + + o+ - RO
M. brisbanense + + + + + + + - + + o+ MO
M. mucogenicum + + - + _ _ + W o+ MO
M. mageritense + + + W + W MD W i + o+ o+ NO
M. canariasense + - + - + + MND - - + o+ - MO
M. abscessus + + + - - - - _ _ + o+ MO
M. chelonae + - + - - _ _ + _ + o+ NO
M. immunogenum + - + - - - - - _ o+ - MO
M. septicum - + + + + + - _ + + o+ - NO
M. smegmatis - + + + + + + + + o+ o+ MO
M. wolinskyi - + + + + + + W + + o+ o+ MO
M. goodii - + + + + + + W + + o+ o+ MNOESCO
TO

Tabla 5. Identificacién fenotipica de las micobacterias de crecimiento rapido mas
frecuentes. AS: Arilsulfatasa (3 dias); CINa: crecimiento en 5% de CINa; McC: crecimiento en agar de
McConkey sin cristal violeta; 30°C, 37°C y 42°C: temperaturas de incubacion; +: Positivo; -: Negativo; V:

Variable; ND: No determinado; ESCOTO: Escotocromégeno; FOTO: Fotocromdgeno; NO: No
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b) Cromatografia de gases (CG).

El poder de resolucién de la CG es mayor que el de la CCF, permite la deteccion
cualitativa de metil-ésteres de acidos grasos de los acidos micélicos. La CG consiste en la
inyeccién de la muestra previamente tratada en un cromatégrafo equipado con una columna
capilar o semicapilar, la muestra se volatiliza por efecto de la temperatura de inyeccién y
viaja con un gas transportador a través de la columna que a su vez consta de un relleno
interior que es la fase estacionaria capaz de interaccionar con diversos componentes de la
muestra, de forma que sustancias que no interesen pueden quedarse retenidas en la
columna. Los &cidos grasos son los productos a analizar que en la columna se separan
segun la longitud de su cadena, siendo expulsados en orden de menor a mayor tamafio. Un
sistema de deteccién permite establecer el tiempo de retencidon que cada &cido graso ha
tenido en el interior de la columna y los resultados se registran en forma de una linea
continua interrumpida por picos, de mayor o menor amplitud o altura dependiendo de su
concentracion y rapidez de salida, representando cada uno a un acido graso. La mayoria de
las especies de importancia clinica tienen un patron especifico, otros compartidos por mas de
una especie (M. avium M. intracellulare, M. scrofulaceum) y el resto, entre ellas las especies
del CMT patrones inespecificos que Unicamente tienen valor de exclusion.

La CG es una técnica muy util en la identificacion de aislamientos clinicos, pero
compleja en su estandarizacion, requiere de un equipo costoso y personal calificado; las
condiciones para el funcionamiento del cromatégrafo (temperaturas de inyeccion, de
columna, de deteccion, tipo de columna utilizada), condicionan el resultado. Estas

dificultades impiden su uso generalizado.[1]
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c) Cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

Guarda muchas similitudes con la CG con algunas diferencias técnicas y una mayor
rentabilidad diagnéstica, por lo que su uso es mas comun.

El proceso de extraccion de los acidos grasos de la muestra varia, presentdndose
éstos como ésteres de bromofenacil capaces de adsorber la luz UV; las muestras son
transportadas a lo largo de la columna mediante una fase movil liquida (metanol y
diclorometano) produciéndose la separacion de los acidos grasos que son detectados al final
por un espectrofotometro UV. Al igual que en la CG, los &cidos grasos aparecen en el
registro en forma de picos de amplitud y altura variable, cada uno de ellos representa a cada
acido graso; el patrén cromatogréafico de cada muestra constituye el elemento identificador.
La interpretacion de los resultados se realiza por inspeccion visual del cromatograma
obtenido y comparaciéon con patrones conocidos, en los ultimos afios se han desarrollando
programas informaticos para la identificacion de los perfiles cromatograficos obtenidos. La
existencia de un mayor nimero de picos respecto a la CG le confiere un mayor potencial
diagndstico, existen patrones de referencia validados para la identificacién de al menos 23
especies con mayor importancia clinica.

Su inconveniente principal son las posibles variaciones inter-especie y las similitudes
entre algunas especies, lo que obliga a mantener los programas permanentemente
actualizados e introducir las variaciones entre especies. Al igual que para la CG otros
inconvenientes son el costo del equipo, la necesidad de estandarizacion en cada centro,

aprendizaje de la técnica y tener un patron propio de referencia.[1, 19]
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1.1.2 Serotipificacion.

La serotipificacion fue el método preferido para identificar a los miembros del CMA
antes de los métodos moleculares, se basa en detectar las diferencias que existen en los
residuos de azucar que componen los glicopeptidolipidos de la pared celular de las
micobacterias. EI CMA esta compuesto por los siguientes serotipos: los serotipos del 1-6, 8-
11y 21 corresponden a M. avium; los serotipos 7, 12-20 a M. intracellulare.[19]

La serotipificacion es un método de identificacién rapido y sencillo, sin embargo, la
reproducibilidad interlaboratorio es pobre y algunas cepas no tienen reaccion para algun
serotipo, y otras tienen reaccién para dos o0 mas. Ademas, la serotipificacion no esté indicada
para fines clinicos ya que su principal interés es epidemioldgico y sélo esta disponible en

algunos laboratorios de referencia.[19]

1.1.3 Métodos moleculares.
a) Sondas de acidos nucléicos.

Entre las sondas comerciales mas utilizadas para la identificacibn de micobacterias
esta AccuProbe que permite identificar por hibridacion con el ARN ribosomal genémico el
CMT, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae. La identificacion es rapida (2 h)
y especifica, sin embargo, su aplicacion queda limitada a un grupo aunque importante de
microorganismos reducido, requiere de una orientacion presuntiva para la eleccion de la

sonda correspondiente al poder tan solo realizar una identificacion por prueba. Es importante
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no olvidar la frecuencia de cultivos micobacterianos mixtos en pacientes inmunodeprimidos lo
gue obliga a realizar un subcultivo a pesar de una identificacién positiva con la sonda de ADN
para M. avium, M. intracellulare y M. tuberculosis.

Los métodos INNO-LibcyPA MYCOBACTERIA y GenoType Mykobacterien permiten la
identificacion del CMT, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae, M.
xenopi, M. gordonae, M. scrofulaceum, M. celatum y M. malmoense; a ellos se afade el
nuevo INNO-LIPA que incluye M. simiae, M. marinun, M. haemophilum y M. smegmatis. El
GenoType incluye M. peregrinum y M. phlei. Ambos sistemas se basan en la amplificacion de
una fragmento de gen especifico para cada especie (espacio intergenético 16S-23S para el
INNO-LIPA y el 23S rADN para el GenoType). Posteriormente se realiza la hibridacion del
producto de amplificacidon sobre las diferentes sondas dispuestas en una tira de nitrocelulosa,
gue son de facil lectura e interpretacion. Reportes previos sefialan que ambos sistemas son
muy similares, con buena sensibilidad y especificidad a partir de cultivos liquidos y sélidos,
obteniéndose los resultados en 5-6 h. Una ventaja adicional de estos métodos es la
deteccion de posibles coinfecciones por diversas especies en una misma muestra. Estas
sondas se pueden utilizar con cultivos de medios sélidos y liquidos incluso con contenido
hematico. En la actualidad, en combinacion con los nuevos sistemas de cultivo
automatizados, constituyen uno de los modelos de referencia en la deteccion e identificacién
micobacteriana clinica rutinaria. Los principales inconvenientes son que son laboriosos vy el

costo de ambos es alto.[1]
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1.4Anticuerpo monoclonal.

La utilizacion de un anticuerpo monoclonal es una buena opcién para la identificacion
de diversos microorganismos debido a que tiene una especificidad muy alta, solo reacciona y
detecta una clase de antigeno y cuando se usa como reactivo para detectar un agente
patdgeno no se producen reacciones inespecificas. La producciéon de Ma es llevada a nivel
industrial; aunque los métodos de produccion son elaborados y el costo de produccién

elevado.
1.1.4 Obtencién del anticuerpo monoclonal.

El primer método descrito para la produccion de anticuerpo monoclonal (AcMo) fue
descrito por Georges Kohler y Cesar Milstein en el afio de 1975; esta técnica se basa en el
hecho de que cada linfocito B estimulado con algin antigeno produce anticuerpo especifico
para ese antigeno, cuando esta célula es fusionada con una célula de mieloma, la linea
celular resultante de la fusiébn es nombrada hibridoma. Esta célula se multiplica
indefinidamente y produce anticuerpo monoclonal.[27]

La fusion de las células requiere el uso de un agente fuségeno como el polietilenglicol.
Las células resultantes son cultivadas en un medio selectivo que contiene Hipoxantina,
Aminopterina y Timidina (HAT) con la finalidad de que solo puedan crecer las células
fusionadas entre linfocito B y célula de mieloma. Para ello se emplean células de mieloma

gue carecen de enzimas necesarias para la sintesis de ADN utilizando bases nitrogenadas
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de origen exdégeno por la via de recuperacion 6 salvamento como la enzima Hipoxantina-
guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT) en la linea celular SP2/0-Agl14. El medio selectivo
también contiene Aminopterina que es un farmaco antifolato que bloquea la activacion del
tetrahidrofolato necesaria en la sintesis de nucleétidos que estructuran el ADN a través de la
via de Novo.[27-32]

Los linfocitos B presentan la informacion genética para llevar a cabo la sintesis de
ADN por la via de recuperacion o salvamento utilizando hipoxantina y timidina; el re-arreglo
cromosomico que se lleva a cabo en el proceso de fusion entre los linfocitos B y las células
de mieloma proporcionara las enzimas necesarias para la sintesis de ADN generando una
linea celular inmortalizada (Figura 2).[27, 29, 30, 32]

Células de

mieloma

Aminopterina
rrT % ©

Linfocitos B Aminopferinq
@@
@

Via dg|Novo ¥ Via defhovo®®

Via dgirecuperacion Via defrecuperacion 3§

HAT

Sintesis de nucledtidos

Mueren Mueren

Figura 2. Seleccién del hibridoma mediante el medio de cultivo HAT.

El Ma tiene diversas aplicaciones algunas de ellas se mencionan a continuacion:

a) ldentificacion y estudio de moléculas.
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Permite la identificacion de antigenos en membranas celulares y muestras complejas,
define antigenos de diferenciacion celular o de poblaciones celulares y determina sitios de

produccion, expresion y actividad de moléculas en células y tejidos.

b) Diagnéstico.
Permite el diagnéstico de enfermedades infecciosas y sistematicas como cancer a
través de la deteccion de antigenos, niveles altos de complejos inmunes, marcadores de
cancer, endocrinopatias etc. Ademas es utilizado para la clasificacion y diferenciacion de

microorganismos mediante la deteccion de antigenos especificos.

c) Purificacion de moléculas y células.

En cromatografia de afinidad, como anticuerpo para purificar una proteina de interés.

d) Aplicaciones terapéuticas.
El Ma se usa para neutralizar toxinas, para la inmunoterapia tumoral al dirigirlo contra
antigenos de células tumorales que permitan su localizacion y visualizacion e inducir

citotoxicidad, en trasplantes de 6rganos y enfermedades autoinmunes.[27, 29, 30, 32]
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2. JUSTIFICACION

El complejo Mycobacterium avium es el segundo agente
causal de enfermedades pulmonares ocasionadas por
micobacterias, las pruebas utilizadas actualmente para su
identificacion son limitadas en especificidad. Una alternativa para
el desarrollo de métodos de identificacion a nivel de subespecie es
la produccién de un anticuerpo monoclonal que reconozca
proteinas especificas de Mycobacterium avium  subsp.

homminissuis.

31




Facultad de Quimica, UNAM

3. OBJETIVO

Produccidn y caracterizacion de anticuerpo monoclonal contra Mycobacterium avium subsp.

hominissuis.

Objetivos particulares.

-Inmunizacion de ratones BALB/c con Mycobacterium avium subsp. hominissuis para
producir una respuesta humoral en el raton y la titulacion de anticuerpo 1gG2a producidos.
-Obtencién de hibridomas por la fusion de células de mieloma con linfocitos productores de
anticuerpos.

-Seleccionar el hibridoma productor de anticuerpo IgG2a contra Mycobacterium avium subsp.
hominissuis.

-Evaluar la especificidad del anticuerpo monoclonal mediante el ensayo de reactividad

cruzada.

-Identificar las proteinas reconocidas por el anticuerpo.
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4. HIPOTESIS

El hibridoma secretara un anticuerpo monoclonal capaz de
reconocer a una proteina de Mycobacterium avium subsp.

hominissuis.
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5. METODOLOGIA.

La cepa utilizada en el desarrollo experimental fue Mycobacterium avium subsp.
hominissuis recuperada a partir de un aislamiento ambiental (aa) de agua de riego realizado
previamente en el programa de Inmunologia Molecular Microbiana. Para los fines de éste
texto se utilizara la terminologia Mycobacterium avium para referirse a Mycobacterium avium

subsp. hominissuis que se refiere a la cepa que causa enfermedades en el humano.
5.1 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Mycobacterium avium.

A partir del cultivo de M. avium en medio 7H10 se realiz6 la caracterizacion
macroscoépica de las colonias de acuerdo a su tamafio, forma, borde, color, consistencia,
elevacion y velocidad de crecimiento. Las caracteristicas microscépicas se observaron al
microscopio de campo claro con una tincién de Ziehl-Neelsen para la cual se realiz6 un frotis
del cultivo bacteriano, se fijo calentando el portaobjetos 30 min, el portaobjetos se cubrié con
fucsina fenicada y se calenté a emisién de vapores durante 5 min, se lavd con agua y se
decolor6é con alcohol &cido durante 1 min, se realizé otro lavado con agua y se cubri6 el
portaobjetos con solucién de azul de metileno por 1 min; el portaobjetos se lavé con agua y

se dej6 secar al aire.
5.2 Inmunizacion.

La bacteria M. avium se cultivd en medio Sauton (150 rpm, 37° C) y se cosechd

durante la fase media logaritmica (dia 20 con una DOggonm de 1.2) mediante centrifugacion a
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5000 RCF, 10 minutos a 4° C. (La determinacion de la fase media logaritmica fue realizada
previamente en el laboratiorio). La micobacteria fue irradiada con rayos gamma a una
intensidad de 12kGy. Se hicieron alicuotas en solucion salina isotdnica (SSI) ajustando a una

DOGOOnm a 0.740.

Esquema de inmunizacion.

Se utilizaron 10 ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad; 5 fueron utilizados
en el grupo control y 5 en el grupo experimental. Previo a cada inmunizacion, se obtuvo una
muestra de sangre de un volumen aproximadamente de 0.2 mL de la vena maxilar. Se
inyectd via intraperitoneal (ip) un volumen de 0.2 mL de la muestra irradiada a cada ratén y
en el grupo control se les inyectd SSI. El esquema de inmunizacion que se siguidé se muestra

en la Figura 3.

Inmunizacion  Inmunizacion Inmunizacion Inmunizacion

t=0Dia 1 t=1Dia15 t=2Dia30 | t=3Diad45 t=4Dia60

V

Sangria Sangria Sangria Sangria Sangria

Inoculo: 0.2 mL de la bacteria irradiada 6 SSI.
Via de administracion: Intraperitoneal.

Figura 3 Esquema de inmunizacion.
Se muestra el dia que debe tomarse la muestra de sangre previa a cada inmunizacién con el
inoculo correspondiente asi como la via de administracion.
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5.3 Analisis de suero de los ratones inmunizados.

Los sueros de los ratones fueron analizados por la técnica de ELISA para determinar

el incremento en la respuesta inmune humoral después de cada inmunizacion vy el titulo de

anticuerpo lgG2a al final del esquema de inmunizacion.

1)

2)

3)

4)

5)

Titulacién de anticuerpo por el método de inmuno-absorcion ligado a

enzimas (ELISA).

Se obtuvo el extracto celular de M. avium, se cuantificé (ver Anexo 1) y se verificd

la calidad e integridad de éstas proteinas (ver Anexo 2) para sensibilizar placas de
96 pozos a una concentracién de 5 Hg/mL de proteina en solucion amortiguadora

de carbonatos.

Las placas sensibilizadas fueron blogqueadas con solucion de PBS-Albumina al
1%.

Se elimind la solucién de bloqueo para agregar 100uL de PBS-Tween (PBS-T) en
cada pozoy 25ul del suero del ratén a analizar, a partir de esta dilucién se hicieron
cuatro diluciones seriadas de 1/5 cada una.

Las placas fueron incubadas con el anticuerpo secundario IgG2a Anti-ratén
marcado con peroxidasa (HRP) (Invitrogen®).

Se adicion6 sustrato para HRP a cada pozo de la placa y se incubd en la

oscuridad. La placa fue leida en el intervalo maximo de quimioluminiscencia.
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5.4 Fusion, clonacion, seleccion y proliferacion del hibridoma.
Fusion.

Se cultivaron células de mieloma SP2/0-Agl4 en medio Eagle modificado por

Dulbecco (DMEM) con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) a una densidad celular de 2 x

105 células ”iables/mL en un volumen final de 100mL. Las células de mieloma se

recolectaron por centrifugacién (37° C, 1100 rpm, 10 min) llevandolas a un volumen final de
25 mL del mismo medio; se evalu6 la viabilidad de las células se cuantificaron utilizando azul
de tripano. ElI volumen fue ajustado para tener una densidad celular de
2 X 107 células viables.

Paralelamente se sacrificd el ratdn que presentd el mayor titulo de anticuerpo lgG2a
elegido para la fusion y se extrajo el bazo el cual fue disgregado en una suspensiéon celular
en DMEM. Las células fueron recolectadas por centrifugacion (37° C, 1350 rpm, 10 min) y se
adicion6 25 mL de medio; el volumen de la suspensién celular fue ajustado para tener una
densidad celular de 1 x 108 células viables.

En un tubo Falcom (Labcon®) de 25mL se agregd 2 x 107 células de mieloma
viables y 1 x 108 esplenocitos viables, la mezcla se centrifugd (37° C, 1350 rpm, 10 min) y
se retird el sobrenadante, el paquete celular se disgregé suavemente y se adicionaron
lentamente 0.5 mL de solucion de polietilenglicol (PEG), la mezcla se centrifugé (37° C,
800rpm, 3 min) y se elimind todo el PEG. El paquete celular se disgregdé con 5 mL de DMEM

y lentamente se adicion6 5mLde DMEM con 10% de SFB. La suspension celular se
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transfirio a una botella de cultivo celular con 40 mL de medio DMEM con 10% de SFB y se

incubo por 24h a 37° C en 5% de CO..

Clonacion y seleccion.

Las células fusionadas fueron recolectadas por centrifugacion (37° C, 1350 rpm, 10
min) y el paquete celular se disgregd en 10 mL de DMEM, a esta suspension de células se
adicionaron 90 mL de DMEM con 10% de SFB suplementado con Hipoxantina, Aminopterina
y Timidina (HAT); una vez mezclada la suspension se colocé 70 uL de la suspension celular
en cada pozo de una placa de cultivo celular de 96 pozos, realizando de esta forma el
proceso de clonacion. Las placas obtenidas fueron incubadas por 8 dias a 37° C en 5% de

CO..
Proliferacion del hibridoma.
a) Primer escrutinio de las clonas con reactividad a M. avium.
Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé un primer escrutinio del total de las
clonas obtenidas en base a la reactividad del anticuerpo contenido en el sobrenadante de
cada una de las clonas a M. avium evaluada por el método de ELISA, el cual se describe a

continuacion.

1) Se obtuvo el extracto celular de M. avium, se cuantificé (ver Anexo 1) y se verifico la

calidad e integridad de éstas proteinas (ver Anexo 2) para sensibilizar placas de 96
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pozos a una concentracion de 5 Mg/mL de proteina en solucion amortiguadora de

carbonatos.

2) Las placas sensibilizadas fueron blogueadas con PBS-Albumina 1%.

3) Se elimind la solucién de bloqueo para agregar el sobrenadante de cada pozo a
analizar y medio de cultivo celular como control negativo.

4) Las placas fueron incubadas con el anticuerpo secundario, IgG2a anti-raton marcado
con HRP (Invitrogen®).

5) Se adicioné sustrato para HRP en cada pozo y se incubé en la oscuridad. La placa fue

leida en el intervalo méximo de quimiouminiscencia.

El contenido de los pozos que resultaron positivos al ensayo de reactividad fue

transferido a placas de 24 pozos de DMEM con 10% de SFB suplementado con HT.
b) Segundo escrutinio de las clonas candidatas a proliferar.

Se realiz6 un segundo escrutinio de las clonas candidatas a proliferar tomando como
base la reactividad del anticuerpo contenido en el sobrenadante de cada clona a M. avium
evaluada por el método de ELISA y la evaluacién visual al microscopio de la confluencia
celular contenida en los pozos.

El analisis de reactividad a M. avium fue el mismo que se describio para el primer
escrutinio de las clonas. Las células fueron observadas al microscopio invertido para evaluar

la confluencia celular cada tres dias.
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El contenido de los pozos que resultaron positivos al ensayo de reactividad y que

presentaron una confluencia mayor al 75% fue transferido a placas de 6 pozos con DMEM

con 10% de SFB.

5.5 Caracterizacion del anticuerpo monoclonal.

a) Ensayo de reaccidn cruzada.

1)

2)

3)

4)

5)

Se obtuvo el extracto celular de diferentes micobacterias pertenecientes a los
grupos de MNT provenientes de aa y aislamientos clinicos (ac) y del CMT (Tabla6),
se cuantific6 (ver Anexo 1) y se verifico la calidad e integridad de éstas proteinas

(ver Anexo 2) para sensibilizar por triplicado placas de 96 pozos a una
concentracion de 5 #g/mL de proteina en solucién amortiguadora de carbonatos.

Se retird la solucion de extracto celular de las placas y se bloque6 con PBS-
Albumina 1%.

Se elimind la solucion de bloqueo para agregar sobrenadante del medio de cultivo
de la clona seleccionada para su caracterizacion y medio de cultivo celular como
control negativo.

Las placas fueron incubadas con el anticuerpo secundario IgG2a anti-ratén
marcado con HRP (Invitrogen®).

Se adicion6 sustrato para HRP en cada pozo y se incub6 en la oscuridad. La placa

fue leida en el intervalo maximo de quimioluminiscencia.
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Tabla 6. Micobacterias utilizadas en el ensayo de reaccién cruzada.

Grupo Cepa

Aislamiento ambiental (aa) | Aislamiento clinico(ac)

Mycobacterium avium

_ _ subsp. hominissuis
. . Mycobacterium avium subsp -
Micobacterias no tuberculosas M. kansasii
hominissuis
, M. abscessus
M. nonchromogenicum
M. chelonae

M. microti
M. tuberculosis
M. bovis BCG Japon
M. bovis BCG México
M. bovis BCG Phipps

Complejo Mycobaterium

tuberculosis

b) Inmunoproteoma.

La obtencién del inmuno-proteoma se divide en 3 etapas: 1) electroforesis de doble

dimension (2-DE) 2) Western Blot e 3) Inmunodeteccién.
Primera dimension (1D): isoelectroenfoque.

El extracto celular de M. avium cuantificado (ver Anexo 1) y 160ug de proteina se
solubilizaron en 360uL de solucién amortiguadora de rehidratacion la cual contiene: UREA 9
M, CHAPS 4%, Ditiotreitrol (DTT) 100 mM, anfolinas 0.1% (Bio-Lyte pH 3-10; Bio-Rad
Laboratories, Hercules CA, USA) y azul de Bromofenol 0.001%. La mezcla obtenida fue

utilizada para rehidratar dos tiras de Gradiente de pH Inmavil (IPG) de un intervalo de pH 4-7
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y 11 cm de longitud (ReadyStripTM, IPG strips. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA) por
alrededor de 16h.Transcurrido el tiempo de rehidratacion se llevo a cabo el isoelectroenfoque
bajo las siguientes condiciones: i) 500 V, 1 mA, 5W a 1 V/h; ii) 2500 V, 1 mA, 5 W y iii) 2500
V, 1 mA, 5W para 49,500 V/h. (Multiphor Il Electrophoresis Unit (flatbed system); Amersham

Biosciences, Uppsala Sweden).

Segunda dimension (2D): Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Una vez concluido el isoelectroenfoque las tiras fueron introducidas en una solucién de
Ditiotreitol (DTT) y después en lodoacetamida (IAA) a una concentracion de 70 mM y 193
mM respectivamente en 5 mL de solucion amortiguadora de equilibrio (Urea 6M; glicerol 30%
v/v; Tris pH 8.8 50 mM; Dodecil sulfato de sodio (SDS) 2% y azul de bromofenol 0.002%).
Posteriormente, las tiras se colocaron sobre geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12.0
% con marcador de masa molecular (MM) (Precision Plus ProteinTM Standars Dual Color;
250-10 kDa. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). La electroforesis se llevd a cabo en
una camara Hoeffer SE 600 Pharmacia Biotech, USA) en solucion amortiguadora de corrida
(Glicina 192 mM, Tris base 25 mM y SDS 0.1%), programando la corrida a 50 V 30 min, y

100V 2hy 150V 3h.
1) Western blot.

Uno de los geles resultantes de la 2-DE fue transferido por electroforesis a una

membrana de Polivinilidenofluoruro (PVDF) (Amersham Hybond-P PVDF Membrane) en
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solucion amortiguadora de transferencia (Tris-base 48 mM, Glicina 39Mm metanol 20%) a

100 V por 1 h (Bio-Rad Trans-Blot®).
2) Inmunodeteccion.

La membrana con las proteinas transferidas fue colocada en solucion de bloqueo
(solucion amortiguadora de Tris con tween 0.1% (TBS-T) y leche en polvo 5%) durante toda
la noche a 4°C, posteriormente se colocdé durante 1lh a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario que fue el sobrenadante de la clona a probar diluido en TBS-T. La
membrana se incubd durante 60 min a 37°C con el anticuerpo secundario IgG2a Anti-raton
marcado con HRP (Invitrogen®). Se adicion6 el sustrato para HRP, la membrana fue
expuesta a una pelicula de autoradiografia para su revelado. Los antigenos que reaccionaron
con el anticuerpo de la clona fueron identificados en un gel de dos dimensiones por
estimacion de la masa molecular y pl obtenido por SDS-PAGE y se secuenciaron por

espectrometria de masas.
5.5.1 Tincidén de geles con plata.

Al término de la electroforesis y la transferencia, los geles fueron colocados en
solucién de fijacion (agua, etanol 40%, acido acético 10%) a 4° C durante al menos 1h;
posteriormente se realizaron 3 lavados (etanol 50%) y un pre-tratamiento con tiosulfato de
sodio pentahidratado (0.2 g/L) durante 1 min. Los geles se impregnaron con solucién de
nitrato de plata (2 g/L) y 0.75 mL de formaldehido al 37% durante 20 min, enseguida se

revelaron con una solucién de revelado (carbonato de sodio (60 g/L), tiosulfato de sodio
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(4mg/L) y formaldehido al 37% (0.5 mL/L)) hasta visualizar los puntos de las proteinas, la
reaccion se detuvo con una solucion de acido acético al 1%. Finalmente, la imagen se
capturé en formato digital mediante un densitometro (Molecular Imager GS-800TM Calibrated
Densitometer Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA) con el programa Quantity One TM 1-

D Analysis Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA).
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6. RESULTADOS.

6.1 Caracteristicas microscopicas y macroscépicas de Mycobacterium avium.

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias contenidas en agar
Middlebrook 7H10 y las microscépicas con la observacion al microscopio de una preparacion
tefiida por Ziehl-Neelsen; la morfologia microscopica mostré un cultivo puro de bacilos cortos

acido alcohol resistentes. En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas macroscoépicas y

microscopicas evaluadas.

Tabla 7. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
Mycobacterium avium.

. ] Colonias de tamafio pequefio (2-5 mm), circulares, con bordes irregulares, color blanco
Morfologia colonial ) i i
mate, de consistencia cremosa, ligeramente elevadas.
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. 16 dias
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6.2Inmunizacion y andlisis de suero de los ratones inmunizados.

Los ratones fueron inmunizados via intraperitoneal (ip) de acuerdo al esquema de
inmunizacién descrito en la metodologia; las muestras de sangre fueron obtenidas en los
tiempos establecidos.

Los valores de luminiscencia (UR) de la titulacion de anticuerpo IgG2a contra M. avium
de los ratones inmunizados con la bacteria y con SSI como grupo control estos ultimos
representados como el promedio de los 5 ratones inmunizados (Ver Anexo 2).de cada tiempo
del esquema de inmunizacion se muestran en los Gréficos 1-5.

El Grafico 1 corresponde a la titulacion de anticuerpo al inicio del esquema de
inmunizacién 6 tiempo cero, de acuerdo al resultado del grupo control se observa que no hay

produccion de anticuerpo IgG2a.

14000
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e 10000
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m ,
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5 -#-Ratdén 2
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Grafico 1 Titulacién de anticuerpo lgG2a de los ratones inmunizados con M.
avium y SSIl como control al t=0.

El Grafico 2 corresponde al titulo de anticuerpo después de la primera inmunizacion a

los 15 dias (t=1), se observa que hay una baja produccion de anticuerpo lgG2a.
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Gréfico 2 Titulacién de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con M.
avium y SSI como control al t=1.

El Grafico 3 corresponde a la titulacion de anticuerpo después de la segunda
inmunizacién al dia 30 (t=2) en la cual se observa un incremento en la produccion de

anticuerpo lgG2a.
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Gréfico 3 Titulacién de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con M.
avium y SSl como control al t=2.
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El Grafico 4 corresponde a la titulacion de anticuerpo después de la tercera
inmunizacién al dia 45 (t=3) en la cual se observa una produccién alta de anticuerpo 1gG2a

en comparacion a los titulos obtenidos al inicio del esquema de inmunizacion.
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Gréfico 4 Titulacién de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con M.
avium y SSI como control al t=3.

El Gréfico 5 corresponde a la titulacion de anticuerpo IgG2a contra M. avium al final
del esquema de inmunizacion al dia 60 (t=4), a partir de este grafico se obtuvieron los titulos

de anticuerpo y se selecciond al raton con el mayor titulo.

Los titulos de anticuerpo para cada raton inmunizado con M. avium al final del
esquema de inmunizacion al dia 60 (t=4) se muestran en la Tabla 8, en donde se puede
observar que el raton 3 presentd el mayor titulo de anticuerpo IgG2a contra el extracto celular
de M. avium, con base a este resultado el raton 3 fue seleccionado para realizar la fusion

celular.
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Gréfico 5 Titulacién de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con M.
avium y SSI como control al t=4.

Tabla 8 Titulo de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con
Mycobacterium avium al final del esquema de inmunizacion (t=4).

Titulo de anticuerpo IgG2a
Log (/4
2.4
2.8
3.1
2.8

Ratén

Al W N P

6.3 Fusion, clonacion, seleccién y proliferacién del hibridoma.

Se colocaron 70 uL de las células obtenidas de la fusidén celular en medio DMEM con
10% de SFB suplementado con Hipoxantina, Amonopterina y Timidina (HAT) en placas de 96
pozos, de esta forma se llevd a cabo el proceso de clonacion y al mismo tiempo la seleccion

de las clonas al incubarse con el medio selectivo, se obtuvo un total de 1415 clonas.
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Se realizd un primer escrutinio de las clonas obtenidas de la fusion para seleccionar

aquellas clonas positivas con base en la reactividad del anticuerpo contenido en el

sobrenadante de cada clona a Mycobacterium avium. En la Figura 4 se muestran los valores

de luminiscencia obtenidos para una de las 15 placas de ELISA realizadas (placa identificada

como numero 7). En este grafico se observaron pocas clonas con valores de luminiscencia

mayores a 1000 por lo que se establecié como punto de corte un resultado de luminiscencia

mayor o igual a 1000. De esta forma, las clonas que cumplian con este criterio fueron

seleccionadas como clonas positivas.
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Figura 4 Reactividad a M. avium del anticuerpo evaluada por el método de
ELISA (placa #7).

Los valores de luminiscencia (UR) para cada clona se muestran en azul, en amarillo el valor de luminiscencia
(UR) del medio de cultivo celular utilizado como control negativo y en rojo la linea del punto de corte (1000).
Checa ejes de las graficas
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De este primer escrutinio se seleccionaron 98 clonas (6.9%) como positivas de un total

de 1415 clonas de acuerdo al criterio ya descrito (Figura 5).

0. Total de clonas:|1415

M Clonas seleccionadas 6.9% M Clonas no selecciondas 93.1%

Figura 5 Representacion grafica de las clonas seleccionadas después del
primer escrutinio basado en la reactividad contra M. avium.

Debido a que se requeria seleccionar un nimero bajo de clonas para su proliferacion
fue necesario realizar un segundo andlisis de las clonas seleccionadas en el primer escrutinio
en base a la reactividad del anticuerpo contenidos en el sobrenadante de cada clona a
Mycobacterium avium y a la evaluacion visual al microscopio de campo claro de la

confluencia celular por campo contenida en los pozos.

Los resultados que se muestran en la Tabla 9 pertenecen a las seis clonas con la
mayor reactividad a Mycobacterium avium evaluada por el método de ELISA y una

confluencia celular todas mayor al 75% seleccionadas en el segundo escrutinio para su

proliferacion.
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Tabla 9 Resultados del segundo escrutinio de clonas.

Clona Luminiscencia (UR)
AcMa:3H1 1694
AcMa:9H6 1676

AcMa:8H12 1649
AcMa:7H10 1578
AcMa:7A6 1522
AcMa:11E1 1442
Medio 410

6.4 Caracterizacion del anticuerpo monoclonal.

Para los ensayos implicados en la caracterizacion del anticuerpo monoclonal se opto
por utilizar la clona AcMa:3H1 la cual presenté la mayor reactividad a M. avium y una
confluencia mayor al 75%. Los resultados de los experimentos siguientes se refieren a los

obtenidos para esta clona.

Ensayo de reaccién cruzada con otras micobacterias.

Se evalud la reactividad del anticuerpo producido por el hibridoma de la clona
AcMa:3H1 a cepas de MNT y cepas del CMT, en la Figura 6 se muestran los resultados del
ensayo de reaccion cruzada. Los resultados obtenidos muestran que el anticuerpo evaluado
reconoce principalmente a las cepas de M. avium provenientes de un aislamiento ambiental
(aa) y de un aislamiento clinico (ac), al tomar como 100% el valor de luminiscencia obtenido

con la cepa de M. avium proveniente de un aislamiento ambiental utilizada para la obtencion
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del anticuerpo monoclonal se encuentra que el anticuerpo evaluado no presenta reactividad
contra M. kansasii y M. nonchromogenicum, tienen una reactividad del 42% a M. abscessus y
del 25% con M. chelonae. Las cepas del CMT presentaron una reactividad cruzada menor al

10%.

Medio
o M. tuberculosis H37Rv
M. microti
CMT BCG Phipps
BCG Japon

BCG México

|

M. avium subsp. hominissuis (ac)

M. avium subsp. ho BCG México

M. nonchromogenicum

) M. kansasii

MNT

M. chelonae

M. abscessus

—~ 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Luminiscencia (UR)

Figura 6. Ensayo de reaccion cruzada del anticuerpo de la clona. AcMa:3H1 con
otras micobacterias. En la figura se muestran los valores de luminiscencia (UR) de cada
cepa evaluada en el ensayo de reaccién cruzada con el anticuerpo producido por la clona
AcMa:3H1. Como control negativo se utilizé el medio de cultivo.

Inmunoproteoma.

En la Figura 7 se muestra el proteoma del extracto celular de M. avium obtenido por
2D-PAGE tefiido con nitrato de plata, los puntos sefialados en los cuadros con los niumeros
del 1-4 corresponden a las cuatro proteinas que reaccionaron con el anticuerpo producido

por el hibridoma de la clona AcMa:3H1 en el ensayo de inmunodeteccion, estas proteinas
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estan ubicadas en el gel por estimacion de la masa molecular y punto isoeléctrico (Quantity

one).
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Figura 7 Gel del extracto celular de M. avium obtenido por 2D-PAGE tefiido con
nitrato de plata.
Las cuatro proteinas reconocidas por el anticuerpo de la clona AcMa: 3H1 en el ensayo
de inmunodeteccion se encuentran ubicadas en el gel de acuerdo a su MM y pl con los
nameros del 1al 4. Del lado izquierdo se encuentra la escala de masa molecular y en la
parte superior el intervalo de pl.
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Las proteinas reconocidas por el anticuerpo se secuenciaron por espectrometria de
masas Yy se identificaron con la base de datos Mascot Search Results, los resultados se
muestran en la Tabla 10 donde la clave de la proteina corresponde al nUmero de la proteina

identificada en la Figura 7.

Tabla 10 Proteinas de Mycobacterium avium identificadas por
espectrometria de masas.

Clave del Proteina % de secuencia
punto Nombre Funcién identificada
1 Proteina hipotética Desconocida 53

Biosintesis y metabolismo

de Tiamina.
Fosfometilpirimidina
2 Implicada en el 76
cinasa
metabolismo intermediario y

respiracion.

Sintesis de acidos grasos y
3 Acil [ACP] desaturasa 50
acidos micolicos.

3-Hidroxiacil-CoA Metabolismo de lipidos.

deshidrogenasa. Oxidacién de &cidos grasos

Con la finalidad de conocer si estas proteinas se encuentran en otras especies de
micobacterias se realizé un analisis de las secuencias de aminoacidos mediante BLAST
utilizando la base de datos del Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia NCBI; los
resultados de este analisis se agrupan en la Tabla 11 en la cual se puede ver que el

porcentaje de identidad entre las cepas no se relaciona con el resultado de reaccion cruzada.
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Con la finalidad de explicar el por qué el anticuerpo monoclonal reconoce cuatro
proteinas se realizd un alineamiento de las cuatro secuencias de aminoacidos mediante el
programa ClustalX2, en la Figura 8 se muestra la imagen de éste alineamiento en el cual se

observan posibles secuencias conservadas de aminoacidos entre las cuatro proteinas.

Tabla 11. Porcentaje de identidad de las proteinas reconocidas por el
anticuerpo en distintas especies de micobacterias.

K
o |- |9 g |7
© 7 0
c © wn ) 0
(@] n Q O (%))
© c 3] =)
< © 0 o >
© = < 0 o
S ()
= = = 3 =
Q =
= =
e . N/E 37% | 35% 37% 37%
Fosfometilpirimidina cinasa
. . N/E 54% | 48% 56% 56%
Proteina hipotética
. N/E 74% 64% 7% 77%
Acil [ACP] desaturasa
3-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 67% | 30% | 96% 80% 80%




PAS]

¥ ' ' 1 I ¥ I
phosphomethyLpyrinidine ===e---HUDFAYYIAGS ENTHAAGLO NELERF L6 - -ABGVETvICIVEF B oxatBERFY wimammsmmmump tovi AedL REiR e WEEVLE
1

Jehydroxyacyl=Cok ==nmewmm e = BELGPVRINVHCAGIGH ALKEL SKNG - -PFPL DBFRKVVEVNLI Q- ~BF VI RLERERIAKT EP 16P == == ~HGBERGV I I NI ASVAAF DB == » == == - QTG0 AREER
bypothetioal RLOVATLANAVQLARRAPSLENT QFWRLI LELFLORERUVRBTARESREAVHSCEY FVALARREN REPHENDRDELABLEFRPLOFVTEGERKRABAILA

syl [ACE] MAEPYENALELELE PV AGR R REED SBDLHY ARDY -VPPDOBENF APLGAT MRS Q¥ TLE RS DAL E? LLERKONEAGR  RBL VP LER CNERP LRI TABENL KAVAL RNEL
LIIIIIIILDIIIIIIIIEDIIlllIlI3DllllllllqnlllllllIEDIIlIIIIIEDIIlllIII?DIIlllIIIEDIIlllIIIEDIIIIIIILDDIIIIIIILLDIIIlllllz

phosphonethylpyrimidine

' (I .
RTLSGHDEIRTVOOL IBARRRTADLGR FEV VW HGGVEFP G SHAVD VLFORDSDGR RAAKVGEARY AGAGCTLARAT JABLAKGARV PEAVLRA=== === =e = =memcrnae
lehydroxyacyl=Cok FDE
L
FEHLVEY

r FLLﬂ---------------------------------------- FEF‘EL m-----------------L IIIH------------------
bypothetical O REEVAEARAL TESLE LA gL er RVAVSRBFEY APHS S ARPALNNDANE LYV LS T OGS REDAL DAGEGLERVLLEEREGLAT
F

e
ayl- [ACE] ETLUFHAPFERSHAVECRHL (AQ 108 G- ==~ -RIATOEERH VLOKBRDETVEATAA RABGLOVIG-- ~ADIAR YODKV ANVARAG-=- o= mr = == wm mmm e
IIIIIIILEDIIIIIIIL?DIIIllIILEDIIllllllgnlllIIIIEDDIIlllIIELDIIlllIIEEDIIlllllzsnlllllllzinllIIIIIEEDIIIIIIIEEDIIIIIIIE?

h.-___..__d__.-.j.l...l..ld-.-..l__._._,.l-o

phosphonethylpyrinidine AGTVARVEGNAPPOAVHEE]-------- 268

Lwquﬂql'ﬂﬂl =QEVIR i 27151 —— 181
bypothetical TGLAPALDEVPEPIPRRPVDAFLEVRERE 3290
aoyl=[ACP] AALQKVIEDRITRWGLAGEASLEOFVLA- 275

lllllll3l|:|| llllll32nlllllllll

haches o .

Figura 8 . Alineamiento de secuencias de las proteinas reconocidas por el anticuerpo producido por la clona
AcMa:3H1.

Resultado de la alineacion de las proteinas reconocidas por el anticuerpo producido por la clona AcMa: 3H1 con el programa Clustal X2. En el

cual se sefialan secuencias conservadas entre las cuatro proteinas.
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7. DISCUSION.

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) son de gran importancia debido a que el
namero de casos clinicos asociados a éstas ha aumentado [14]. El Programa de Inmunologia
Molecular Microbiana lleva a cabo trabajos dedicados al aislamiento de especies de MNT de
muestras de agua y a través de protedmica realiza la busqueda de proteinas con potencial
para el desarrollo de reactivos para su identificacion. La especie M. avium fue elegida para la
realizacion de éste trabajo por su importancia clinica para el humano ya que es la principal
causa de enfermedad pulmonar por MNT, causa de linfadenitis y enfermedad diseminada
esta ultima principalmente en individuos inmunocomprometidos, enfermedades clinicamente
indistinguibles de las ocasionadas por Mycobacterium tuberculosis. [6, 11, 14] Actualmente
los métodos para la identificacion de M. avium presentan inconvenientes en la especificidad,
tiempo de realizaciéon y costo, por lo que la utilizacion de un anticuerpo monoclonal (AcMo)
es una opcién para su identificacion.[7] EI AcMo tiene la caracteristica de ser especifico al
reaccionar con un solo antigeno, esta caracteristica hace posible su uso como reactivo para

detectar un agente patdgeno, sin producir reacciones inespecificas.[27, 30]

La observacién de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de M. avium
permiti6 aseverar que se trataba de un cultivo puro al observar un Unico tipo de colonias y

Unicamente bacilos de color rosa acido alcohol resistentes.

La produccion de un anticuerpo monoclonal comienza con la inmunizacion de un
modelo animal con el antigeno contra el cual se desea obtener el anticuerpo, por lo que el

primer paso fue una preparacion adecuada del antigeno para la inmunizacion.[30, 33]
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El antigeno se obtuvo con un cultivo puro de M. avium cosechado en fase de
crecimiento media logaritmica, ya que en estudios realizados se ha encontrado que en esta
fase el nimero de proteinas expresadas es mayor que en las otras, o que asegura una
respuesta inmune a un mayor numero de antigenos de la micobacteria. [30, 34]
Adicionalmente, las micobacterias fueron irradiadas con rayos gamma con la finalidad de
tener a la bacteria muerta y mantener integra la estructura bacteriana y permitir al sistema
inmunolégico reconocer a la bacteria para ser fagocitada por macréfagos. La fagocitosis
genera diversos antigenos peptidicos bacterianos, que al reconocer estos antigenos los
linfocitos B son activados lo que estimula su proliferacion y diferenciacion a células
plasmaticas que secretan anticuerpo y a linfocitos B de memoria. Paralelamente los linfocitos
T CD4" diferenciados en linfocitos Tyl responden a los antigenos peptidicos bacterianos
presentados por células presentadoras de antigenos (CPA) de clase Il, estos linfocitos
sintetizan IFN-y que activa macrégafos y provoca en los linfocitos B efectores (células
plasmaticas) el cambio de isotipo en el anticuerpo producido a IgG2a.[27] El inoculo se ajustd
a un volumen de 0.2 mL con SSI por lo que el grupo control se inmunizd con esta solucién

para saber si causa por si misma un incremento en la respuesta inmune.

Como modelo animal se utilizd6 ratones hembras de la cepa BALB/c ya que es un
animal facil de manejar, econémico y que lineas celulares de mieloma para la produccion de

AcMo proceden de estos ratones lo que hace que sean compatibles entre si.[30, 35]

El esquema de inmunizacion consistié en inyectar a los ratones via intraperitoneal el
in6culo cuatro veces a intervalos de quince dias, con el propdsito de generar una respuesta

inmune secundaria mantenida contra la micobacteria.[27]
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La titulacién de anticuerpo IgG2a en el suero de las muestras de sangre obtenidas
previas a cada inmunizacion se realizdé para monitorear el aumento en la respuesta inmune
humoral contra la micobacteria. Para el andlisis de los sueros de los ratones inmunizados se
realizo un ensayo de ELISA, se utilizé IgG2a Anti-raton para detectar si hay anticuerpo IgG2a
ya que esta subclase representa una respuesta de tipo Tyl, misma que es la responsable de
proteccion contra este grupo. [36] El andlisis muestra que con cada inmunizacion la cantidad
de anticuerpo producido aumenta, lo cual se esperaba debido a que una respuesta inmune
secundaria tiene como caracteristica la produccion de anticuerpo con capacidad de
responder con mayor intensidad y especificidad a la exposicion repetida de la
micobacteria.[27]

El ratbn niamero 3 fue sacrificado para la extraccién del bazo porque fue el que generé
la cantidad mas alta de anticuerpo contra M. avium, este 6rgano linfoide se eligié por
contener un alto numero de células plasmaticas productoras de anticuerpo. Como agente
fusdgeno se utilizé el polietilenglicol (PEG), el cual es un agente quimico fuségeno que actta
inhibiendo las fuerzas de tensién superficial entre las células permitiendo la fusion de
membranas, experimentalmente este proceso ha dado numerosos frutos de usos
diagnostico, caracterizacion y de forma muy reciente terapéutico para las enfermedades
autoinmunes y cancer que han mostrado gran éxito.[27-32]

De la fusién celular se obtuvo una mezcla de células hibridas y células tanto de
mieloma como esplenocitos que no se fusionaron. Los esplenocitos no fusionados mueren en
pocos dias, las células de mieloma tienen una capacidad de replicacion infinita y en poco
tiempo sobrepasan a las células hibridas por lo tanto es necesario seleccionar solo a éstas.

La seleccion se llevd a cabo mediante un medio de cultivo selectivo el cual contiene
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Hipoxantina, Aminopterina y Timidina (HAT); las células de mieloma SP2/0-Ag14 tienen una
mutacion que hace que carezcan de la enzima Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HGPRT) necesaria para la sintesis de ADN por la via metabdlica de recuperacién o
salvamento, la aminopterina contenida en el medio selectivo inactiva la otra via metabdlica
de sintesis de ADN (via de novo) lo que lleva a la eliminacién de las células de mieloma. El
re-arreglo cromosémico que se llevo a cabo en el proceso de fusidén entre esplenocitos y
células de mieloma proporcioné las enzimas necesarias para la sintesis de ADN permitiendo
gue Unicamente las células fusionadas entre esplenocito y célula de mieloma sobrevivan en
este medio de cultivo.[27-30, 32, 33]

En este caso los procesos de clonacibn y seleccion se llevaron a cabo
simultaneamente al individualizar una célula por pozo y por lo tanto la produccion de una sola
clase de moléculas de inmunoglobulina en medio selectivo HAT. Del proceso de clonacion se
obtuvo un total de 1415 clonas, de las cuales so6lo 98 (6.9%) fueron seleccionadas como
positivas.

El costo del mantenimiento celular es elevado por lo que fue necesario realizar un
segundo analisis de las clonas, se seleccion6 a aquellas clonas con el hibridoma que
produjera el anticuerpo con la mayor reactividad a M. avium y con una confluencia mayor al
75% por campo, lo que asegurdé la produccion de anticuerpos para los ensayos de

caracterizacion de los mismos.

Para los ensayos de caracterizacion se utilizé la clona AcMa:3H1 ya que de acuerdo a
los resultados tiene la reactividad mas alta a M. avium y una confluencia mayor al 75%.
En el ensayo de reaccion cruzada se evaluo la especificidad del anticuerpo producido

a M. avium al medir la reactividad a otras micobacterias. En este ensayo se utilizd cepas de
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micobacterias no tuberculosas y cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis. Las cepas
de micobacterias no tuberculosas incluidas en el ensayo ocasionan las mismas patologias
gue M. avium y en la practica comun se confunden como agentes causantes de la
enfermedad. Ademas, M. tuberculosis H37Rv fue utilizada debido a que, es la causa mas
comun de tuberculosis en el humano por lo que, en la mayoria de los casos se descarta el
gue M. avium sea el agente causal de la enfermedad pulmonar. Las cepas de M. bovis BCG
fueron elegidas ya que también pertenecen al complejo M. tuberculosis.

Los resultados mostraron que el anticuerpo contenido en la clona AcMa:3H1 reconoce
principalmente a las cepas de M. avium provenientes de un aislamiento ambiental y de un
aislamiento clinico, evidenciando que las cepas ambientales y clinicas tienen una gran
homologia entre si lo que permite que el reconocimiento sea muy similar. Frente a las demas
cepas del grupo de MNT el anticuerpo no presenta reactividad cruzada para M. kansasii,
segundo agente causante de enfermedad pulmonar por MNT, y M. nonchromogenicum,
causante de enfermedad cutanea en el humano. Sin embargo, el anticuerpo probado tiene
una reactividad cruzada del 42% con M. abscessus que es la principal especie de
crecimiento rapido causante de enfermedad pulmonar y del 25% con M. chelonae que
también llega a causar esta enfermedad, las cepas del CMT presentaron una reactividad
cruzada menor al 10%.[3, 9, 12]

El proteoma obtenido del extracto celular de M. avium se muestra en la Figura 7, en
ésta imagen se muestra la ubicacion de las cuatro proteinas reconocidas por el anticuerpo de
la clona AcMa:3H1, estas proteinas fueron secuenciadas por espectrometria de masas y

algunas de sus caracteristicas se mencionan a continuacion:
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La proteina hipotética tiene funcion desconocida aunque se infiere de acuerdo a los
dominios conservados en su secuencia de aminoacidos que pertenece a la superfamilia nitro
reductasa, las proteinas de esta familia catalizan la reduccién de flavina o nitrocomponentes
con NADPH como donador de electrones.[37, 38]

La proteina Fosfometilpirimidina cinasa corresponde a una fosfotransferasa. Esta
proteina es esencial en vias metabdlicas universales para distintos microorganismos, en
micobacterias participa en reacciones de salvamento en la biosintesis y metabolismo de
tiamina, estad involucrada en los procesos del metabolismo intermediario y respiracion
formando parte de los requerimientos metabdlicos y biosintéticos esenciales para su
crecimiento celular.[39, 40]

La proteina Acil [proteina acarreadora de acil] desaturasa pertenece a la superfamilia
de similares a ferritina. En micobacterias forma parte de los requerimientos metabdlicos y
biosintéticos esenciales para su crecimiento celular involucrada en la biosintesis de &cidos
grasos y acidos micdlicos. En estudios realizados para la busqueda de antigenos de M.
tuberculosis inmunodominantes se ha reportado que, es una proteina inmunogénica al ser
altamente reconocida por sueros de pacientes enfermos de tuberculosis lo que es de
importancia en el desarrollo de pruebas de serodiagnostico.[39, 41]

La proteina 3-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa esta implicada generalmente en vias
metabdlicas como glucolisis y oxidacion de acidos grasos. Se ha visto que, en las
micobacterias estd involucrada en el metabolismo de lipidos donde participa como

catalizadora de reacciones de oxidacion.[37, 38, 40]

Con la finalidad de buscar si las proteinas reconocidas se encuentran presentes en

micobacterias utilizadas en el ensayo de reaccion cruzada y relacionar el resultado obtenido

W .
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para este ensayo se realizé un analisis mediante BLAST. El porcentaje de identidad
encontrado entre estas micobacterias no se relaciona con el resultado obtenido en la
reaccion cruzada por lo que se infiere que hay diferencias en la expresion de estas

proteinas.[38]

El reconocimiento de cuatro proteinas por el anticuerpo monoclonal se explica al
encontrar secuencias de aminoacidos conservadas en el alineamiento de las secuencias de
éstas proteinas ya que, para la realizacion del inmunoproteoma se utilizé un lisado celular de
M. avium tratado con distintos agentes quimicos para la desnaturalizacion de las proteinas,
esta desnaturalizacion dio lugar a que epitopes no disponibles para el anticuerpo en su forma
nativa, se expusieran y fuesen disponibles en la forma desnaturalizada, por lo que es posible

gue un anticuerpo monoclonal reconozca cuatro proteinas.[27, 42, 43]
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8. CONCLUSIONES

Los anticuerpos monoclonales isotipo IgG2a obtenidos son capaces de

reconocer a M. avium subsp. hominissuis.

La capacidad de reconocimiento con el anticuerpo monoclonal AcMa:3H1 fue

muy similar para ambos aislamientos de M. avium subsp. hominissuis ambiental

y clinica.

La reactividad cruzada del AcMa:3H1 séOlo se present6 para M. abscessus

siendo menor al compararse con M. avium subsp. hominissuis.

El AcMa:3H1 reconocid a cuatro proteinas, tres son proteinas de metabolismo y

una es conservada de funcidén desconocida.
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Anexo 1

Obtencidn de extracto celular de micobacterias por sonicacion.

Las bacterias de M. avium en fase media 6 las bacterias de las cuales se requiera el
extracto celular; fueron recolectadas mediante centrifugacion (4° C, 5000 RCF, 10 min); el
paguete celular se resuspendié en H,Od estéril y la suspension de bacterias se lavo 2 veces
por centrifugacion bajo las mismas condiciones. El sobrenadante se decant6 y se determiné
el peso humedo del paquete bacteriano el cual se ajustd a una concentracion de

100 mg de b‘f"(:te“"’ls/mll con H,Od estéril. La lisis de bacterias se llevd a cabo por ultrasonido

aplicando un total de 15 pulsos de 60s con sonicador (Ultrasonic Processor, Cole Parmer
Corporation. Vernon Hills, lllionis, USA). Se adicioné inhibidor de proteasas (PMSF) a una
concentracion final de 20 mM.  La suspension resultante fue centrifugada a 14000 rpm, 20

min a 4° C recuperando el sobrenadante el cual fue almacenado a -70° C hasta su uso.
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Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Se realiza una curva estandar con Albumina Sérica Bovina (BSA) y reactivo de Bradford.

La curva se prepara de acuerdo a la siguiente tabla:

pL de BSA a 1Img/mL 0 1 2 3

4

5

6

10

H,0d pL 50 | 49 | 48 | 47

46

45

44

42

40

Agregar 200 pL de reactivo de Bradford, incubar 5 min en la oscuridad y leer Axsgs Y Anaso.

Tabla 12 Preparacion de la curva estandar

para el método de Bradford.

La muestra a cuantificar se prepara de acuerdo a la siguiente tabla:

puL de extracto celular de la bacteria

1

H,0d pL

49

Agregar 200 pL de reactivo de Bradford, incubar 5 min en la oscuridad y leer Axsgs Y Aaso.

Tabla 13 Preparacién de la muestra a cuantificar por el método de Bradford.

El resultado de la muestra se obtiene por interpolacion en la curva estandar.
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Anexo 2

Para la verificacion de la calidad e integridad de las proteinas de extracto celular de
micobacterias utilizadas en los ensayos de ELISA se realiz6 geles de 12-25% de

poliacrilamida en equipo Phast-System.

A)

B)

Figura 9. Gel de 12-25% de poliacrilamida en equipo Phast-System, en cada
carril se cargd 1ug de proteina, el niamero de carril (1-6) y (1-7) corresponde a
las cepa de micobacteria de acuerdo a la tabla 14.
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Tabla 14. Se muestra la cepa de micobacteria a la que corresponde el
numero de carril en el gel Ay B.

Gel A Gel B
Numero de Numero de
Cepa Cepa
Carril Carril
1 Marcador de masa molecular 1 Marcador de masa molecular
2 M. nonchromogenicum 2 M. bovis BCG México
3 M kansasii 3 M. avium subsp. hominissuis (Aa.)
4 M. abscessus 4 M. avium subsp. hominissuis (Ac.)
5 M. bovis BCG Japon 5 M.microti
6 M. bovis BCG Phipps 6 M. chelonae
7 M. tuberculosis H37Rv
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Anexo 3

Titulacién de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con SSI como grupo
control.

Los Grafico 1-5 muestran los valores de luminiscencia (UR) correspondientes a la
titulacion sérica de los ratones inmunizados con M. avium donde el control negativo se
muestra como un promedio de los ratones inmunizados con SSI; en la Figura 10 se muestran
los gréficos de la titulacion sérica para cada tiempo de cada raton inmunizado con SSI como
grupo control.
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Figura 10 Titulaciéon de anticuerpo IgG2a de los ratones inmunizados con SSI
como grupo control.
Los gréficos a, b, ¢, d y e corresponden a los valores de luminiscencia (UR)
obtenidos de la titulacién de anticuerpo IgG2a a los tiempos 0, 1, 2, 3 y 4 del
esquema de inmunizacién para cada raton inmunizado con SSI utilizados como
grupo control.

72




Facultad de Quimica, UNAM

Anexo 4

Preparacion de reactivos.

Fucsina

Fucsina bésica 0.3¢g
Alcohol etilico 95% 10 mL
Fenol (cristales derretidos) 59
Agua destilada 90 mL
Alcohol acido

Alcohol etilico 97 mL
Acido clorhidrico concentrado 3 mL
Azul de metileno

Azul de metileno 0.3g
Agua destilada 100 mL

Reactivo de Bradford (50 mL)

CBB G-250 50 mg
Alcohol etilico absoluto 25 mL
Acido fosférico 50 ml
H,Od cbp 500 mL

Almacenar a 4°C y cubrir de la luz.

Soluciéon amortiguadora de carbonatos

Carbonato de sodio 0.159¢
Bicarbonato de sodio 0.293 g
H,Od cbp 100 mL

Ajustar el pH a 9.6

Solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS)
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NaH,PO, anhidro 0.23¢g
Na,HPO, anhidro 1.15¢
NaCl 9.00 g
H,Od cbp 1L

Ajustar el pH a 7.2-7.4

Soluciéon amortiguadora de fosfatos Tween 0.05% (PBS-T).

NaH,PO, anhidro 0.23¢g
Na,HPO, anhidro 1.15¢
NaCl 9.00¢g
H,Od cbp 1L
Ajustar el pH a 7.2-7.4

Tween 20 500uL

Poliacrilamida 12%

Mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida 30% 10 mL
Tris 1.5M pH 8.8 6.3 mL
SDS 10% 0.25 mL
APS 10% 0.25 mL
TEMED 0.01 mL
H,Od 8.3 mL

Acrilamida/bis-acrilamida 30%

Acrilamida (para electroforesis) 29.1¢
Bis- acrilamida 09g¢g
H,Od cbp 100 mL

Desgasificar 30 minutos al vacio y filtrar con papel Whatman #1. Conservar a 4°C y cubrir de la luz.
e Trisl5MpH838

Tris base (para electroforesis) 25¢

H,Od cbp 150 mL

Ajustar a pH 8.8 y filtrar con papel Whatman #1. Conservar a 4°C y cubrir de la luz

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%
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SDS 10g
H.Od Cbp 100mL

Filtrar con Whatman #1 y conservar a temperatura ambiente.

Soluciéon amortiguadora de Tris (TBS)

Tris base 121 g
Cloruro de sodio 40.0g
H,Od cbp5L

Ajustar pH a 7.6 y almacenar a 4° C.

Solucion amortiguadora de Tris Tween 0.1% (TBS-T)

Tris base 1219
Cloruro de sodio 40.0g
H,Od cbp5L
Ajustar pH a 7.6 y almacenar a 4° C.

Tween 20 ImL
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