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CAPITULO I 

INTRODUCCIOU 

El desarrollo de anticuer¡ios monoclonales conjuga une. 

serie de conocimientos diferentes y no relacionadas entre si, 

tales como: cultivo, Genética, metabolismo y bioquimica de -

células ttu:oral es, e.si como expresión de los r;enes para inm,!; 

noglobulinas, J.ctuoli::ente los anticuerpos monoclonales se ª! 

tén usando para resolver problenas prlcticos y hccer investi 

caciones en 6reas tales como: enfermedades causadas por mi

croorganismos, pruebas clínicas del laboratorio, células ca~ 

cerosas, estudios de las diferentes células r,ue participe.n 

en la respuesta iru:iune y otras.áreas de importancia para la 

salud (24). 

La técnica de la foro1aci6n de hibridomas, descrita por 

Kt!hler y !.'.ilstein en 1975, perm~ti6 a los iruoun6loi;os prepa

rar ¡;re.ndes cantidades de antic"uerpos aue Ron completauente 

homogéneos quimica, física e inmunol6~icamente (7t), 

La idea central de la t~cnica es el fusionar una célu

la normal, productora de anticuerpos, con una célula de mie

loma, con lo cual se obtiene una célula híbrida capaz de pr~ 

ducir el anticuerpo oue formaba la célula normal y ~ue con

serva además la capacidad de cre~imiento ilimitado de la cé

lula de mieloma. A la célula hibrida se le conoce como hibr! 

doma. Estas moléculas se libran entonces de reacciones cruz~ 

das y de in~specificidad (20,7r). 
La demostración de la actividad de loe r.nticuer;ioo mo

noclonalf\S en los diferentes determinantes antigioicos 6 epi 

to,es, son mostrados por nétodos como¡ inmunoblot, hemagluti 
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nao16n, ooaglutinaci6n, eneayo irununo en7.io~tico (3LISA), 

electrotoreaia, SDS-PAGE, etc. 

Los anticuerpos conoclonnles ectuan espec!ficncente en 

ceda determinante ~nti~6n1co de Becheriohia .9..2!.!•eeta bact! 
rie. rroduce enterotoxinas ~ue causen une ¡;ren variednd de e~ 

!ert1~de.dee diarreicas, que van desde unC! grave enfermedad de 

ti?O c:dlera, obDervnde tanto en niños co:.o en adultos, hr.sta 

el cuadro menns grave, conocido coco "disrr&a del turii;te.11
1 

observe.da con frecuencia en l,:éxico entre viajeros nortee.mer,! 

ce.nos ( 8, 33, 3'1J, Asi, tenemos loe anticuerpos monoclonales -

producicoe para loe detei-roin~ntes antieénicos de la pered C! 

luler de Escherichin E..2!.!• cocpuesta DOr 3 partes prinoipa

les: Poli&acárido O, reg16n central y l!pidc A (37). En es

tas parteo, los e.nticuer1.1os conoclono.lts se obtienen a par

tir de cute.ntes de Eecherichia ~ y estos inhiben la acci-

6n de los detercinantes entigénicos y sus subunidndes, 

En le parte 6Structural de ~scherichin ~· el pili 6 
íiobries, los cueles producen adherencia a lee c4lulao del 

hufsped, se producen anticuerpos para inhibir esta carnct~

r!stica, actuando en los receptores del pili (37). 

Escherichia ,2,2!! enterotor.igénica (ET3C) produce 2 en

terotor.incs que son1 u.na toxina teroolébil (LT) y la toxina 

te:r1noeate.ble (TE) (37) 1 donde la 9roducci6n de anticuer-

pos n1onoclonales para entero'to~.inas sil'ven :;.era caracteriza,:: 

lee e inhibir cu actividad, También se proaucen contra las 

diíercntea prote!nas, enzimas, en le ointesis de nucle6tidos 

y ei1 la res,irnci6n c.erobin. 

2 



CAPITULO II 

O B J E T I V O 5 

- El presente trabajo tiene como objetivo prir.ordial -

investi¡;nr, informar y dii'undir los aspectos técnicos de un 

nuevo procedimiento propuesto, denominado "O'l)tenci6n de anti 

cuerpos monoclonales a partir de los diferentes determinan- ... 

tea anti¡;énicoa de Escherichia ~"• tonando co::io base la -

técnica de hibrid~ción de r.ohler y Kilstein. 

- Otra meta es la enunciación de las ventajas y de~ve~ 

tajas de los anticuerpos monoclonales, para su utili~nci6n 

como antisuero en ?acientes con ~roblernas inounitarios, as! 

como en el diagn6stico y trata1aiento de las enferoedacies Pr.!2, 

ducidaa por Escherichia ~· 

3 



CAPITULO III 

GEl!Ei!ALID/,:'.JES 

3, l. ANTICUERPOS l.IOJIOCLO!IALES 

3,1.1 CARACTERIZAC;t:Oll DE LA RES?UESTA rm.rum: 

La respueota inrnune juega un papel importante frente a 

los a&entes infecciosos y desarrolla una protecci6n contra -

los más patógenos de nuestra medio. Los anticuerpos son &en! 

radas en resruests a sustancins extrañas 6 antigenos, además 

sirven como reactivos efectivos pera el diaeu6stico y trata

miento de muchas enfermedades (Z4), 

La especificidad del anticuerpo pera los antigenos, es 

debido a oue reconocen partes discretas de le molécula cono

cidos como "determinan";;es anti;;énicos", Cada anti¡;eno tiene 

un nW:iero limitado de determinantes; as!, una prote!na coco

la albúmina, tiene de cinco a seis, Estos determinantes, en 

general, corresponden a la pared de ln molécula e>:pueste en -

una estructura tridimensional nativa, 

La capacidad de inducir anticuer¡>os por u11 arit!geno d! 

do, depende de factores bien conocidos (por ejemplo: peso '"2 
leculnr, presentaci~n, vie de inoculacidn, doois, etc) pero, 

R nivel de sus determinantes antigénicos, cada w10 de ellos 

tiene una inmunogenicidad diferente, cue depende de su es

tructura ou!mice y de la com11osici6n &enética del animal in

munizado (20). 

En el ceso de que el estimulo entigénico sea dado por 

varios antieenos diferentes el mismo tiempo (por ejemplo un -

microorgenis¡;¡o), la respuesta contra cada uno de los aJJt!ge-
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nos ,.a a depender, ade::.ás de los factores antes mencionados, 

de la concentración relativa de cada uno dé ellos, asi como 

ce una serie de influenci~-s quo tiene la res:iuesta inr.iune p_e. 
ra unos u otros anti[.enoc (competencia antie;énice, cooperac,i 

611, cupresión) (20). 

De acuerdo a la teoria selectiva olonal de Burnet, un 

linfocito B expresa en su membrana un solo tipo de anticuer

po oue le sirve de receptor para el antigeno, y los descen-

d ientEs de ese linfocito siguen expresando el misco receptor, 

formnndo lo que se llama una clona de linfocitoo. La capaci

dad ce formar un millón de anticuerpos diferentes, se debe a 

oue existen en el organisoo un· millón de clonas diferentes. 

Cuando un animal es estimulado :>or un antígeno, cada -

determinante anti5énico activará a las clonas cuyo receptor 

le sea cocplenentario, Esta co~plementariedad puede ser deo

de cuy buena hasta regular, de.lo cual resulta ~ue los anti

cuer;ios producidos cubren une. gama de atinidaces que van de:!_ 

muy alta e. baja, 

El número de clonas o.ue activa cada determinante anti

,;énico ó epitope es variable, pero en ¡;ener:ll es c.lto (entre 

l:l y 80). Cada animal responde con clonas diferentes al mis

oo lletert1ine.nte a11ti;;énico, observandose también entre indi

viduan cue tenctin su in~ormaci6n genética idéntica (20), 

Le. res_>uesta del receptor de un linfocito 3 co11 un an

tie;eno, si sobrepasa cierto umbral de afinidad, dará como r! 

snl tado nue el linfocito se active y se tre.nsfomc en una c! 

·lula ?lasmática, liberando el anticuerpo. Al principio, la -

célula ¡ilnmoática produce anticue1·,1os rg¡,;, despu&s cambia !l 
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la producción de IgG, pero sin variar le es~ecificidad de ªE 
ticue-rpo y después puede catibiar a le. producción de Iv\ 6 Ig 

E, sin variar tampoco lo especificidad del anticuerpo (~O, -

51). 

3, 1, 2 PRODUCCIOll DE /,.NTICUERl'OS MOllOCLOllALES 

Primero se inmuniza un ratón con el antiteno deseado, -

luego se e~traen los linfocitos del ba~o y se fusionan, me

diante el virus Sendai 6 polietilenglicol (como ar.ente fusi~ 

tiante), e. una línea celular del ratón derivada de plasn1oci

tos tumorales denominados mielomas, porcue invaden la m6dula 

ósea (Tabla I) (.~O), La linea celular en divi'.'i6n activa, S! 

leccione. de acu"'rdo e. dos propiedades difltintas: (l) falta -

de producción 6 de secreción de inmunoglobulina y (2) caren

cia de la actividad de la enzima hipoxantina fosforibosil 

transíercsa (RG?R~), oue es ln oue incorpora el an~logo t6x,i 

co. Esta enzima, !orine. parte de un camino bioaintétioo de 

aínteDie de ácidos nucleicos, oue tienen todas las c6lules -

de mamíferos y oue funciona cuando se blo~uea, con ~minopte

rina, la vía normal de sintesis de ácidos nucleicos, por lo 

'tanto es incapaz de crecer en medio de HAT, oue contiene hi

poxantina, aminopterina y timidina, las células HGPRT no PU.!!, 

den usar hipoxantina exógena pare. producir purinas. La ami

nopterina blo~uen la síntesis end6gena de purinns y pirimid,! 

nas y las células mueren, pero los híbridos resultantes si -

pueden crecer en medio de P.AT, y las clones oue cecretan el 

anticuerpo deseado son susceptibles de ser identificados y -

6 



puestos a crecer, La fusión con la célula tlll:loral vuelve in

mortal al linfocito del bazo del re.t611, oue de~cio entonces -

crece indcfinici~cente, !!! vitro (FiG I). Tacbi~n ¿ueden ser 

ir.tplantados en ratones y ser cantenidos medi~.nte trasplr.ntes 

EAriados de los tll!Ilores. Coco todas las células dcrivP.rln de 

un único linfocito, los rillticuerpos nue se producen serán m~ 

noclo!lales y de P.lte. pureza (13,17,24,28,45,54). 

TABLA I 

OiliGBH DE LAS Lrn;:.;s DE J:IELOl:!A i.:u:um; UTILIZi",D/,s ?AP.A LA 
OB'1EHCI:)11 DE HIB:tIDOJu.s ( 24). 

SP2/0-J.g,14 , 
/ 

MO?C-21- P3 -- P3x63-Ai- NSI-Ag
4
/I 

¡.:ielom"
inducido 
1!!~ 

Adaptado i.:utnnte HG!'RT 
a crecer produce anti
!!!~ cuerpo 

.......... 

!lo produce 
cadenas H 
Produce L 

P3x63-Ag 
8.653 

1:0 produ
cen ni ca 
denas H -
ni L 

Hay dos ventajas princi~&les en la técnica de ~roducci 

ón de anticuerpos monoclo!lales: una es el tener un &nticuer

po 'ºtalmente homog~neo, por lo tanto invariable en sus ?ro

piedades y en cantidr.dés ?r~cticar.tente ilimit1>das; la segun

da ver.taja, es la posibilidad de poder tener un c.nticuerpo, 

con las caracteristicas mencionadas, contra un ant16eno para 
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el cual hubiera sido cuy dificil 6 incluso icposible obtener 

un s.ntisuero convencionf.l, 

Otra ci.racteristicn de los anticuer,>os I:Jonoclonales y 

r,ue, puede ser unn ventr,ja 6 una desventaja, es el hecho de 

r,ue por reconooer un solo determinante anti¡;~nico, el cnti

cuer10 r.10noclonal nos da un;;. informcción J:',uy especifica, pe

ro sólo de una peoue~a parte de la molécula, Otras ventajas 

y deoventajas se describen en la tabla II (24 1 38), 

TAiJLJ, II ( 24) 

Sensibilidad intensa 
Slll.lini~tro ilimitado 
!.l to ¡;rr.do de sensibili 
dad -
Las )ropiedades incuno
ruimic~s del r..nticuerpo 
son eo~ecificas y éefi
~ici~c 

3. 2 • ESCH~!lICHIJi COLI 

3. 2.1 DTIOLOGIA 

Demasiado especifico 
J,finidi'd reducicl.a 
DisrJinuci6n en la red 
de com,,lejos iru;;uni ta 
.rios - -
·;>isminuci6n en fijc.ci 
6n del complemento -
Costo relativame11te -
alto en el desarrollo 
de nuevos reectivos 

Escherichia ~ es un uecilo Grao ne¡;ctivo no esporu

lado, rue :iertenece a la far.lilia Enterobacteriaceee. Usualce:: 

ti; forrJf.n indol, y den la reacci6n de Vo¡;:es-?roskaui;r ne¡;e.ti:_ 

va, d:::.!lC.o positiva la del rojo de rJetilo. ¡.;o dcecomponen la 

ur&:::. y usunlcente no crecen soure aconio citrnto-a¡;er (aGar de 
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Sit:llllone), La gelatina no es licuada, 

Los microorgani•mos de todos estos &éneros resulten í! 
oilmento cultivables en medios ordinarios y son aerobios 6 -
anaerobios íeoulta~ivos, Todes las especies fermentan la gl~ 

cosa y la lactosa, reducen los nitratos e nitritos, y son 

oxidase negativa y catalP-sa positiva (6 1 37¡.3·e¡, 

3,2,2 ESTRUCTURA AHTIGENICA 

La Escherichia coli es un organismo procarionte, mide 

alrededor de 2¡tm (20,000 Aº) de lonBitud por 0.8./'m (8000 -

Aº) de ancho, Se encuentra rodeado de una rígida p~red celu

lar oue contiene molécules proteicas, lipídicas y de polisa

oáridoe. Por dentro de la pared celulnr er.iste une verdadera 

membrana celular 6 plasmática, estructura lipo¡;rotefoa ~ue -

constituye una barrera molecular p1<re. el medio externo. Esta 

membrana, oue controla 111 entrada y salida de peoueílas mol6-

cules e iones, contribuye al establecimiento de un meñio in

terno para el ?rotoplasma bacteriano, en esta membrana hay -

enzimas vinculadas con la o>:ideci6n de metaboli tos ~ue comp,2_ 

nen lo cadena respiratorie. Mediante el microscopio electr6-

nico, es posible reconocer regiones más claras (ll~made.s nu

cleoides) 1 donde se encuentre. el cromosoma de la bacteria, -

!arme.do por una sola r.iolécula circulr,r de l!cido desor.irribo

nucleico (DHA), i'uerternente ple¡;eda y em:iacueta.da dentro de 

la regi6n nuclear. lt.ide alreded,or de l or.i de lar¡;o cuendo eE 

té desenrollado, y contiene toda la inforr.iaci6n cenética del 

or¡;anisr.io, El DHA se encuentra libre en el protoplasma y no 

10 



está se¡iarado de ~ste por una membrr.na nuclear, cono ocurre 

en la cálule. euco.rionte, El DJIA está adherido en un punto a 

ln r.iembrano. plasmltica y rodeendolo, en la re¡;i6n más oscura 

del proto?lnsma, están los ribooo1:ie.s, loe cuales están :fon:! 

dos por ¡;rcn núnero de pertículcs (20,0JO - 30,000) de alre

dedor de 250 A 0 , co::i,oues;;os de Gci<lo ribonucleico (J!J).q y 

proteíncs, en estas partículea tiene lugar la síntesis de 

proteínas. 

El resto de ln célula se compone de a¡;ua, diferentes -

tipos de RHA, proteínas y otrr.s moléculas l!l~S peoueilas. 

Ciertas bacterias pueden desplazarse mediante finas 

prolon¡;aciones llauades fla¡¡elos, oue tienen una sola fibri

lla de 100 Aº de espesor, El flagelo se inserta al cu~rpo de 

la célula bacteriana mediante una estructuro. compleja que 

consiste en un ¡;ancho y un cuei;;io basal, Está :formado de uno. 

sola clase de cubunidad proteica, denominada flaceline.; el -

ilegelo est~ for~ado por la agregación de subunide.des nue 

for~an un~ ent~uctura cilíndrica hueca, 

Otro or,:;anelo nue se encuentra en le. superficie es el 

pili 6 fimbrias, Son más cortos y del¡:;ados oue loo fla¡;üos 

y al igual cue estoo se componen de subuniñndes proteicas, 

Pueden diferenciarse dos cleses, el pili ordinario que inter 

viene en le. adherenciP. de las bacteri!!s simbi6ticns a las e! 

lulr.s del huésped y el pili sexual, nue eo el responzable de 

le. uni6n de las células donadora y receptora en la conju¡;ac_! 

6n bacteriana (23,76), 

Al~-unas bacterias producen toxinas, las cuales suelen 

cle.sifici:rse cono exotoxines y endotoxinas, Las exotoxinas -
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son, por deiinici6n, lns e>:cretadas en el medio conde los m! 

croorcenisr:ion se desarrollan; les endoto>:inF~e, las r.ue se l.!, 

beren eolr.r:iente al desintegrarse el microorcanisr.:o. 

El criterio ~ue comÚnr.tente se ~~lice en la ñifer&ncin

ci6n de le.s e:r.oto:r.in&s y endoto>:inas se Jlresenta en la tabla 

III (39 ), 

TABLA I!I ( 39) 

EXOTOXIllJ.S EllDOTDXI!lAS 

l. Se hallan en el l!ouido en EsMn !ntin~oente liC"·c'•.s a 
oue son cultivedas las ba~ la célula lacterie.na. 
terias. 

2. Son en extreno tóxicas. La 
inyec,ci6n de ~. :JJl ml tia ta 
peoue~os animales, 

3. Producen efectos t6>:icos -
altamente es?ecificos en -
ciertos tejidos, coMo el -
~iocardio, los nervios y 
las ¡;;l~ndule.s adrenaler .. 

4, Son poco er.tables, pierden 
rápidar.:ente EU toxicidad 
por el calor a 60°0. 

5, Son fuerter.ionte antie~ni
cos, 

6, ?resentan les BiL"Uientes -
síntomas: elevación de la 
tem~eratura, shock, dia
rrea, ~ootraci6n, hiperel~ 
ce~ia, edema y hemorraeia. 

Son poco t6xicc:E, La donis 
1:1ortal ~ar¡.¡ ¿eque1oo e.nima.
les es de 0,5 n 1.0 ol 
Producen efectos tóxicos no 
especificos, COMO lesiones 
en el lue•r de la inyecci6n 
y fiebre. 

Son relati\'?.cente estr,bles, 
Conserven su to>:icidHd Ces
uu&s del cnlent~niento a 
6o0 c. 
Son d&bilr:iente enti¡;~nicos. 

El paciente prenenta cínto
mas carecter!sticos y eiec
tan un substrato es~ecifico 

/,de;.:és, hay al¡;unos otros producto~ de las btcterins -

de naturele=a enzinética coco lr. estreptocuinesa, coee;ulesa 

e hialuronidesa, oue no son t6>:icas por si mismas, pero ayu-
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dan a las bacterias a invadir el organismo, 

3, 2, 3 DIVERSl.s WFECCIO!ii'!S Cl-.us.:.n;;s ?Oll :::scni;,(!CHI~ COLI 

Infecciones de las vías urinarias, Escherichin .2.21!, es 

la causante de c4s del 75~ de les infecciones de las víes 

urinarias, incluyendo ciBtits, pielitis, pielonefritis y 

bacteriuria sintocltica. La infección puede ser escendente, 

yendo de la uretra a la vejiga, a los urcteres, pelvicillas 

y riñones; 6 descendente, vinienao entonces el ¡;ercen de la 

sangre a los tubos urinarios y de ~stos a la vejiga, donde -

cauce cistitis (33,47), 

Infecciones biliares y peritoneales, Generalmente es -

posible cultivar Escherichie. ~ de un ap~ndice perfore.do, 

i!lfla::indo 6 de abscesos secunde:rioa co;i perfore.ción de diver 

Uculos, lllceres pápticns, abscesos subfr~nicos 6 de la bol

sa ocentel, infarto mesent~rico, etc, La colecistitis aguda 

con ¡;a:'l¡;rena y perforación, se acoJOpe.ae. con frecuencia de iE, 

fecci6n por Escherichia ~ (33), 

Infección neonatal, Es frecuente oue los reci~n naci

dos, es,ecinlmente si se trnta ce prematuros, desarrollen -

bacteremia por Escherichia ~' jWlto con meningitis y pie

lonefritis por vía hemat6~ena, La contacinaci6n con materia 

fecal y la caroncin de e.nticuerpos ¡;lobulina ¡;a:llllla 6 (I¡¡1i) -

materna, son dos de los f~ctores oue hacen oue este erupo 

sea especialmente susceptible a les infecciones colifor::ies 

( 33), 

Gcstroent~ritis. Los niños menores de dos afies desarr& 
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llan gastroentiritis, caracterizada por nause&s, vómito y -

diarrea, A causa ñe la rápida deshidratación y la corres¿on

diente elevada mortalidad, es indispensable hacer rápido el 

diagnóstico del papecimiento, aislar los niñeo enfer:nos y 

dar tratamiento con el antibiótico adecuado, La ~~ 

~ no ha sido considerada causa única de los padecimientos 

diarreicos de los adultos, Es probnble que oobrevenaa dia

rrea debif\o a la 'roducci6n contimm ce enteroto>:inns (33), 

La razón de la mortalidP-d puede ser casi del 30 a 4:>¡;, 

donce frecuentemente los individuos a:Cectaños son riacientes 

cuyo sistema inmune estl1 suprimido, como po::- ej e:orilo, los P.!: 

cientes con cancer recibienño quimioterápicos 6 terapia ra

diactiva, pacientes con transplantes de or¡;auos, recibündo 

drogas inmunosupreaoras y pacientes ouettsclos, La tera¿ia de 

antibióticos es relativamente beneficiosa, ya oue los rnicro

or¡:;anisrnos desarrollc.;1 resistencia a estos y riueden ser peo

res les condiciones al encontrar esta resietencin. Es por e! 

ta raz6n, rue la intnunize.ci6n pasiva con anti.~1iero, 6 quizas 

con anticuerpou Jtonoclonales, sea una gre.n alternativa con

tra un it."ll¿lio es:1ectro de ore;e.nisnos Grru:i ne¡;e.tivos ( es)e~ 

ciRl:uente con los determina11teG antigánicos de Escherichia 

coli) ( 33, 71), 
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CAPITULO IV 

OBTEllCION DE AllTICUERl'OS liO!IOCLOJlllLES FREJITE A LOS 

DIFERENTES EPITOPES DE E, coli 

4 , l, LIPOPOLISACA::U:JDS 

El aprovechamiento del desarrollo ce anticuerpos pote~ 

tes, está basado en la ,rotección contra un amplio espectro 

de orcanis'.llos Gram ne,;;a ti vos ( Escheri chii; .2.2.ll) ( 21, 59), Es

tos anticuerpos reaccionen dir~ctanente contra el lipopolis.!!_ 

cárido (L?S) de la pared celular de la bacteria, Esta pared 

celular esta compuesta de 3 partes principales (59): 

l) El polissc&rido - O 

2) La reción central 

3) Lipido A 

Un sntisuero 6 anticuervo. efectivo de protección, debe 

actuar directamenté contra los ·determinantes anti¿;~nicos co-· 

canés en ¡¡¡uchos microorgf.niscos. En Dscheric:hia .!:.21!• la di

vercidad antic~nice ex,resada por el lipopolisacárido O es 

substancial, mientras el número de diferentes cocponentes de 

la rec,i6n central y lipido A es menor (55,59), 

Las bactF.-rias mutc.nte:o carecen de lipopolisac~rido - O 

y e>::ionen varfa.s porciones de la reei6n central y lipido A, 

Las 2 nutantes más utili~adas pare producir anticu~rpos del 

antíc.eno centrfil son: 3sch.richia .!:.21! J5 y Salconella ~ 

~ ~ 595 (32,55). 

En un an~lisis inmuno~uicico, utilizando sntisuero po

liclonal contra el lipopolisacérido de Esche.richia .!:.21! J5 6 

de Salmonella ~innesota Re, el anticuerpo ataca al glicolipi 
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do central (CGL) de los lipopolisacáridos, utiliza.neo este -

anticuerpo para prote&er e.nicales contra los efectos de bac

terias heter6geneas, Esta protección es posible cue se deba 

nl efecto entiuect~rial del anticuerpo, al cuerpo· neutreliz,g_ 

dor de endotoxinas 6 posiblemente a factores en el suero e.ni 

mal, donde se e>:amina esta hf•bilid•d de rer,cci6n cruzet1o con 

cHulas intactas de Escherichie. ~ cnpoular 1:, z.iltíceno O 

6 puriíicedo de L?S (21,32), 

Los anticuerpos monoclonales uurine específicos pera 

el antígeno O de Escherichie. ~ desicnede como Olll:B4, 

eon utiliz~dos p~ra ü.etE.r:iinar si loo L?S son rtt..lt:-:cnte el 

cc;;or factor t6xico en la peto¡;enésis de bacti:rü :i Gral!l ne¡;!:_ 

tives y septicemias (21), 

Eschericllia ~ del serotipo !:l, represente alrededor 

del So¡; de tocas les bacteri&s aislfidfas de recic·n n~ci1:os 

con t•enin:.itis y ;>ielonefri tis. Observár,dose bacterias del 

ti~o: Ol:f.1, 07:!:1 y Ol8:Y.l, aisl&des de uuestras fecales de 

ineivi<'!uos sanos y de recien nacidoo con neninc;itis. Le Ol:F.l 

es e.virulenta, mientras rue las cepr.s J7:J:l y 018:;:1, son vi 

rulentas ( 26, 6.J), 

~n el recien :i;:.cido, el tracto i;antrointestinr.l IJS.rece 

cer el orir,en ce :=:scherichia ~. pasando al torrente s&n

¡;uineo y de aoui r,.l sisteca nervioso centn.1, La bacteria ltl 

~uede f;er di;tecta¿a aproY.imc.tle.mente en el 2J~ de les ;iues

tras fecales de niUos senos y del 20 a 40~ en el recto de i~ 

diviciuos de todas les edf.des. Donde los neon~tr..lcG n~.cidos 

de 1:1adres portador~s ce Escherict.ia ~ Kl llevan derivados 

de Kl, la cual es el orce.nismo predominE;ntc en infantes 1:1 -
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positivo. Por lo tanto cuellos niños tienen bncteri~s Y.1 1 pe

ro solo un porcentaje perueiio coloniza produciendo be.ctere

mia 1 meninfitis (60), 

Los anticuerpos específicos para el 1<ntígeno O de LPS, 

non del tipo Igl!, los cu~les se un<'n a o< (2 - 8) ~cido pol! 

H-acetil neur:foinico (41), .. ' Bscher~chia ~ Kl y r.ieni:iro

~ del ¡;rupo B capsular, son cuímica e ill!Junológicer.iente 

idénticas, por lo cue los anticuerpos conoclonr:lts utiliza

dos son los mismos (10,15,26,43,60), 

Las bacterias utilizadas para la producción óe enti

cuer"ºª monoclonales contra el LPS, son aisladas de pacien

tes hospitalizados nue pr.sentrin las siguientes enferoedndes·: 

septicemia, bact:re~ie, pielonefritis, rnenineitis, infeccio

nes del trncto urinario, y le. nuEstra de un v~rón blt!Jlco, 

cu& eurante su trnt<lmiento de ~er.iia y se.ngri?.do rectal pre

sentR unn ¡;anunapatia i::onoclonr.l' ·IeM )\, adem{s un cercinorna 

en el re:ct.o EiGOOides y r.nf'wsto:Josis :;ir:rfon:lé.tla., inclUj'endo 

;robleaas reum~ticoc, ln cu::!l es desi¡;node co1:10 liOV (41,42), 

Une. \·ez aisle.dA.s lc-.s bacteries son cul tivad.e.s en fras

cos "ue contie-nen lOJ rnl de caldo de triptica.sa soya 6 en !J!_ 

dio de infusión cereuro-cornz6n, se incuben n 37ºc, en un b! 
iio Ce a.cua, con e.~itnci6n durante toda la noche. Las bacte

rien cul ti vad&s son oeperadas por :centrifut;oción y el sedi

mento es lavado 3 veces con buif<:r de solución salina íosfr1-

to (PES) a un pH 7.4. El nedi~ento es sus?endido en PBS 1 C! 
len~ado durante 15J oin, ~osteriorr:ente es levado 3 veces 

con ?BS. Las bacterias son diluidas de 17 a 2o¡; de trensoi

tancie, rnedidn e11 un colorímetro ;• estas diluciones oon alm.!:, 
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cenadas e.ijadiendo timerosal diluido a l:l0,000, Le.s nuestras 

se reconstituyen en trietilaninn al 0.51.> ó en llnCl 0.03¡. (a 

cada 2 me de muestra ae;ro¡;er l ml de He.Cl), y todas le.s dil_!:! 

ciones se realizan.en condiciones estériles (32,4),46), De -

estas bacterias obtener.ios los pl~smidoB pJ:T274, llevados a 

la clonación de genes para la proeucci6n de Escherichir< coli 

carisule.r J.:l, Los plMnidos P6B33 y l'6B44 son cutantes ¡;aJ:ll!le

del ta derivados de p¡;T274, usados tanbián pera la ]reducción 

de Escbericlda coli cn¡isulE.r ( 22). 

Los lipopolisecéridoa son obtenidos de los ~eninro~· 

~ de los ¡;rupos A, :9 y e, l:lebsiella nneumoniae,~ 

~ tvnhicurium, 3trentococcus nneumoniae (22,25). Esta o.2_ 

tenci6n se realiza por 2 procedicientos de ex;r:•cci6n: a) J,:! 
todo de V:estphal y Jann (Fenol-Ag~a cnlier.te) y b) J.cetona 

seca. a) La bacteria suspendida en ?BS se centrifu¡;a y le. C.!: 

pa bacteriana se extrae con alicuotns de fenol (a un~ concen 

trnci6n del 45¡:), y calentar a 65ºc durnute 5 cin. La fase .!: 

cuosa es dializada, La diálisis se efectde. suspendient.o el -

extracto en una cembrena de celofán y S\lJ:lerGiendola en solu

ci6n "alina ncortiguada, Se ce.nbia la solución cada cuatro 

horas y la dUlisis suele ser cocpleta des;•u&s de seis cac

bios, los L?3 son recuperados por centrifuGaci6n n 100,000 

X g durante 4 h, y el scdicento es secado y concelado, b) b

cetone. sean: la bacteriú es extraída con una nezcla al 90¡; 

de fenol, cloroforno y p&troleo-et•r con u.~ punto de ebulli

ción bajo (2:5:8) y colocarlas en un bauo de hielo durante 

5 cin, La mezcla se centrifuga r en el sobrcnaaante se en

cuentren los lipopolisacáridos. Estos ~e hidrolizan con áci-
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do acético al 1), y son fraccionedos, en 2 ]>artes, en una co

lumna de filtración Sephadez 650, El lipopolioecárido O es 

usado a una concentreci6n de 1 nc/nl (59,60). 

4.2. PILI O FIJ.'.B!lEE 

Uno de loo más importentes factores de virulencia de 

i:scherichic~ coli en el tracto urinario, E:s _la cr.pncióc.d que 

tiene de adherirse a célul~.s uroepiteliales (18,8.J), 

La virule:ncia de cit-rté..s tcct<;;rit.s pat6[;'cnas, no solo 

de;>endc do la µroducci6n de toxin&G sino tambHn de los "E.n

tícen~s de colonizaci6n 11
, oue ~ctualmente son conocidos como 

pili, iln lf.s cepas de Escheric!d:?. ~ enteropat6;;enas, tan

to las enterotoxin~s cor.;o los ant:!¡¡enos de colonü.E.ci6n, es

t~n deter::inaC.os ,::enéticaor:n',.e ,ver plásmidos tre.nsmisiblr:s. 

Cierte.s cep::.s de :Sschericilia cóli ce.psulBr {ant:!ceno K), son 

asociede.2 con en!'ermedr~cie.D invcsivt.s en hwnanoe, corao se)ti

cenic, neni~~iti5 en recien nacidos y pielonefritis (18,29, 

69). 
21 µili, oue interviene en la adherencia bacteriane, 

se .subdivide, r.eo1n sus rece;>tores reC'ueiriO.os ;i6ra dicha fU:: 
ci6n en (18,29,69,75): 

1) o<-i.:r.nosa sensitiva {l:.s) 

2) o(_-J~nnosa resistente (11.R) 

El fiobriae tnnbién se subdiviñe por la capbcidrid r.ue 

tiene de aclutin~r &ritrocitos de varias especie~: 

a) ?icbrice rue causa hecaglutin~ciSn ~enoca sensitiva 

de eritrocito~ de cuyos (Tipo 1 ficbrice) 
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b) Fimbriae oue no causa hema¡;lutinaci6n (l!A) de nin

~~n eritrocito (lC fimbriae) 

c) Fimbriae oue cause hemaglutinación manoaa reoicten

te (I.:?.1'.A) de eritr9citos hume.nos ( 1 116,66¡, ~ste·c,ru¡io se -

subdiviC:e de acuerdo a las baees de receptores especificas -

~ue reconoce y son: P, J.!, S y X fimbriee, El i'iobri~.e P esp.!!. 

cifico debe ser asociado con la patosénesis de pielonefritis 

(14), El fimbriae P de in:'.ecciones del tracto urin~rio óe ~ 

che::-ichia ~ reconoceo<-¡;ale.ctosil 1,4- ~ -c:alactosa cor:oo 

receptor mínimo, el fü1briae s reconoce carbohidratos co::ipl.!!, 

jos termina.ne.o en 0-H-acetil neuraoinil-H-acetil ;;ale.ctosac_!. 

na y el factor colonizad.or anti¡;énico puede ser especifico 

pare. ácido neurnminicn, conteniendo receptores oobre células 

de la membrana <le mamíferos (151,66), 
Los pseudoti¡ios del pili son: lA, lB y lC. El tipo lA 

es inmunol6eicamente distinto a lB y lC, estando estos dos 

en infecciones del tracto urinario. 

El tipo le :f'imbriae con subunidad de alredeCor de 17K, 

no da hemaglutinaci6n con el contenido de eritrocitos hu::m

nos, buey, caballo, cuyos 6 Gallinas, y esto se debe a oue 

se adhiere a células e:;iiteliales buce.les y no a c~lule.s uri

narias 6 r.iucosa urfoaria (66), 

Escherichia ~ aisladr,a de niños con rnenin.:;i tis 11eo

natal son: 06:Hl3:Hl, i;rupo B rnenindtidin y Eecher!l.cb.ia coli 

cn::isuleres y en pacientes con infecciones del tracto uri11e.

rio; 09:Y.l03:H- (16,19,29), 
Las bacterias crecen en caldo nutritivo, al cual ne le 

abrece. &lucona al 5;, 6 en tripticasa soya con une. incubación 
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de 37º0, tocer la pei!cula que se forma e inocular en placas 

de o.¡;ar san¡;re al 5~~ y la fase fimbrial es ide11tific&.da :;>or 

la morfolocie de les colo:lias, para lo cual utilizar un :r.i

crosc6pio electr6nico y la técnica de a¡;lutinici6n ( 1,18,2} 

29,67). 

Los ;>l~smidos crecen en plac&.s de ieco.r de infusi6n ce

rebro-coro."6n con la e.dici6n de 50/g de ar.i::>icilin~, 100 /'¡; 
de clorenfenicol, 6 12.5 )"' G de tetrHciclina por ml, 

Las c.mestrcs del :iili :iurificado, son obtenidas por el 

método de noold y Eisenstein: los b&cteries son lavadLs con 

HaCl el O, 5'.~ y suspenñid¡.s en un buffer de 5 ru: TRIS ( 5 ni~ 

TRIS¡ l1ar1
3 

a o.0J2;: (pH 7.4) )·, El :fimbrke es removido :;ior 

medio ee ultrr.centrifuc&ci6n (227,0JO X e dur~nte 2 h), obt! 

niendose el pili en el seUirnentJ. Estor. son E:US)enñiclo~ en -

buffer T:1IS 5J r.¡¡,; (pH 7,5), nue contiene azida de sodio al 

0,02¡; y a una concentr>.ci6n de·¡; a 10 mr,/ml (23 129166,67), 

Las ::-.uestras son diluidan 1:2 en b'.lffer de (TRIS ·0,12 :t. 

SD3 el 4~;, glicerol 2o;;, 2-oercaptoetanol al lo;:, azul de -

bromo:f'enol al 0,005% (pH 6.8) ), Calentar las muestrAs a 

l00°c durante 5 min, to~ar un volumen de 50/'l y depositar

los e11 laa tiras de eel. Las tiras polipeptídicas Don revel! 

das con a:ul de Coomassie R250 al 0.25~. 

~ • 3, P?.OTEIJ!;.S 

Las bacterias tie!len un 'r~;. nucleor y un Rl(A encar,;ado 

de la trenscrioci6n del 1:1ense.je oue reproduce, trasladandolo 

a la f~brica de proteínas oue aon los ribosomas, donde ~e -
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traduce este mensaje y se elP.boren las distint~s enzimas, 

proteíne.n, etc. (48,52), 

trenscripci6n 

D!U DI!~ Rl!A PROT:lIHJ.S (17) 
replics.ció.n traducci6n 

Ln h8bilidad de las bacterins Grac negntives de invadir 

r.l ):uésped, causr<11do infecciones y resistencia a les defen

sas de le. s&nc;re, se debe a ciertos com:iueetos iiresentes en 

die bes bncterir,s, tales couo LPS, proteínas de la cembrana 

e:r.terior y en?.imM (5,78), 

Le proteína recA ju~ca un papel centrnl en le recombi

neci6n ;¡enética de i;or.ióloeos en !:scherichia E.fil y es una 

nroteína multifuncionnl, oue promueve una a1,1plia v<.r:led<.d de 

ATP de,oendientes de m:.i., Los anélo¡;os eucarióticos de la pr.e_, 

teína recA son aislbdos de un hongo. Las actividades de la 

~roteína recA y estos análogos pueden explicar los pasos crf 

ticos lle le recor.ibineci6n de hom6lo¡;os en eucari6ticos así 

cono en procari6ticos, Esto d~ como resultado un intercambio 

recíyroco de información eenática, entre cromosomas hon6lo-

gos. 

La .?rote!na rech obteni~a por fusión cálular, se une 

al DHA sio;ile aislado ( ss::>llA), pero la r.ismr. proteína no se 

une al Dl\A doble aislado ( dsDllA) por ser neutro, pero frac

mantos de dsJHA se unen a la proteína recA, ;ior ::iedio de un 

1•odelo, en presencia de AT? y ;ior cuE1lnuiera de los si¡;uitn-
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tes pasos: (l) ssDNA-dependünte y (2) snDNA-independiente -

de ln ectividnd de AT?!;sa. Los anticuer¡>as r.ionoclom•les ;iue

den ser utilizados cor.io efectos específicos en el estudio de 

las reacciones coroplejHs proporcionaclúa por la p:cotein::i ncA 

(53). 

La proteína TraT (traTp) de Escherichia ~. se en

cuentra en la r.iembrena exterior de la bacteria, Esta proteí

na es desarrollada rior un gru;10 conju¡;ado de plásmidos, IncE, 

La proteína TraT interviene en'la exclusi6n su;ierficiel del 

plásmido y resistencia l;e.cteriana, pero "º solo n «ctivida

des letales del suero, sino también a la fnr,ocitosis y vi:-u

lencia bacterial, Esta proteína. es desarrollada en bacterias 

resistentes a las defensas del 11u~sped. 

Los anticuer,1os r.ionoclonales anti-TraT reacciona!'l con 

la proteína Tr&T de Encherichia .sill capsular Kl pc.t6,::ena, 

mientrF.s me con la no patógena no lo hace, demostrando que 

esta il.ltima carece de le. ;roteina TraT ( ·5 ). 

El plásmido pl:TD7, el cual es un pHsrr.ido híbririo CO]!! 

puesto ele la clona p/,CYC184, oue contiene el ¡;en Tr«T, y el 

pllsmido pl:Tl46 rue es una hidr~:r.ilat::inu deri\'adrt de lu mu

t11nte pKT107 y <le la 1acteria C600 Rifr (pKT146), dan origen 

a traTp por la purificaci6n de estas bacterias, las cuales -

son cultivadas en cnldo de tripticasa soy& rue contiene, en 

el ceso de bacteria oue lleva plásr.iidos, tetracicline n una 

concentraci6!1 de 10,/'ú"ml, Los pl~smidos son obtenidos de -
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las bacterian aisladas de pncientes hospitali~ados oue pre

sentan septicemia, infecciones en el tr?.cto urilmrio supe

rior (UTI) y de nidos con diarrea ( 5 ) • 

La proteína !rruT es octeni<ir: de la me;;ibrc.na· de las beE_ 

terina de Escherichia coli C6·)::l Rifr, la cual es extraída 

con Tri t6n X-10::> Al 2~'· El tritón X-lJil es un ¡:¡et erial inso

luble y su·osecuenteL1ente solubilüado por incubación de 2 ll 

a 37ºc, en buffer nrs-HCl al 0,125 i.: (pH 6,8) y sodio dode

cil sulfato (SJS) al 2~ y fr~ccionedo por cromatografía en 

columna Sephncryl S-20::>, y estabilizada con buffer TRIS-cli

cinn (0,025 J.\ de TRIS, glicina •J,192 ll, a un :;iil 8.3) y SDS -

al i:~. Se filtra y obtene::ios 15J ol, los cuules contitnen la 

proteína traTp, y cada ral es de~)ositado en una bolsr:. de colE_ 

dión, Pura ¡:¡eyor pureza de la proteína se pesa por una ser;u~ 

da collll!lna Sephacryl S-2::>0, La re~ión de la ;el ~ue contiene 

traTp ea homoceneizadn y extraída con volUl!lenes de 10 ml de 

buffer (~RIS de acetato a J. J5 r; a un pH 7. 8, mercaptoetcnol 

0.01 1í y SDS e.l 1%) a 4ºc durante un periódo de 8 h, adicio

nar urea a una concentrr.ci6n de 6 ¡,; y las IJUestrt s de 5JJ /' l 

con depod tañes en una, bolsa de colodión, El tiaterir.l incol~ 

ble es removido por centrifuGación, y los sobrene.dnntes del 

fluido son di:::lize.dos con buffer ~!lI3-HCl 0.125 1:. (pH 6.8), 

obteniendose la proteína traTp pura (5.). 

4.3.3 PROTEillAS RIBOSOh:.t.LES L7/Ll2 y L2 

J,a proteína L7 /112 está presente en la ou·ounidcd 5·J S 

del ribosoma de Escherichin ~· conde 17 se refiere a la -
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forma de tranele.ci6n de J:-ncetile.ci6n de 112, 

Los anticuerpos mo!loclonnles produci(1oc, anti-17/112, 

sin·en ;Jnra identificar los diferentes epitopes de le. protef 

na; uno en el JI-terminal y el otro en el C-terminul dominan

te de ln proteína, Estos nnticuc;r¡ios 1n..1ti'rien ls. sínteEis de 

·)oliíenilat!lina d~pi;nc'!.iente de GTPasa y el enlF.ce Pl"Oloncado, 

en el riLono~a, del factor 3F-G {56,70), 

Otrn prote:!nu riboE:ornr~l es la ;iroteína L?., con 272 am.!_ 

no~cidoP. y un :ieso c1ohcular d~ 29,730, Est:i proteína inter

viene en l?. funci6n del cen-cro ;ieptidiltransferas y tar1bié!1 

en n1)ectoo del ciclo de la síntesis de proteínas (50), 

J,as ;1rot.;;íne.s riboso!'!'lr>les son e>:traídr.s de len zubuni

dades 50 3 con ~cido Rc~tico al 67~, son dinli~adnn y liofi-

litnd20 con ~ciao acético al 6~:. Las ?roteínao EO~ di~ucltcs 

n u.na concentrP.ci6n C.e 8 I:lg/ml en un buffer :¡ue contiene 

uren 6 !.'., ¡;nH2?o
4 

n 0,05 i::, cetila::iine. 12 1:11.í y 2-!Jercnptoet~ 

nol a 4 J:1l.: ( :;:>H 6, 5), y non colocadP.s sobre la colu:nna de fo E_ 

focelulos~, lR cual es lavada y estabilizada con el misoo 

buffer. Lr.s proteínr.s so!l ent'Jnces elucione.Gas con un i:;ri:.

diente linear de ;1ac1 ·) - 0,5 JJ en 3 litros del mismo buffer, 

Las fracciones nue contienen las ¿~?teínns son dializadas, 

liofilir~r:dt:s con ~ciC.o uc~tico nl 6~~. Las proteínc.s son pur,! 

ficade.s mediante crooato;rnfía utilizando un buffer de urea 

6 ;: (56,70), 
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4,4, :SllZDñl.S 

4,4,1 PrnUVATO OXI!li.SA 

Es Wla fla\'op'!'oteínn desllidroi~ennda ncociE.d2. con lo. C!: 

dena reD?iratoria <.er6bica de Escherichia ~· La enzir.ia C! 

te.liza la deccr,rboxilr.ci6n o>.inhtiva del pi:ruvnto a c<cetr.to, 

·y reduce la ubiouinona - 6 en ln membrón!l cito;>l~smetici:. EE_ 

ta enzir.ia unida a lípic1os, ve n tener efe-ctos dr&sticor. en -

sun !)ropiednc16s cin~ticE.s debido u esta uni6n. La forna líp! 

di ca c.cti\·a de la ílevcproteína, tiene un núne,-o é.e e!1laces 

de 20 a j) veces r:-.~n rrande nue la iorf.la in:::.ctiv2 de ln enz,! 

ma. 

El lliruvato O):iCasa. ?Uode también f:Sr ":irotr::asa nctiv!:; 

da'', cuRn~o ex :10ne1::ios a ct~~ootri~sina ( Clir:ot:ri:'1sina) en la 

~rezencia del sustr~to y co~~ctor, 9iruvcto y pirofosíato

J.:r:.2+ -Tie1dna. Le force moúificrule prote~~a de lu en~.ir.if. es 

activada 'ºr lipiáos, y la presencia de lipidos antes de la 

adici6n de la ?roteasa 9rotege contr& la proteolisis (:3.). 

Los e.nticue!':'°s r.ionoclonales obtenidos inhiben la in~.s. 

tive.ci6n y fome.s li:>ilns ective.s de la en~ima (:')..), 

4. 4. 2 mu .. ?Olii.:E?J.s~; 

Es u..~a en~ii:1a oligo¡¡,étrica (ll), esta formada de 4 di

ferente$ suhuniñ<.des, o<, ~ , ~ ', y~ , lao cuales sirven P.!: 

ra síntecis de :t:iA (ll,64,72), 

El illiA ;iolii:;erasa, es ;ire;iarnco por el ::iétodo de 

Bur¡;en: y Jenr!risak. La haloenzina y la ;>olir.ierl'.se. central -
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son ·se~~arades por cromntogrefía, La concentr8ci6n de la :'ro

teína es determinada utilir.ando la extensión de los sicuien
,,1,: 

•tes coeficientes: polimerasa central ~280 ru:i = 5,8 y de la -

l l i ~1~ ( ) .1a oenz r.ia i:.
280 

run= 6.7 9·4 .• 

La L-¡;lut:omina y el L-¡;lutame.to son de fundr.tentel im

portr.ncie. ~o.rn la biosíntesis de los ¡,minoácido::: en todc.s -

les formas de vifü,; en nnimales, plantas y bacterias. La d,!! 

tesis de clut~mina es cataliznda 'ºr &lutaoine sintet~sa, la 

cunl e:n una enzine. mitocondrial pre:sente en c;r&.n cantid?..d en 

el tejido renal. 

La síntesis del enl~ce azídico de ln clutanina se lle

va n cebo a e>:pensr.s de la hidrólisiR de un enuivE~lente .~TP 

en :'.!D? y ?i (49). Glutaminn sintetasa o 
ti 

OOC - CH 2 - ~H2 Jnl4:::. H
2

0 H2H - C - ~H2 
NH

3 
- CH 

J:GJ..'f?? 
< H

3
H - CH 

1 - !(:gADP 1 -coo + ?i coo 

L-¡;lutar.iato L-¡;lutrmina 

Est~ glutatlinn sint&tasa tiene un _peso r:1.oleculr:.r de 

6·J0,0JO y osta cor.i;>uesta de 12 subu:lidades idénticas, coloc,!!; 

das en dos circunfe!'enci~s he>:aGona!.es y E:):isten en varias -

formas: sin adenilaci6n, con aC.enilacir'in, y en la presencia 

de J.:n
2+ 6 n/+, la enzima es catión divelente (tenro) donde 

sus ¡;rupos no sulfhidrilos reacciona11 con reactivos sulfhi

drilos y cu~ndo la for.:ia cati6n divalente es trat~ea con -

EDTA 6 )Or diálisis e>:heustiva, la enzima es convE:rticic=. a u

na confi["Uraci6n catalítica incctiva (relajada) (11). 
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Las :ire:i~raciones de glutaminn eintetese oon obtenid~s 

de Eschorichia ~ bajo condiciones de limitación de nitr6-

¡:eno '' exceso de ni tr6¡;en.,, purificedas por precipi taci6n -

con zn
2
+, seguido por acetona y ~ciño (1rn

4
)
2

so
4

• Dos de las 
-1 -

~reparr..cionez de le enzima, J,¡gas1 • 2 (27,4 me/ml) y J.'¡;Gs
11

,
5 

(21 mc/ml) son e.lr.i2cena<lf1s e:1 buffer de J.;g-Hepes (pH 7,2, -

KCl lJ·J !Th.1, J.'.gC1
2 

20 tlll, EDTA 1J mJ,I, y nzida de sodio al 

0,02f,), y utilizadas pura la :irr·p1"reci6n de lns sii:;uientes -

foroas de glutaminn sint&tr.oa. La forrnn relajr.da Gs~. 2 es 

pre;>nrada por diálisis de J,:¡¡G3~, 2 con buffer oue contiene H! 

¡>es a 20 m!,! ( pH 7, 2), KCl 100 mil y 3DTA '' lJ L'l!.', La enzimH -

relnjeda es disociada en monorn~ros GSi, 2 por di,lisis con el 

buffer dioociador (10 mié de T?!IS, EDTA 10 m1'., 2-mercaptoete

nol a 143 r.11"., urea 1 J.;, ;>H 8. 5). La enzima o:<idesa GS~. 2 se 

obtiene eeencialmeate :;ior el procedir>iento de Levine; 4 ng 

de GS~. 2 son incubados con 50 )'J.'i Fec1
3 

y ascorbato a 20 mié -

en 20 ml de inmidnzol 20 :nM ( pH 7, 2), oue contiene KC;l. a lOJ 

nM. La forna l<SOXGS~. 2 es preparcda )Or inuctivnci6n d.e 4 ce; 

de GS~. 2 en la presencia de AT? 3 mi,: y L-:oetionine-S 3 I.01:., 
:a-sulfoxiarnin& en D, 6 ::il del bc;ffer I:¡;-Hepes (12). 

El Dl~A :;iolimereaa III es una haloenzica prenente en el 

ndcleo y es resoonnable de la óuplicaci6n de los cro::iosocas, 

Estll. enzina tiene mdl ti¡¡les uctiviO.F.des cr•talítici:•, una es

tructura co?:l:>leja y un renuerimiento _oor los trifo•-fatos de 

los 4-desoxirribonucle6sidos de eC:enina, ¡¡ui<!lina, citosina y 
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timina. El pepel princi;ial de esta polimernsr. es a.segurar l<! 

fidelidr.d y re~e.rnr, cls oue duplicar, el D!~A (82). 

Ln rn?.ima mu. polimerasa III, contiene un centro com

pueoto de 3 sutunidr.cies o<, t_ , y 8. Las sul:unide.des am:i

linres son ~, )-. , ,S, y)~, rue confieren l<!s propie~ndes 
re~ueri<las pQra la repliceción n~tural de los cronosornao de 

3scherichin ~' los anticuerpos atacan le. ~ubnnidad O( de 

ln en~ima y con de le. clase Ii;:~ (27,82). 

4 .4, 5 RillOJrJCLtOTIJO ::!EJVC'USA 

La síntesis de los deso>:irrilionucleótiños ;mrínicos y 

,oirinid1nicos, ocurre por reducción directa del carboo 2' 

en l<! :racci6n ribosa del corres)ondiente nucleótido y no 

;in· la oíntesis del nucle6tido purinico entero, utili~e.ndo 

un nnáloco 2'-desoxi ccl l-piro~osforribosil-5-fosfnto (?Pri 

bosaP). La reducción en el carbono 2' ocurre sólo de~p~~s de 

~ue los nucleótidos :m:-ínicos ¡• pirimid1nicos ben sido con

vertiCos en sus res?ectivoo nucleósidos difosfatos. En <llr.u

nns bacterias se reouiere de la cobalaminR (vite.mine. B12 ) p~ 

re. este proceso reductor, nunoue no se re:r:uiere 9era la mis

na reacción en los seres humanos. La reducción de los riton~ 

cleoniUodifosfatos es uno. reacciSn cocplejc. en loz r.ie.r.iíf e=-os 

y es catnli~ada yor el ribonuole6tido reduct~sc., y requie:-e 

ce tiorredo;:ina (un cofactor proteico), tiorredoxina reduct); 

aa (una fle:voproteína) y :!A::J?H (collo cofactor) para realizar 

la reducción (17,37,48). 

~l ribonucle6tido reducte.sa esta formado por 2 subuni-
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dades no idénticas lllillladas proteína Bl (Pi·!, l70K) y le. pro

teína B2 (Pl.! 1 87K), consis L•iendo cada una de dos ce.cenas po

lineptidns iCfoticas ( ~;), 

La subunidl•d Bl contiene 2 si ti os, r.!Jarentei:;ente idén

ticos, para EUstratos y 2 sitios de ei"ectoo E.lostéricos, La 

se¡;undf, subunidi•d proteína B2, contiene un hierro central, 

que consiste ee 2 anti-fierro ma¡;neticc!:lente unido n iones -

re3+ por un puente j<-o>:o :r un rl!dical tirosil o>: ida do oue 

son establi::s por el hierro central. Estos r8dicnles son der.!_ 

vados de un residuo tirocil de la cadenn poli)eptidice. y es 

postulfide. a partici¿ar en el proceso catalític~ (.~ ), 

I.!uchos microoreeoisr.ios producen substr..ncia3 C"Ue disue,! 

ven a los eritrocitos (henolisinas). La hernolisina se idént.!, 

fica como una :_Jrote:!na de 107 1 JO) d.:lton (107 K) deri vaóa de 

di verana bacterias ¡;ram.~eg~.tivas y espiro¡,uetas (3?), La he

molisia es producid!! en la membri.:na de los eritrocitos, pro

ducciendo la lisis de estos, 

Los anticuer~os inhiben la hemolisina de Eschericilia -

E.2,ll y otros miembros ele la familia Ent~robacterincea (37,), 

4. 4. 7 CITOC!lOiW d TER::IllAL oxrn;,sA 

La cadena respiratoria, conocida también como el sist! 

ma del citocromo 6 sistema de tr~ns¿orte de electrones, es -

una serie de reacciones de oxid~ci6n. La funci6n de esta se-
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rie de re~-cciones ordenf1dés, eo nce¿tnr elo:;ctro:.ie.o de co:.:

puE:::to.o reducidon y tr~nsf'erirlos el 07.iceno _1l;'.ra i'or¡ni:r c

~ue., Bstc. cr.Ce11a. la fornEl.n enzim1:..s que tienen t.:ru¡)OG 21rostl

ticos 6 coenz.ir.ins y guedén ser conniderados coco lr.s pr~rte:o 

cctivrs de les enziuea (65), 

El cru:iJ :irostético de un citocromo, e:::. un c1e:ri,~: .. ño de 

he:::e j~ contiene un solo ~tomo de hierro, cc.usz.i1te ñe lr.s .1r2_ 

~1iednfes oxidantes 6 reductorFs de la enzica, los citocronos 

se dividen en tr&s C$tecori~n princi?ales: citocroto a y a
3 

6 citocrouo d tr~:-::~inLl oxid:=.sa, citocrorao b "/ citocrooo e y 

cl (30,39). 

Los citocro1:¡os a J' a
3

, í'Orr.ir..n pr.rte del citocrotio o>:i

data, el cual se relEciona con el tr~nsporte vec~ori~l de 

electrones atreves de la ne!:lbrr.nR, 

El citocro;;.o oxidn.sa E!ste.. formado !)Or 2 subunidt.des, -

la oubi:nifü:d hidrof6"oicr. (protéolí;iidos), la cuf.l SG sint&t_! 

ze 1')or inte:rmeclio C.e los ritosnt'lns rnitoconUritilE:s, y ln sut

unióo.d hirrofílica r,ue te: oricina en el ci to!,)lacr.iP., 

1& utili7.F-ci6n de e.r.ticue-rpoE 1~oi1oclonale:s contra lP..s 

dos subnnidad&s del citocro1.10 d t&r;üinal o>:i<i.asn, se o·oserva 

por lr. in!-.ibici6n O.el tnns~o:-te de electrones f<tr<.v&s de la 

r.ieJ:Jbrena (46). 

4 • 5. Ei!TC:?..OTOX IiU S 

La capacidad para producir &nterot6>:inas no esté res

trin~ida a ningún serotipo especifico de Escherichia ~' -

sino rue &s el resultado de un plásoido específico sobre la 
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superficie de esta bacteria, 

Bscherichia ~enterotoxigfoica (;:ne) produce una -

e>:oto:üna terruolábil nue esté bajo control sen~tico de un 

'1lésmillo trensraisible. Ln toxi1ia lábil (LT) está cor.ipuesta 

de ¡iépticlos unidos con un peso molecular total de aproximad! 

oente 86,0lO, nus subunidndes A y B tienen diferenteo accio

nes, La subunidad B se fija al ¡;an¡;li6sido G!,'.l en ks célu

las cilíndricas del tejido e!liteli•l del intestino delsa6o, 

asta ::ierni te l~ entrñdn de ln sub¡:.nidad .A a la c~lult., donde 

A (?U 26,0lO) activa a la adenilatocicla~?., la cuiü cur:ent'l 

notcblemente la concentrnci6n local de AL'.?c oue da coco re

sultado una hi,ersecreci6n intensa y prolon¡;r,Q.:;. de agua y 

clo:-uros e inhiben la re<.bsorci6n de sodio, Se destienoen 

las pRredes intestinales con los liouidon ammul•dos, eobre

vinienC:ro la hiperr.iotilidad e>:plosiva y la diarrea conei,;-.iie_!! 

te r.ue contin~a varios días (37). 

La LT es antisénica, y da reacciones cru~au~s con la 

énteroto>:ina de fil'-_~ cholerae, La LT estimula la !Jrooucci-

6n de tJ1ticu&r)oS neutrnlizantes en el sue:.."o Ce perzonas oue 

tuvieron una infección o.nterior con !:scherichin ~ entero

toxigénica (4 1 21,51 1 62), 

La exotoxina termolábil se divide en LTh y LTP, oue e!!_ 

tán estructuralmente, funcionalmente e inmunol6gicamente li

gados a la ente:-oto>:ina ;>roduci<la por 'v'ibrio cholerae (CT). 

Les determinantes e.ntigénicos de Ct, LTh y LTP son cuatro 

(4): 

1) Determinante único para una toxina sim)le 

2) Determinante para las 3 to:cinas 
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3) Determinante de LTh y CT que están ocultos ;ir.ra LT,, 

4) Detuminante de LTh y LTP ~ue no est~ll presentes e~ 
CT 

La enterotoxina cólera (CT) esta dividice. en 2 subuni

dades (CT-A y CT-B), donde estos i11r.1un6cenos no ectñn prese~ 

tes en LT11 6 LTP. La subunidod C'l-B es un inoun6ceno L1ls ;io

tente oue el CT-A ( :Ai.), 

Otra enterotoxinn de Eschericllia ~. os le. entoroto

sina ter:noest6ble (ST: PJ.'.<5,0J~), la cual tcctiva a la Gttnn.!_ 

latocicla~a en las c'lul~s epiteliales del intestirio y enti

r.mla la secreción ce lfouidos ( 7 , 74), 

Hay dos ele.ses de ST, las cuales difieren funcional~e~ 

te y estructuralmente: la ;irimera eo ooluble STa (ST 1), pr.2 

ducida por hu.~anos infectados con Eschcrichia ~ enteroto

xic~nica (ETEC) y actived&s en r&tones de cría, la secJnda, 

es insoluble STb (ST II), la cunl se encuentra en porcinos,, 

en casos ouy especiales, aislados de hw:iRnos (3¡,35,74), 

/,parte de l~s entorotoximcs LT y ST, la Esclierichia .<:E_ 

li produce otras toxinas, estas toxin•s se refieren a verot~ 

>:ina ó Shirella dvsenteri~e I (toxinR Shi¡;n ó SLT), osto co~ 

tiene U.'lfc subunidf.d A y diversns copias de w1a Eubunidr.d B. 

El estudio con el ?rototipo de toxina Ehi.:;a indica oue 

la subunid:'<d J. contiene la porción biol6¡;icn activa de la t~ 

xinn y la subunidnd D contiene uniones de componentes. 

J,a SLT de Esch~richia ~ debe considerarse cono un -

~asible ícctor de virulencia en lu patogénesis de enferoeda

des de diarrea, colitis hemorr~gica y sindrooe urémico (58). 

Las bacterias aislades de pacientes con di&rrea son: 
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la Escherichia .2.2l.1:. 64III, E2cherichin. ~ HE22 (pTD2) y ~ 

cherichin ~ HE12 ~ue son cultivadas en ?hc~s de ege.r r.ue 

contiene 30 el de oedio de f.cico case.mino ce ei:trP.cto de le

vadura y son incub?<los a 37ºc duran·te 16 a 18 h con ¡;¡ovir.iie~ 
to de rotnci6n a 200 rpm. La "t.act.ria ~ enterocoliti

E es tr.1:1bián cul tivr;da pero a 25°c éurr.nte 48 h. llespu~s 

se centrifu5n r.:. 3,000 X g por 10 ir.in, los ::ob!'en?.Cic..nteD ~e -

calientan a 65ºC durante 30 min y se con¡;elan en porcion~a -

i¡;uales hasta su utiliz.nci6n. Jisi, obt&nc::wa de Bccherichie. 

~ 64III enteroto;:ini;.s terr.ioest?.bles, de 3schericllin .s.Q1i 
HE22 (LTh) y de HEl2 LTP y la to,;inr• <:T ee obtiene a ]Je.rtir 

del~ cholerse 569 cultivndo ( 4'.51,f.4). 

Las subunid!·des J. y ll de LTh son aisl:cdr.s ;>or cromato

c;reíia en columnns de llioeel !'60, estabilir.z.d¡.s con urea l L: 

-¡;licina 0,11.\-HCl a un pH 3.2 (4 ). 

En el caso do la to>:ina ST, es purificc.dc por el :::~to

do carbodi:::idc 6 por utilización de c;lut~rdóehido cooo un -

reactivo de 6nlace cruzado, ST es disuelto en suero ulbu.~ina 

de bovino (llSA) 6 con 25 cg de :mrific&do CTB en la presen

cia de carbodioida y es conr.elnda n -?Uºc hasta su utilize.ci 

6n (74)). 

La toxina Shir,a de Shi5ella dvsenterioe tipo I 60R y -

SLT de Eschericllia ~ H30 son usadas cooo controles y se -

alm~cenan a -roºc, msnteniendolas en el laboratorio, h~cien
do nuevos cultivos en pl&cas inclin~des de triptic~sa soya -

(7~). 
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4. 6. Pi\ODUCCIOJI DE AH~ICUER?OS •-:ONOCLONJ..L¡.:s (JI.Aba) 

4.6.i I!ll.:UHIZ!1CION 

Hay dos sisteoas de iru:iunizaci6n, El ?rir.i<ro utiliza -

ratones BALE/o de 3 a 8 senanus de nacidos, loo cuales estén 

in.";).unizódos con una suspensión r.ue contiene el entic;eno esoe 

~!:fico (ver tablA IV) en nacl, Una doois de 107 bacterie/r.i~
es inyect,e.da intr~.peritonealmente a cada ratón ciurr:nte 4 me

ees (con intervalos de 2 seaanas), 3 dias antes de la fusión, 

se inyecta unn. rl.osis, de la tnir.r.Ja mr::.nE:ra, utilir.e.ndo una SU,! 

;>ensión de 10
8 bacteria/el, 

En el se¿;undo siste;na, s'e inr::uni:'".E.:n los rr·.tones intrtt

:.ieritoneE:.luentc 2 veces por ser:¡,e.nt:!, dure.nte 4 eemc..nas, con -

la sus?ensión del antígeno especifico (V<r te.bla IV). La pr.!_ 

mera inyección es dP.da con adyl!vnnte coo¡ileto de Freund, y -

desnu~s de un mes, el r&t6n es'~eforzado, intr~peritonealrne~ 

te, con la sus~ensión específica, ~ero con adyuvante incor.i

¿leto de ?reund, 

4. 6. 2 nr:aar;:u.c ron 

Une vez ~ue en el ratón se terminó el eooueoa de inr.;u

niznci6n, se sacrifica y se extrae el bazo. Les célulns del 

bazo son fusionadas con la linea celular de t•ieloma espec:íf.!_ 

ca (ver tabla IV). Utilizando polietilen elicol, como aeente 

fusionante y clonados por dilución li1~i te, les clonas obten.!_ 

das en placas oue contienen oedio HAT (hipoxentine, eminopt_2 

rinn y tiwidina), Después de 6 die.n de crecimiento, las clo-
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~rv. Los sistemas de inounizaci6n y mielomas, se utilizan -
dependiendo del antígeno especifico. 

ANTIGEllO ldIELOUA SISTEr.:A DE DOSIS 
rmr.UJlIZACIOJI 

1,- Escherichia coli X63-Ag8, 653 (1) 20 /" g 
C6JO Rifr (pKT146) 

2,- Escherichia coli · P3-X63-Ag8, 653 (1) 20 /"-6 
J5 LPS -- 6 Sp2/J (2) J, 25 ml 

3.- Escheric!1ia ~ JIS-1 I.iurine (1) 20 /" g 
Olll:B4 

5 x 208 bcc 4.- Grupo B menin~o- X63-Aa3.653 (1,2) 
coccico --- tE.ri&/rnl-

5.- ~chia ~ Sp2/0 (2) 2.5/g 
J;l 

6 ,- CFA/I pili !1Sl/Sp2 (1) 10 JA g 
7.- ?ili Sp2/0-Agl4 (1) 50 .f'-6 
8,- Firnbrial crudo Sp2/:J-Ag8 6 (2) 50 J" IJ, 

Sp2/0-Agl4 
5 X 106 bac 9.- Escherichia coli Sp2/l-Agl4 (l) 

(OlJl:K3J;H-;K39- terii;/ml-
:F4l+) 

10.- Proteína TrcT X63-.hg8.653 (2) 20 Js 
11,- Proteína recA P3X.63-At;8.653 (2) 
12,- Proteína L7/Ll2 Tinocitos y (1,2) 100 ¡is 

6 L2 1:acro!e.gos 
13.- Piruvato oxidnsn Sp2/J-Agl4 (1) 1 )' G 
14.- Rl!A noli::ierr,sn ?3/.t.¡;8. 653 (1) 100 /6 
15.- Subuñidad ("y f'' p3;:63-.he8. 653 (2) 23 y 43 )' 6 

de Rl!A ;iolioerasa 
16,- Dl1A polimere.sa P3X63-Ag8. 653 (2) 100 /' 6 
17.- Glutemina Sinte- Sp2/J-Agl4 (2) 100 n¡; 

tasa !JnGSl 2 P3-X63-A¡;B (l) 100 18,- Ribonucleotido /'g 
reductass. 

19.- Citocromo d oxid! Sp2/J-.t.gl4 (2) 200 /' g 
sa 

20,- STa 6 ST¡¡ Sp2/J (2) 50 )'g 
21.- ST FO (2) l - 2 /'(; 
22,- LTh y CT Sp2/0-Agl4 (2) 1 - 2 /' g 
23.- SLT Sp2/J-.be;l4 (2) 0.4 - 1.6/'g 
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nr.s son seleccionadr..s para la producción del fluido ascítico 

Lú linea celular oielooa y hibridomas Don o~ntenidos 

en í'r::ccos de cultivo con oedio Delbecco modificado !:agle, -

El cultivo celular crece a 37°c en un incubador h~medo cue 

contiene 7,5;, ñe co2 (5~). 

4. 6, 3 l'LUIDO J,SCI1'ICO 

Los hibridomas obtenidos después de 6 d!as de creci

miento, son inyectados n un ratón ?reviamente tr~tado con -

2, 6, líl-4-tetrGJ!letil pentadecano ( Pit!ST/1HE) e irradiado con 

5J - 450 rads, A las 24 h de sér irrt.diado, el ratón es in

yectado intraperitonee.lr.iente con 5 X 106 células hibrides en 

O, 5 - 1 r.il de solución salina, El fluido escítico es eo:trai

do deo:mén de 7 n D dics, utilizando una a¡;uja de calibre 

18. Los lipirlos son re:novidos cen Freon 113, e inactivndos -

com,leta?Jento 'ºr incubrci6n del fluido escítico a 56°c du

r2.nte 3:l r.in, 

Los ant:!.cue-l"_.,os monoclonEtlE:s zon puri:ficr.don r.1ediante 

)reci"itaci6n con sulfato de amonio saturado el 507;, El pre

cipitE.do es ñisu&lto ei1 5oluci6n salina, dializado y con.sel! 

do a -?Oºc. 
Por medio de croc:itoera:fíe se purifice.n lofJ enticu&r

~os, en una columna Se;>hE.rosa Cl-6B, una vez cor: .. ide. la co

lumna, es levada con 3J ml de P:as (pii 7,4) y los anticuerpos 

son eluciona.dos con ¡;licine-HCl a •), 2 l" (pH 3,0) ó con HaCl 

0,5 U. Las fracciones (del ml) oue contienen el anticuerpo 

EJO!l neutrüi7oadas por adición de 40 /l de buffer TRIS-HCl 
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l M a un pH 8. 8. 

Los anticuer~os son dializados con buffer T~IS-P.Cl 

10 Dl.: a un pH 7,2, acetato de mP.gnenio l r.11~, 1ra
4
c1 150 mJ,'., y 

son concentr"dos ppr ultrai'iltreci6n aproxir.adarnehte a 20 P! 
cocoles//'l y elcacenedos a -20°0. 
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CAPITULO V 

TECHICAS PARA LA DETECCIO!l DE ANTICUERPOS llONOCLO!IALES 

5.1. TECJ:ICAS DE AGLUTIHACIOJ! 

La bacteria en cultivada en caldo L, e incubada n 37ºc 

durante toC:a la noche. :::l desarrollo obtenido se suspende en 

un buffe:r de colución Sf:lina fosfe.to (?!3S) J. ze incube l h e. 

l·Ju0 c. ?osterior:::ente, adicion'r a la sus,;>ensi6n solución de 

s&franina al 3~~ '.>' formnlCehírlo 0.055~. Tomar de la sus!lensi6n, 

alicuato s de 50/'1 y deposi te.rlos en cada po~o, los cuales -

contienen 5JJ' l del e.nticuergo conoclone.l diluido en forma -

seriada. Lns plam,s son sellaaas, agitadas e incubcdas a 50°c 

durante 16 h. La aGlutinaci6n ;:>ositiva se observa cuP.nüo la 

red de sus;iensi6n bacterial está distribuido. u11iforme"1ente -

en 61 fondo del ;iozo, y cuando ,est~ en forma de botón, la a.

¡;lutinrcci6n es nesativa (l3,35;~·J,56). 

5.l.l HE!.'.AGLUTIHACIOJI PASIVA 

Esta t~cnica consist& en: 

l) Sensibilización de eritrocitos de ¡;;uajolote. Los 

eritrocitos de cuajolote son fijarlos con forme.ldehído y tra

tadoo con ll.cido tlnico. El sicuiente paso es la sensibiliza

ción de los eritrocitos con una dilución optir.ia (determinada 

nor titración) del antígeno ó del anticuerpo monoclonal. 

2) Ensayo de hemaclutinación pésivn, Prir.iero se hace 

una noluci6n de PBS J.l J.í (pE 7.2) oue contencn suero normal 

de guajolote al 15; inactivado por calor, est~ solución es 
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tritiada con 4 6 10/'l de una dilución inicial de l en 4 6 l 

en lO, res~ectivarr.ente, en plecas microtiter (75¡'1 por pozo) 

Hacer une sus;;iensi6n al l~~ (25/'l) de eritrocitos sensibili

zados di su el tos en. P3S 0, l ¡,¡ ( pH 7, 2) nue contiene suero no.!: 

mal de conejo al l'~ in<.ctivedo por calor, está suspensión es 

adicionada e cede pozo, egi tRndo suEvemente, Finalmente, las 

places son cubiertas e incubadas 30 min a tem~eratura aobie~ 

te, y son leidas, Dando un resultaüo positivo, cunndo la a

elutinación se encuentra uniformemente distribuida en el fo~ 

do del pozo, Por medio de este método identificamos a los 9= 
ticuerpos monoclonales, utilizando eritrocitos recubiertos -

con el antieeno es?ecifico (12,14,62), 

5,1,2 00.t.GLUTillACIOH 

Los StaPhvlococcus ~ crecen en agar de columbia a 

37ªc durante 16 h. Estos ste~hylococcus ~ son levados 3 

veces con ?BS y suspendidos en PES rue contiene formalina el 

o. 5~~' está suspensión se incuba 3 h a ~efüperatura ambiente, 

¡:mando este tiei::po se lnven 4 veces con P3S y se incuban l<J 

min a 8o0 c, posteriormente se vuelven a lavar 2 veces, con 

PJlS, y se suspende el sedimento en PBS, el cual contiene azi 

da de sodio i:.l J,:Jl\:, dando una concentreci6n del lOj;, esté 

suspensión es alm~ceneda a 4ºC, Toce.r J,5 ml de la suspensi-

6n de Sta~hvlococcus ~y 5J/'l del anticuerpo monoclo

nal no diluido, mezcle.r e incubar lJ :nin •· te11pere.tu::-•. nc

biente, en este peso los anticuerpos monoclon~les son cubie.!: 

tos con le proteína A de los Stanhvlococcus ~· Los ens_!! 
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yos lle aglutinación son ejecutf<dos sobre una laminilla de v,!_ 

drio, oezclando una gota de la ous:>ensi6n bact~rial 6 del a~ 

tígeno es:;ieoíiico dieuelto en PBS, y una cota ñel anticuer:>o 

monoclonal cubierto con l<. :;irotefoa A de Gte,,hvlococcus ~

~· La reacción !>Ositiva es cuando le. e.¡;luti!rnci6n c.e ob

serve distribuida uniformemente en el fondo del ,ozo, ident,!_ 

:í'icando r,sí, e los anti.cenos es:>ecíficos pErn el r.nticu~r,10 

1"onoclonel recubürto (19), 

:Pare. esta Ucnica, se utiliza la concentro.ci6n t'.(s be.

ja de la bacteria (4 ;: 10
8 

cillules/ml), y el >:.nticuer,10 monE_ 

clonal a una concentración ~ue no aglutine a esta, mezclar y 

tomi;.r 5J/'l de la mezcla, y co~ocnrlos en 50/l i!e eritroci

tos hu::ianos (o,5~q del tipo O; ·~e puede a:;re.:;ar «-oetil-D

rnanosiclG.sn al 2. 5~ ?ermitiEndo as! ma~·or edtorbencia del an

tí<.eno, e incubar 2 11 a 2sºc, des?uh de dicllo tiempo se lee 

le rescci6n de eglutinaci6n, Incubar a 4º0 y leer e interva

los de 16 h, donde un resultado positivo es cuando se for~.a 

un bot6n ce r,lobulos rojos en el fondo del pozo, Los result~ 

doE de inhibici6n de la heoaglutinaci6n, son expresados cor.io: 

el recíproco de la diluci6n més nlta del anticuerpo, la cual 

inhibe la f.~lutinaci6n de los oritrocitos (52,62), 
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5,?., TEOJIICAS DE PRBCIPITACION 

5, 2, l Im,;m10DIFUS IOll 

La bect•ril' es cultiv,;.da en 300 ml de a.ldo. de tripti

cnsa soye., el cur,1' contiene 75 m¡¡ de ¡;lucosa e i11cuber e. 37ºc 

dure.nte tode. la noche. El cultivo es centrifure.do a 3,.)JJ 

X f."i y el eotrenednnte es incubado, con 6'JO r.ig de brormro de 

her.adeciltrimetilnmonio, dur>.nte 8 h a 4ºc, Los sedimentos -

son dirneltos en 10 ml de Cacl
2 

1 M, despu~s son di<lü.aclos 

y concentrndos con un grario de cac1
2

, siendo nueva:ne11te dia

li~ados con un buffer A (l:2H?O/r::'l2P0
4 

10 r.tl!, JlaCl 15 mi~ (pH 

7, 5) ) , La prueba se realiza ve.ciando, en lns caj<.s .r>etri, !:, 

gar 0 ue contiene el nnticuerpo monoclonol eepecifico ~are el 

antígeno. Se horaden pe~ueños ,azos en el a5ar, te,Erados ª! 
;unos milímetro, el pozo central es llenado con una canti

dad mE<dida, con execti tud, de r:mteriE'l ~ue contiene la bact! 

rie. antes dializada (antígeno), Se deja ~ue el r.ntí¡;eno di

funda cesa.e el pozo central durante un tiempo de 24 - 48 h. 

La unión anticeno-anticuer¡io monoclonr,l ,,e observa, rnediF..nte 

un halo de preci~itación (45 1 46,61), 

5, 2 • 2 Illl.:UHOD1ECTRO>'ORES IS ( IEF) 

Una laminilla de vidrio es cubierta con acar fundido d 

con agerosa en solución e.morti¡¡uadora (pH 8,2), Excavar una 

depreeidn ler:P. y estrecha en forma da canal y un por..o, en -

este dltino colocanos el enticeno especifico, esté antígeno 

es se,erado nediente un cam~o el~ctrico, con una diferencie 

de ;iot encial de 3, 3 V/cm duren te 3) - 60 mi11, Después ñe es-
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te corrimiento, se coloca el anticuerpo nonoclonal especifi

co en la depresi6n 6 canal y se deja dii'unñir el antíceno y 

el enticuerpo r.:onoclonal durante 18 - 24 h, donde la uni6n -

antígeno-anticuerpo nonoclonal, aparece en forma de lineas -

de ?recipitaci6n, Estas lineas resultantes se pueden fotocr~ 

fiar 6 pueden ser teñidas para un rebistro permanente (45,61) 

5,2,3 :'!J.DIO ¡¡¡¡.;u;¡o PRECI?ITJ.CION (RIP) 

Una sus~ensi6n al l~ de ?roteina J.-Sepharose CL-43, se 

incuba durante 18 h a 4ºc con una dilución 1:100 de suero de 

cabra, Pue contiene anticuerpos anti-rat6n, El complejo es -

lavado con J.'B~-T, suapendido en suero de albumina de bovino 

al 5)1 con PBS-T, e incubado a 25º0 durente 15 nin, des?u~s -

de este tiempo lavar con ?BS-T. El complejo obtenido proteí

na A-Sepherose-inmuno&lobulina de cebra, oue contiene anti

cuerpos de anti-ret6n, es incubado con el enticuer:lo nonocl,2 

nel a 4°C durante 18 h. El co:n:ilejo '.)rote!na t.-se:.:iharose-in

munoclobulina de cabra oue contiene anticuerpos ¡,.nti-rat6n-:: 

!U.b es incubado con el antígeno es;iecifico marcado rcdiacti

vamente con r125 , a 25°0 durante 2 h. Despu~s, el complejo -

es centrifu&ado y el sedir.iento es lavado y suspendido en 

buffer TRIS-HCl O, J5 1.:, y se separa por SDS-PAG!:~ Otro proc! 

dimiento de RIP, es cuando 11< bacteria es suspendido en l n:l 

de r.iedio u:inimo A {hJU.), le cual es marcada con (H3) leucina, 

y es centrifugac1.a, El sedimento es solubilizaóo por unión, -

en una suspensión nue contiene l¡; de 3DS 50 oll, TRISS l mi.'., 

EDTJ. {pH 8,0), Está soluci6n as diluida en un buffer de TRI

TO!! X-i:>O, y les células son removidas _,or centrifu¡;aci6n. -
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Una cantidad de 2)'1 de anticuerpo monoclonal es,ecifico es 

adicionado a la soluci6n diluida e incubadn a 4ºc durante t.2, 

da la noche. La precipitaci6n del antigeno es completa cuan

do agre0amos l/'l de suero de conejo oue contiene anticuer

pos anti-rat6n. Donde la ttni6n e.ntigeno-anticuerpo nonoclo

nal, aparece en forma de bnnñas de preci?itaci6n (13,28,35, -

52). 

5.2,4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAIUDA (SDS-PAGE) 

La bacteria crece en placas de ar;ar san¡;re a 37ºc du-. 

rente toda la noche, les colonias resultantes.son lavadas 2 

veces con soluci6n salina fisiol6gica, y se dilu~·en a una 

concentración de 5 X lv8 c~lule.s/ml, centrifugar y sus:;iender 

el s~dinento en 100 ml de buffer ouestra (0,062 1.1 de TRIS- -

F.Cl )pH 6,8), 2-a.erca.ptoetanol .'ª 1),, sodio dodecil sulfato -

(SDS) al 2f, y ¡;licina al 12.5):); la sus;iensi6n se ce.lienta -

10 mina lO)ºC, La cantided de 108 bacteria (20)'1) de la -

suspensión es depositF.da en ln r,el de electroforesis C:e so

dio dodecil sulfato de polincrilemida (SDS-Pl1GE), está ¡;el -

es corrida durante 4 h en un aparato de electroforesis, Des

pu~s de este corrimiento, la gel es te~ida con azul de brom.2, 

fenol, azul brillante de Coomnssie, 6 pueden transferirse a 

pa~el de nitrocelulosa, obteniendose así la separcoi6n de -

los componentes del antieeno eEpecifico (30,35,51,59 1 61), 

5,2,5 PAPEL DE NI'1'ROCELULOS/1 (WESTERN BLOT) 

Los componentes del antíi;eno separados po·r electro:for2_ 
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sis en Gel de poliacrilamide-SDS, son transferidos a papel -

de nitrocelulosa utilizando un aparato llr.mr.do '.'lestr.rn blot 

6 de ill!lunoblot, y un bu:f't'er nue contiene TillS 25 mlé ( p!l 

8,4), ¡;licine 13.2 ml.I y rnetanol al 20),, ln transferencia du

ra de 16 a 18 h de 6 a 8 V/cm, Une vez trens:f'eritloa loa cor.i

poner.tes del antí5eno, la membrana de nitrocelulosa es incu

bada con el anticuerpo r.ionoclonal especifico y con: 

- 11; de zuero de albur.iina de bo\'ino (3~J.) disuelto en 

PES (BSA-?BS) durante una hora, 

- Suero de conejo diluido n l: l, J:>:> (suero no adsorbi

do) 6 1:120 suero adsorbido durante 30 min, en ílSJ.-P3S. 

- Peroxidasa conjucadn con suero de cnbra oue contiene 

anticuer:;ioo anti-conejo !¡;G 6 !¡;!.! diluido a 1:1 1 000 en PilS-

BSA. 

- Fos:Catasa conjut;ada con, ;iero~:idasa de cabra diluida 

a 1:100 en BSJ.-?BS, Después de'ln incubaci6n a ter.iperatura -

e.r:ibiente, las membranas son la\'ad&s con PBS y reveladas con 

tinte de azul ae nitrotetrazoliur.i 6 5-Bromo-4-Cloro-3-Indo

lyl :fosfato, donde este. revelación indica la uni6n ~el anti

Geno específico con el anticuerpo monoclonal (12,42,45,50,511 

58). 

5,2,6 lUDIO Illl.:UllO AlíAL!S!S (RIA) 

Las placas microtiter son cubiertas con el antibeno e~ 

peci:f'ico di~uelto en PES (3 - 20~g/ml) 6 con la bacteria -

inacUvaña ¡ior calor (5 a 5:> X io6), las ple.ces son incuba

das e. 4ºc durante toda la noche 6 2 h a 37°c, El ensayo de 
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RIA en ejecutado en 3 pasos: 

l).- Tomar 100.fl del anticueno ~.onoclone-1 dilui<io en 

forr.ia seri~da y e.dicionar en los pozos ce les placas. 

2),- .'.ilicionnr de 20 a 50/"l/pozo de proteína A ¡:¡arca

da radiactivamente. con r125 , aproximr1demente 50,oo:i cuentas 

por minuto (cpm) por pozo, e incubar las plecas 2 h n 37º0 y 

lavar con HeCl 0,9~~ y secar a temperatura umbiente. 

3) .- 1:.edir le radiactividad de r125 , en un espectrome

tro cer.:ma, esté r125 es usado como isótopo para detectnr la 

unión anU¡¡eno-anticuerpo monoclom.l (13 1 21), 

5, 3, TEONIOAS I!MJNOHISTOQUIH.IOAS 

5,3,1 ENSAYO INJ.'.UNO El<ZD.:.ATIOO (ELISA) 

Se utilizan ple.ces microtit~r, a les cuales se les e

q,re;;a el ;uiUgeno es;iecífico a una concentroción de 10 - 50 

/"ll/t1l óisuelto en buffer de carbonbto 6 bicsrbom,to 0,015 t: 

(pH 9,6) ó en lf.¡;01
2 

o.ou;, e incubar a 37º0 durante toda la 

noche, Después, cada ?ozo es lava<io 3 veces con buffer de s~ 

lina fosfato (PBS) nue contiene 0,.)5'.; de T1·1een 20 (P3S-T), 

El anticuerpo ~onoclonal es a&re&ñdo a ce.da pozo, el cual es 

diluido en forma s eriOda (O. l ml/po zo), e incubar curan te tE_ 

da la noche a tenperatura ambiente, despu~s loe pozos zon l! 

vadoa con P33-T, y la presencia del anticuerpo monoclonal e! 

)ec!iico es cetectada con una solución de foEí&t&ea alcalina 

conju¡;F.da con e.ntisuero de cabra IeG 6 IgJ.'. diluida l: 500, se 

incube 2 h a ten¿eratura &obiente, ~osteriorQente es lavada 

con P3S-T, donde la e.ctivida.d del c.nticuerpo oonoclonal es -
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detectada colorim6triceménte por la adición de 0-fenilendia

mina o;o4jb, el cual esta disuelto en buffer de citrato-fosf!!_ 

to (pH 4.5) y H2o2 0.005¡;, Está reacción es desarrollnda en 

·1a obscuridad durante 15 cin a tettperaturr, ambiente, y es a.J:. 

m?.cenada con H2so
4 

2 M. Se mide la absorbe.ncin de la activi

dad enzimática, la cual esta relacionada con la cnnti<lad de 

anticuerpo monoclonel unido al antigeno especifico (12,35,41, 

42,59,62). 

5,3,2 Glll-ELISA 

En este mHodo, el receptor es el .:;angliosióo G!él, !lª-
ra cual~uier enteroto>;ina (ST 6 LT). Una solución de Gl.:l 5 L: 

es edsorbida en ca.da pozo, incubando 100/' 1 de esta soluci6n 

en cad& JlOZO <lurente toda le noche n temperatura ambiente. -

Des?u~s, los pozos son levadoa·2 veces con PBS, Los sitios 

de Wlión :restantes del G!.:l, son blo<!ueados con suoro de albg 

mina de bovino al l~~ t\isuelto en :PllS (llSA-?35) (0,2 ml po:r 

pozo) e incubar a 37°c durante 30 min, después de este tiem

po lave:r con PBS, Las placas se incuban 1 h a teoperatu:ra aa 

biente con una solución de enterotoxina disuelta en PBS 

{l/'l/ml). Los fluidos ascíticos son diluidos 1:2 en PBS-T -

oue contiene solución de elbutlina de bovino 0.1~:, a¡;reear n 

caaa po~o dejando la reacción l h y des¿ués leve:r con PBS, ! 
gree~r a cada pozo anti-suero üe cebra conjugada con peroxi

dasa diluida l:5J0 en PBS-T, y los reacciones son leidas uti 

lizando O-fenilendiamin&-H2o2 (10 ~l de 0-fenilendinmina di

:;ueltos en buffer de citr::.to de sodio O.l hí (pll 4,5); al 
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cual se adiciona 4/"l de H2o2 al 3~~); después de 20 cin de 

reacción, las plecas son leidas en un espectro:rot6met:r:o, do:: 

de la activid:.d enzi::ática se da en une. absorbrmcia de 

450 nm (4,6,8,35,4?,62). 

t:edie.nte un ensayo de ferricianina, la ectivided de le. 

enzi::ia es cedic1a 1!1 ~· Pe.rn esto se hace una •·oluci6n 

con el anticu.;1·?0 monoclonal y la enzina, los cuales oon di

Eu.el to1i en TBS ( pH 7. 2), est~ solución es incubada a 4°0 du

rl!.llte toda la noche. Cuando .la uni6n w,b-Ag es completa, acJ. 
cionar pe..~sorbin disuelto en TBS (pH 8,0), mezclar e incubar 

loa cocplejos proteína A-antígeno-anticuerpo monoclonal du

rante l h a 37ªc. Ce11tri:t"u.gnr lr. sus;>ensi6n y en el cobrena

de.nte medir la Gctividad de la enzima (3 1 61 8,12). 

5, 3, 4 J.m:HCION DE Ll< Ii;"ñIBICI0)1 m: u;;r"UI?IOL-I y JJE LA .;cn
VI:!:>.AD OXIDJ,SA DE Ti,~PD POR LA UZILIZ.ACIOH !lE !!Abo. 

Mezclar, el citocromo d purificado (aDroxioi;.aaoents 15 

j>-B} y el e.nticuerpo monoclonel especifico, los cuales son 

disueltos en lO':Jfl de buffer B (Tritón X-l'JO el l~, fosfato 

de nodio 0.1 J,'., e un pi! 7.0), está mezcla se incubn 1 he. 

37º0. El old¡;eno utilizado, es obte11ino de un electrodo del 

ti!lO Clark, el cn11l primero ~s incubado con; TJ.:'.PD 2 mJ:: (ll,!l, 

¡¡•, 1;'-Tetraroetil-p-fenileniif1:nína) y ditioeritritol 1 m11 6 

con ~"bíouinol-l y ditioeritritol 2 el:, est~ preincubeción es 



adicionada a la mezcln del a~ticuerpo monoclonal con el cit~ 

crono d teri:1inal, a la cuf.l se le adicionan 50/'l de ;ie.ncor

bin e incubar l h n 37°c. Después de la incubación, loo tu

bos son centrifUGhdos durante 3 min y en el sobrenhdante se 

oide le actividad oxidasa de Tl.:PD 6 de Ubiouinol-1, utiliza.!! 

do como control antisuero cie conejo 6 suero normal (.46), 

5. 3. 5 Ilíl.:UJ:OFLUOR3Sc~;¡;cIJ, DIRECTA e IllDI;tBCTA 

El an~lisis del fenotipo de la 11nea celular B es eje

cutado ;,ior irununofluoresceina, La in:nunofluorescencia indi

recta utiliza el anticuer,o monoclonal es¿ecifico, el monoci 

to eEpecifico se¡;dn el antict1•r;10, la célula T y la fluores

ceína conjucada con el purificado F(ab')
2 

del suero de cabra 

que contiene nnticuer)los enti-:r;etón I¡;G + I¡;il, usc.ndo un mo

delo de ci toiluoroGraf:!a 30-1!, 'La fonunofluorescencia direc

ta utili~.a fluoresceíne. conjugada con frao.1entos F(ab' )2 de 

lE< cadena \'(del suero de c&bra, y también fluoresceina conj.!! 

gadn con IcG del suero de conejo y hu.~ano. La fluoresce~na -

conjugac:a es adicionada a la dilución celuler 6 eus¡ieneión 

bacterial (5 X 105 ), se r"ezclan e incubar JJ :nin a 4ºc, le

w.r 2 veces con ?ES y resus~endc;r con P3S oue contiene &zide 

de sodio al 0.1;.. La fluoresceína conju5eda con la linea ce

l11lar T, es incubeda y uoecla como control. Utilizando un ni

croscopio fluorescente, observe.:i;os c;ue el entíc;e;no eD ident! 

ficado por el anticuerpo monoclonal específico, eotá unión 

se detecta :;ior el color verde brillante n.ue eni te el anti

cuer?O monoclonal conjuG~do con la fluoresceina (4l), 
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5,4, OTHAS TEC:IICAS ESPJ:CI:i'IChS 

5, 4, l EJISAYO DE ADHEREJ:CIA BhCTERIAN.• 

Le. bacteria ~s preincubade. l h con º''da anticuerpo r.io

noolonal, el cual debe tener una concentrr.ci6n nue presente. 

el resulte.do r.i~s bajo de sube.r,lutineci6n, y los anticuer;ios 

cue no a¡¡lutine.n son diluidos e. 10-2 e incube.O.os. Ln becte

rie. preincuhda es adicionada a los pozos de l<.s ;:ile.cE.s r.ii

croti ter, oue contienen eritrocitos in.~uni2e.üos, La adheren

cia be.cterial es evalue.de. por un mhodo 3LIS/, inrlirr.cto, u

sr.ndo un entieuero especifico conju¡;ndo con pero>:ice.se. unida 

al suero de c&bre. ~ue contienen "ntic\t•rJos &nti-ratón IgG, 

y un crornoi'oro (0-fenilendiamina). El porciento de inhibici-

6n, es calcule.do por com;:ie.rcci6n ele ve.lores de e.bsorbr.ncia, 

con los valores de un control sin anticuerpo ( 1,49), 

5, 4, 2 EJ;SJ.Y03 D3 J;t;UTRALIUC IOll 

Se describen 4 tipos de ensayos de neutre.lize.ci6n: 

l) .- Medici6n de la e.ctividr.d bi6loc;ica de la entorot~ 

xinn a partir de la eecreci6n ;iroducidn en el lumen del in

testino cie ratas lactantes, Disolver 240 ne de la toxina pu

ra con el &nticuerpo monoclonr.l especiiico, en o.a ml de P~S 

(;>H 7,4), e incubar 18 ha 4º0. Tomar de estn sus::iensi6n 10~ 
rl 1 los cuales son in,·ectt:dos intr'1.peritoner,lmente, a les 

rnt~s lectant&s, l~s CUF.les deben ?&sar 3,5 e• Dsspu~s de 

2 h de reecci6n, los animales son sacrificados y el intesti

no entero en extraído y pes~do, La raz6n intestino/es,ueleto 
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ea calculado, donde un peso de 0.lJ g es una res:•ues;;a posi

tiva y reenor a este, es ne¡;ativa. 

2).- En este m~todo, se mide le. cn¡inci<ir.d neutrnlban

te del &nticuerpo monoclonal, el cual es ensayado en ln ;iiel 

de \Ul conejo, El anticuc:::-¡io monoclonal es diluido en PDS, el 

cual contiene suero de albu:oina de bovino ol 0.1~;. A estas 

diluciones a¡;rer,ar 11'. toxina u una concent:::-r ci6n de 2J n5/ml, 

se incubr.n 60 mina tem,er"-tura ambiente. To¡,,,r 0,1 ml de ª! 

tn cezcla y coloct.rlos en diferentes portee de ln piel del -

conejo. J.:ec:ir el di~metro de las zonas azules producidF.s ;ior 

le. to,~ine. a una concentre.ción de 20 nc/ml, est:ls mediciones 

son compe.rE.de:.s con las producilas por lc:fl diluciones serie

dG.s ee está toxina. Donde, el resul t•do neutre.liz.ador :;iicra 

los enticuer;ios i;onoclonales en de 4 nm de dil!metro, 

3).- Extensi6n de lisis. Los anticuerpos monoclon•les 

(50)'1) son coloci:dos en los pozos y se iner.cle.n con 111 her.io

lisina fresca ( 8 uniclr.des h&r..,ol:!ticas por nl), Una unidod h~ 

nolítica por ml es rlefinidc como la concentrcci6n de la toxl 

nn <;ue pro6uce el ::;9o¡; de hemoliEis en un volwnen io;unl de 

ir. rns;ienzi6n de eritrocitos al 2.5:;, y acrec•1rlos a los po

zos incub~~os, después de 6J uin de incubnci6n a 37ºc se mi

de le extensi6n de lisis, mirliendo la hei;o¡;lobinn (absorben

cia de 412 nra) en el sobrenadante. 

4).- Inmunizaci6n de anim~les. Se utili~en 5 ratones -

;>or grU.lO ex)eri:nental, los cueles flDn inoculados intraperi

tonealmente con el anticuerpo monoclonal especifico (J,l ml), 

una hora antes de ser estiuulados con el antíceno es;iecíf icc 

!·os r1'.tones des?ués de ser protegidos con el enticuer;io mon~ 
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clonal, se inyectan intrr.peri tonealnente con 2 - 5 dosis le

tales del anticeno (DL
50

J, le. cual es deterdnadr. :ior el l!:é

todo de Reed y ¡,:uencb, Otro ¡;ru¿o de r>.tones es inyectado 

con una pre¡111raci6!' het&rócenea de sulfato do &!Jonio con el 

r.nticuer¡io monoclonal Igl1 precipi t2do p~ra Pseudomones ~

~. HeCl al O, 53~; ó con almidón al 20¡;, estos rr.tones 

son uzados cono controles, Jonüe el número de fallecimientos 

es deter;1inudo a le,s 24 - 72 h des~ués de ser inoculados (10, 

15,33,40,44,61). 

5, 4, 3 l.!ICROSCOPIO ELECTRO:lICO 

J!ezcler 50 )41 de una suspensión becterial con un \'Olu

men icucl de nnticuer?O nouoclonal es:;iecífico diluido l: 2000 

e11 ?SS, e.5itRr durante 5 min, des:més lé.vnr con PBS, secar y 

n&rcarlos r.e50.tivo.nente con silicontun¡;stato de sodio al 2Jt. 

ó con fosíotunGstato de sodio al 1%, tarnbHn se puede usar -

ferri tinc·, observendo la unión anti¡;eno-anticuer:;io oonoclo

nnl en un microscopio electrónico Phillips E!.!300, El anti

cuerpo monoclonal libre es usado corno control (3G,69,81). 
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CAPITULO VI 

R E S U L T A D O S 

6,l, LIPOPOLI5ACARIDOS 

La ~roducci6n de anticuerpos nonoclonales, la reeliza

rón a partir de muestras de pacientes con infecciones bccte

rémicas, cousedos !JOr Escherichia .!!..2!! l:l y de 4 voluntarios 

v<.cunados con un com;ilejo no covale.nte (polisP.c~ridos 1\e r:e

nin,;;ococco del ¡;r.ipo ll), dando cono resultf.do u.ne conccntre.

ci6n de~ 5)<b de ~nticuerµo monoclonal especifico para~ 

~E..~.! Kl/ml (15.,26), Des::>ués de 2 ser:ianss de irununi::a

c i6n en los 4 voluntarios, obtenetlos una cMcentraci6n ñel -

4.9 - l'.lO fi/ml de anticuerpo monoclonal ( Igll); prevaleciendo 

i¡;uales antes de la inmunizaci6n, si adicionamos suero post

innunizado al anticuer90 mo:.oclonal, complemento y neutr61i

los, la habilidr.d del anticuer;io. rnonoclonal no se ve ¡¡_fecta

da para destruir a los li~o~olisacáridos de Escherichia ~ 

r.i. El anticuerpo monoclonal (2-2-B) obtenido de un paciente 

bacterénico, destruye a los lipopolisac~ridos de Escherichia 

,gill Kl y J:eningococo del ¡;ru¡:Ío ll (Tabla V) a u.na dilución de 

1: 250,00,J, donde esta destrucci6n fae;ocitica no se observa 

en la eu~encia de neutr6i'ilos. A una dilución de 1: 30 00·'.l se 

obtiene una prozona, el destruido bacterial JJéxir.io (99.9%) 

es detectado a una diluci6n final entre l:l0,0·)) y l:lJO,OJ'J, 

?are cor.iprobar o_ue el anticuerpo monoclonal destruye es9eci

ficarnente al LPS, se agregan grnntes cantidades ce anticuer

pos t1onoclonales hfter6¡;eneos producidos pr:.ra el rnenine;ococo 

del crupo e, lo cual in1ica c;_ue el antic1¡erpo ::ionoclonal se 
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E U S A Y O 

Pase s6lida redio 
inouno cnstyo, 
uni6n directa 

Fase s6lidl1 radio 
inrnuno ensayo, i~ 
hibici6n 

Aelutincción tac
terial 

ANTIGEJIO :iESULTADO 

J.:enin,-ococcus del ¡;ru90 3 
polisaclrido-poli-L-lisi
na 

l~enine;ococcus del grupo e 
polisscárido-poli-L-lisi
na 

Lipopolisacárido de P355 
11.enin,,ococcus del gru:'o 3 

Coi:;plejos no e.t;rupados en 
::iembr&na e>:terior de P355 

?olisac?.rido Y.l 9urificr<do 
de Escherichia. ~ 

PurificE:.clo de J,:enini:ococcus 
del ~rupo B polisacárido 

?urific<.do de 1.:enincococcus 
del grU?O C ?OlisacérióO 

l.'.enin!'ococcus ñel t;ru:oo B 
(todos los 150 ensayos) 

h;eninl!ococcus del grupo 
A, C, 'il-135, Y, z, 29E, X 

Escherichia coli Kl (+) -
de 5 bacteri;.s-¡:jutsntes 

Kl-ne¡;ativo iso¡;~nico r.1u
tsnteo de 5 bacterias 

1:2,5ó0 

tiva a 
1:10 

Unión nega
tivf. a 
1:10 

Unión nega
tiva a· 

1:10 
1:2,560 

+ 

+ 

+ 

~ V, Anticuerpos monoclonales lurine es~ecíficos pera el 

J~eninrrococo del grupo :S (2-2-3) (15). 
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une al poliscc6rido Kl de Escherichic coli (8.42'). 

Haciendo una compi;rrrni6n entre el sister.:a de in::u!liza

ci6n de un re.t6n BAL3/c y un ratón NZB, ee cor.,pruebé rue el 

rat6n HZ!l e>:hibe una hiperactivide.d de los dsteL:r.s celule

res By T, dr.ndo una re:s;>ltesta positivf. !H:ra los E-ntícenos -

ñilbiles, en este sistecR de ini.mnizaci6n obtenec:os cnticuer

pos de la clase IgG, el cual reaccione positivc::iente con los 

LPS de Eschericl1ia ~ y l:eninr:ococcus del crupo B, pero r.~ 

¡;ctiva:r.ente con los lipo~olis~clridos de 1.mtuntes ::- de ~

chericbia coli. I1~ientrFs ~ue en el sister.1e. Ce in."':",uniz~·.ci6~1 -

del rat6n BALB/c, se obtienen ecnticuerfios ,,.onoclonr-.les de la 

ch.ce Icl.~, el cu?.l no ccnbia. después de innunize.cinnes su~ 

secuentes, mieintrt:.s c:ue en E-1 ratón l~Z3 do une resrJueste d~

bil de I¡;J,; des)UbS de 5 dias, igualando Rl rr,t6n :'Ji,L!l/c des

~ués de le. nuinta inmunir.nci6n. El trr.tc~iento de los sueros 

obt.e!iidou c!e rfl.tones E.4LB/c y !,r?1B con 2-r..erca~itoetanol, da -

co1,10 rcr.ul tul o nue le. c.ctivid;~d del anticur:r~·o nonoclonnl oE, 

teni<~o del ratón E.i;LB/c sea tot1~lr:1ente r..nulr..da, mientres nue 

ln c.ctivid!?.d del e.nticucr~o r.;onoclonnl obtenido del ratón 

KZB r.c olirlino solo parcialmente. Para inducir le. res:rne:::;ta 

in1;.nne IcG, en P.rnbos ratonE;s, hey {'!Ue iru:iunizE::rlos con lipo

polioec.:~ridos de J.~enincococcus del erur>o C, en donc1e obserV!:_ 

tios una rez;iuesta 4 veces mayor en ratones HZ3 ~ue en los r~ 

tones B.Uil/c ( 2¡¡¡. 

La producción de anticuer:ios wonocloncl es pé:.rE: la reg,! 

6n centrr!l de l~ :iered celul:<r, se realiz.a utilizando dos mE, 

tenJ~és: Escherichia ~J5 y Salmonelln :ninnesote ~e 595, -

obteniendo los siQlientes e.nticuerpos monoclon><l~s; l:Ab 786 
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{ IgG), IU.b 865 { I¡;J:) y !.:J. b 898 ( I¡;M), los cuahs df-Il un re

sulte do del lOOj; de renctivic&d en lF.s nut•.ntes, un 63 - 90!; 

cuando no tienen lns bacterias ~ -D glucosa fosfato en el -

centro exterior de~ LPS, y I:Juy poca reectivided cuando tie

nen sol6nente o<.-D i;:lucosr. fosfeto (59), 

La Tabla· Vl muestra los reeul te.dos de !1er.ize;lutinnci6n 

p~siva, ?.ll y la concentrnci6n de ende a:1ticuorpo nonoclonal 

obtenido de los ratones iruouniz~dos con 3scherictia ~ J5 
y 3scherichia .2.2!.!. Olll:B4 innctivcdes por calor (43,32), La 

ficura 2 nuestra los resultE,dos de unión y porciento de in:~_! 

bici6n de estos anticuer1ios, La fi¡¡ul'ª 2A representa los an

ticuerpos L1onoclonal ea nue no exhiben rec.ctividad cruzada y 

la fi~ura 2B representan a los L'.Abs ~ue tienen ree.ctivid~d 

cruzada, Por medio de SD~-?~G3 e inmunoblot, ~e comprueba 

oue estos anticuerpos monoclonales no reaccionan con otroo -

LPS de bacterins seleccionad¡. s, Por lo tanto, e e too i:i1ticue! 

pos nonoclonahs son espec!ficos pF-ra el centro exterior (Re) 

de Escberiohin ~ (55), 
Los anticuerrios monoclonales para el seroti?o de Esche 

~ .2.2!.!. Ol8:Kl son: PL15, P113, PL5 y ?16. Por medio de 

ensayos ñe aglutin~ci6n, los 4 anticuerpos nonoclonales rea~ 

cionan con un e'itope nue está ?reeente en tocas las v~rian

tes de 018:!;1, ~:ediante ensa¡,os de in:::unoblot, ze comprueba 

~ue estos anticuerpos nonoclonnles (L:J.bs) son e5pccificos P.!:, 

ra todas las molóculas del lipopolie&c~rido-'.J, utilizando C.2, 

mo control el lipido A central (6~,61), 

La 'rotecci6n ;ia.siva con nnticuer;ios monoclon~lee I¡;i~ 

contra infecciones de 3scherichia .s.ill ;:1, en rett.s recien -
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JU.be Isotipo i!esul tF.do de: Conc. de .~e 

i!IA ¡.:¡, (mg/ml) 

79,4 IgG2a - 1:)7 -- 256 13 
82.l IgG2a - 105 --- 2;6 3 

195.5 I¡;G2b - lo! -- >1,024 2 
290,5 I¡;G2b - 103 -- ?l,024 4 

1066.14 JIT 10 -- 512 l 
1074.l I¡;.~ 10~ -- ">"l,J24 1 
1114,3 I¡;G2a - 101 -- ·256 2 
1121. 3 IgG2a - 1J4 -- JID 4 
1224.5 IgGl - 10 -- :>l,024 l 
1517.2 I¡;G2b - llD -- >l,024 8 
151'.1.4 I¡;G2b - 10

4 
-- ';>l,024 4 

1628.6 JIT l:l -- 512 l 
1659.6 I¡;l:. 10

1
-- >l,024 l 

1676.31 I;;:ll 10
4
-- >l,:>24 l 

1680. 2 IgGl 104 -- >l, 024 8 
1682.l I¡;h! 10

2
-- >l,024 2 

1692.6 I¡;I" - 103-- > l,024 4 4 .. 
1717.5 I¡;l' -10 -- 256 1 
1727.l IcG3 

- 103 __ 
512 8 

173:>.1 I,sG3 104 -:-- 512 0.5 
17 32.2 IgG2a - 10ª _._ 256 4 
17 33, 6 I¡;G2a - 10

4
-- 64 5 

1742.6 IgG2a - 10
2 
-- 512 l 

1814.5 I¡;Gl - 104 -- ">l,024 21 
1823.14 I¡;Gl - 10

4
-- )1,024 l 

1840. 2 I¡;G3 - 10
1
-- 32 l 

1883.4 IgG2a -
106 __ 

256 3 
lll84. l 7 I¡;Gl - io

6
-- ~ 1,024 1 

Conc, del J..c fluido ascítico no::-mal conteniendo aproxim'-

l!T 
dam6nte 0,1./'¡¡ de inr1uno¡;lobulin&. :por ml 

= !~o tipo 
¡;n = Ho d eterclinado 

~VI, Ceracterizaci6n de L:.Abs directos contrn endotoxi-

nes de Escherichin EE.U ($5), 
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% 
100 

80 

60 

40 

20 

10 

2A, V.b 1692.17 ,; 2B, l.:hb 1733,6 
100 

/ ªº 
60 

4·J 

20 

10 

101 10
2 io 3 104 101 

Concentrtción de los 
LPS (n¡;;/ol) 

llo tienen reactivi
d?d cruzada 

Presentan ret>eti
vid~.d cruzc da 

Los L?3 usedos son: 
E, coli J5 ( •l E, coli 0127:38 (O) 
E, coli Jlll: B4 ( O) E, coli 1:235 ( 4) 
E, coli 055:B5 ( mJ) 3, coli 026:B (A) 
S. oinnesota Re 595, Serratin me.rcescens, Y, en
terocolitica, V, choler&e, K. pneumonir.e y P, a~ 

ruainose, cienao eEt&s bacteri~s negetivas. 

E.!Q!@! 2, Ensayo de competici~n de unión, utilizando w,rias 

concentrr cion~s de endoto>:inr,s. ~l f,nticuer:->0 I:iDn.2_ 

clone..l en el ori[en, es UGhóo e. uno dilución de 

1:10. (A) represente. a los re.Eictivoe rue no tienen 

re•ctividrd cru"r.da con l·.:.hb 1632,17 y (D) re¿recc_!); 

ta los reactivos oue tienen re~ctivid'd cruzada 

con ]{.Ab 1733.6, Los resultados son e>:::iremdios co:no 

;iorciento ce in.~ibici6n de unión, en lr. ~ucencia -

de endotoxina, usando los 1P3 a una concent:-cci6n 

de n¡;/ol (55). 
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nr.cidas, es determinado 9or inyecciones de 25, 5 6 Oj"e del 

anticuer,o monoclonal disuelto en solución saliM, inyectan

do intraperitoneelmente al r~t6n. El control, inyectado en -

otro ratón» esté. formado por solución sali11a si11 r.nticur,rpo. 

Dando cor.io recultnño un 9Si: de protección, lo cual sicnifics 

P < 0.01 (40 1 50), Otro rHultado C.e protección :ntsiva, es el 

o'btcr.itio en rr.toneo inyectados intraperi~onealnente con la 

dofis letal (LD
50

) de Escherichin ~ J5 y Bscherichin ~ 

Olll:B4 1 eproxiLoaúnr.iente 150¡4g y f.dministre.ndo J1ctinooicina 

D 2 ne;. Estos ratones reciben 20 Ln
50

, dende 9 de los anti

cuer:JOS r.\onoclon&les IcG r.rotei;en e. los ::..-:::.tol1es. Los sobrev! 

vientes se recu~eren dpido des?ués ce l::s 24 - 3J h (37' 153, 

5~,59 ), 

6. 2. :?!LI 6 n;,::B:i\IJ..E 

Los anticuer;>os r.ioi:oclonE1les obteni<los frente a ~

~ .!!.fil fimbriadn son: me 20025-Fa'b, me 20025-F2o ( !gG), 

mo 2980-n (I¡¡G), ¡,:Ab 11-2, J,:.Ab 34-3, liAb 73-3, Ub 82-1, 

1'1Ab 91-1, CJ, D5 1 Ell y GlO, y algunos anticuer;ios monoclon_:: 

les de ls claee !t;Jc. Po:::- r.iedio de lUl enseyo de inhibici6n de 

:SLISA, utilizando los anticu<'r?os nonoclonales tE-nto Ce le. 

clase I¡;:G, como los de la clase I¡;J:: para inhibir al pili pu

rificado, I:acherichia ~ fimhrinda.y Escherichia ~no -

fimbriada, los entí¡;:enos son incubados durante l h con el ~ 

ticu;c.rpo JJonoclonal específico, dando cono resul t<.do rue los 

f,nticuer,>os nonoclonnles de la clase IgG, sean ols es;>ecí:fi

cos a unirse al pili purificado y a la Escherichia ~ f im-
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britdn, nue los anticue1·900 monoclonales de le clece I¡;J.:, P! 

ro .11n¿;uno de los 11.Abs se une a Escllerichü .Efil no fimbria

da (18 ,19 ,23 ,67: ,68), 

La determinepi6n de le recctivided cruzada ~ntre el Pi 
li lleteróceno y el ¡iili homol6¡;o, se nace ;:ior nedio de un mi 
todo de 3LISA, dr.ndo como reou1tedo nue el anticuerpo mono

clMnl l.'J1b 11-2 reaccinna con el pili hol!l6logo, y los l'J.b 

34-3 y J,'.Jib 73-3 reeccionan con el pili l1e'te!"65e.io; y los a.~

ticuer,ios monoclonnles 82-1 y L:Ab 91-l presentan re.r.ctivided 

cruzada con el pili cel tipo l y el pili ?, Por medio de en

sayos de in.'1lm~blot, los f1nticuer9os oonoolon~les ri;r.ccion~.n 

con el pili intacto marce.do con r125, y ouestrf. 2 polipepti

dos de 1.tn per.o moleculF.r de 15 170:> y 19,3)0 y dos subunide.

des de 15. 7 ;· 17. 8 K {Fig, 3). Donde el l.'J.b 34-3 (Ruta l) 

ree.cciona con le subunidad 15,7 JC, el !::Ah 11-2 (Ruta 2) rea.s_ 

cion?. con la subunid~d 19, 3 K y el l.!Ab 81-1 (Ruta 3) reecci2. 

ne oolo con polimeros de los restoo de subunidrdes fimbria

les, Por medio de RI? se comprueba ~uc el antisuero poliva

lente oomo el enticu~rpo moMclonal reconocen ln misma ool~

cula proteínica (Fi¡¡. 4) (19,23" ,63,66,81), 

Las subunidEdes fimbriales se;iaré.f.as ::ior .,·;eEtern blot, 

son puestl!s a reaccionar con ce.dn anticuer~o monoclonal es:;i2_ 

ci:fico y con el r<ntisuero polivalente, dando cor.io resultcdo 

oue el nntisuero polivalente reaccione tanto con ae;ro¡;>·.dos -

:fimbriales como en subunidedes, )' los anticuerpos oonoclona

les solo reconocen al pili, :?ero e.l reducir lt<s suhmidr.des 

con ~ -mercapto etanol, los JIJ,bs 03 y GlO rAzccionan con la 

sub:midad reducida y :>o reducida, y cuP.ndo las subunide.des -



Restos de aubun,:h 

ñ~des f imbrialee 

Su'bunid&des 

:fir.i'brialea 

19,3 K 

Rutes l 2 3 

~ 3, bnálisis irununoblot de Bscherichiu ~ 6260, don

de las subunidad6s fir.ibriales son incubr,dRs con -

los anticuerpos r.;onoclonales: !.!Ab 34-3 (Rute. l), 

KAb 11-2 (Ruta 2) y h:J..b 81-l (Ruta 3) (29), 
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firnbriales son r.sociadns y reasociadas, la uni6n con los an

ticu&rpos monoclonnles se ve afectada, debido e oue el entí

.:;eno no es corJ¡ilet&r.iente i.:;ual el iimbrial original (16 119,-

63,69), 

Los resul tadon obtenidos de los enseyos de hema¡;lutin!:_ 

ci6n, de los ensayos HI y a¡;lutinaci6n, cor.1¡>rueban oue los -

ariticue:-pos c1onoclonnles obtenidos son es~n:cíficos :ie.rc. ~ 

cherichia ~ firnbriada, los cunles q;lutinan los eri troci

tos hur.ianos del tipo O; y por oedio de lr. coa¡;ulr.ci6n, estos 

enticue>rl)OS rnonoclonBles reconocen al ;>ili de le.a clom:s ho

n6lor,as (18,29,63,59 181). 

La pro?iedad antiadherente ñe los enticuer~os monoclo

nales es ensnyade J.!l vitro e l!l situ, utilizr.nc1o cflulns ep,! 

teliales y Yejit;&s urinarias, Donde la medici6n ce unión de 

Ee:cheric!Jia E.2ll fiobriñda a c~lulrcs S?itelir.les e~.tá antre 

54 ± 23 ;ior celula epitelial en ln ausencia C.e azúcflr, 12 :!: 
14 en la :>resencia de c:><:-metil-D-menosidf.sa y de 54 :!: 24 

en la presencia de H-ecetil calr-ctosa:ninc., donde o(-r.:etil-!l

oe.nodclr se reduce la asocic.ci6n de Be:cherichia E.2ll fir.ibrie.

dn e!l la ~.uperficie oucosa de la vejica e:1 un 83:;, Estos re

stll t::-.C!on indican ~ue D-0Enosr1 es ln unión &s;iecíficc. de las 

célnl~.n de Escherichie E.2ll fimbrinda a lfa c~1ulrs e."iteli.=, 

les y a la fiU)>erficie mucoaa de la veji¡;n (44 166), J.lor oedio 

del nicrosco,.,io electr6nico, se observa lF. uni6n ¡iili-e.nti

cuer:io r10!1oclon"-l, ¡>P.ra lo cuel el pnticuerJJO monoclonal es 

diluido l: lJO e incub!i.do con 5 )'-6 de ;iili UFJ../I. Dono.e la 

e.dhesi6n del a:1ticuer;10 se obHrva a lo ler&o óel orcenelo -

fimbrü.e (:?ig. 5) (f>\l ,61). 
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Rutes a b 

FIGURA 4. RI? de fimuriae con 
eñti'Cüer·ios f:lonoclon?.les Rnti 
fimbri~l. La bacterif- CSH5·J : 
crece en leucina, es soluuili 
zada en buffer de ñeterg&nte
e inrnunoprecil)itr.C.a con el 
euero ¡,,ntii'imtric,l de conejo 
(Ruta a), 6 nnticuerpo mono
clonal obtenido de un rat6n -
(Ruta b) (2.3). 

A 

ll 
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i'IGUiU1 5. Observación del 
pili CFA/I, en el microsco
pio electrónico antes y des
~uGs de la ~dici6n cel anti
;uerpo monoclo1wl,. ?.uta (A) 
Intacto pili Ci'il/I sin anti
cuerpo. (B) pili CFA/I unido 
con el anticuer;io monoclonal 
(81:). 



La protecci6n obtenida en rntas de 5 dias de nacidas, 

irununi2ades con anticuer?OS monoclonales Enti-~ili e infect! 

d«s con Eschr.richia coli fimbriede, fué del 79;; (29 181). 

6. 3, PiWT3IHAS 

6.3.l ?ROT3IHA recA 

De 9 clonas aue producen I¡;G, 6 t:iuestrnn uni6n es,ec!

fica con la prote-ínn recA, comprobe.dtis ree:die.11te en~u~·os dt -

inrfiunoblot. Estos anticuerpos son purific~dos por cro~atogr~ 

fía, los cuales no :ire~enten activifwd de .hT?nsn 6 ·endonucle,!! 

sa, Las propiedades físicas del ;iurificedo c.nti-reci\ Gon re

su~idns en la tabla VII (53), 

./,.J/TICUE3?0 ro::ocLO~IAL SUbCLASI:S GRU?O l .AS11 LOL!:GULAR 
Ce.Cena Cndena 
nesr.oda li1'ere. 

(PJ,;) 
.1,.ru,; 132 Gl I 53 27 

J,.R!,1 191 Gl IV 51 28 

J¡RJ,; 193 G2b III 57 27 

.~aJ,¡ 321 Gl II 53 26 

AR?~ 414 G2b II 54 26 

~ VII. Pro9iedades de los e.nticuerl)os ;uonoclon~les e.nti

recA ( 53). 

Los 5 nnticuer¡Jos rJonoclonales anti-recA rrn.t0rtrnn efe~ 

~os sobre lr,s 3 e.ctivid&des de lr< proteína reclq ssD::t.-J.T?a

sc, en la forr-eci6n de D-hélice y en la ectivid?.d de la do

ble hélice de m;1.-.~T?e.sa ( shJ;·rA-J.T?asa), clonñe eEtos 5 e..1ti

cuer)los conoclonales de I¡;;G son cle.~ificedos en 4 crupos: 
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grU?O 'I, dende una I¡;G inhibe lif,eranente a at:ibas activida

des, esDHl,-hT?asa y sbD:U.-f,TPasa, el ¡;rupo II, inhibe con¡il~ 

tc.t>cnte las 3 activiclr..des de la ¡iroteinn recA (AR!.'. 3<1 y J.RM 

414); &ru"o III, J.R!.'. 193 inhibe sola::ienh la rctividnd shD:·:! 

-ATl'asa y el ;::r11po IV, f.onde el anticuerpo l.R!i. 191 inhibe la 

forne.ción de D-hélice >' la actividRd shD!li.-J.TPasa. Bstn cla

sificación de los anticaer;ios anti-rech su¡;iGrer1 r,ue las Ic;G 

obterliñt!S, inhiben espec:!ficF~me11te uno 6 m~s centros e.ctivos 

de la ]roteina (53). 

Debiño n nue la ?roteinn traTp aun:enta la reeistenciR 

bact&riana, se obtuvieron 2 anticuer,ios oonoclonriles anti

TraT ro u e son: !.!o414-B9 y lr:o759-68, i:obos son de lr. clase I¡;G, 

los cu&lés son utili~ados pora detectf.r la presencia de la -

proteína TreT en 4JJ r.iueot:ras de Escherichia s.ill• aislad&s 

de ,acientes hospito.lizf.dos, 385; i'ut:ron obteniüF~S de mu6e

tres fecnlen, 56~ en se9sie.s y un 51% del tracto urinario, y 

en niños can di arree se obtuvo un 7 3); ti.e la ~re:se11cin de tr!:_ 

T!). Las Escherichia coli c&::isulnres presento.n un r.r~.n :>orcE:,:: 

t&je (66 " 85jb) de tre'.i.'p, jlor lo oue la ;:iroteina Tro~ es UJl 

fr.ctor virulento de Eschericbie. E.ill capsular, Por t>edio de 

ans,-yoo 1: e inmunoblot, se determin6 la sensi"oilidr.d de los -

anticuernoo non:>clonnhs J'.o414-S9 y J.:0759-68, utilize.11dolos 

a una t'iiluci6n c!e l:lJ3, detectandose la protdna tra'l'p a -

una dilución de 107 de la bacteria, y por medio de BLISA se 

detecta traTp a una diluci6n de 5 X io5 de la bacteria ( ·s- ). 
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6,3,3 ??.OT::!IJIJ.~ RIBOSOJ.!J,LES L7/Ll2 y 12, 

Para la proteína L7/Ll2, ahy dos anticuerpos monoclon! 

les "Ue reaccionen, en distintos determinantes ont'ir.~nicos. 

El ¡:>rioero J.c-HTF reacciona en la porción del 1:-terr:iinr:l de 

lr.: :1roteína, y el oe¡;u!ldo J.c-CTF reconoce l<. r•orci6n del C

t~r:iin~l Ge le proteína 17/112. Los nnticu~r~os nonoclonales 

son dic,r:riC.os con po.pe.:!.nc y los frE:pnentos ?r:.b resul tE:nt(.IS 

eo!l ?Urifice.doe en un& collllllna Ce cror.iütoc;rt:.fí:: ::·!::~.;..; celulo

sa, baje.n¿o el pM del buffer de eluci6n e 3,J, Ee óetecte. la 

;iresencia de ln porción !'c y :'r:b de lE:.s l:lOHcnl«s Ic,•}, Los 2 

e..nt.icuer}OS nonoclonE-l&s recccionan con el rilios':'wt:. intacto 

(70S), ~ero el enticur:rpos .i·.c-C~? es r.1~s re.r..ctivo, ~~& r.ue 

ree.cciona con la subun!.dnd 5J S, pe::-o :Jor I.1~d:.o del ~::.nllisis 

innuno'blot, nint:lin F:.nticutr110 monoclonr.l (.Lc-~:T? y ;1c-V'.i1P) 

reacciono con la oubunidad JJ • (3,?J), 

~n &l ca E o Ce la ;Jrot~í:1a L2, hé1J.' C.os r.nticu~r¿os n;on.2. 

cl,nües (,'.c5-136 y LclS?-272), los cuttles inhiben la nínte

~is de =10li~enilr:_laninc., 3sto. ir..hil.iicirSn en :,;ifs fuerte cuan

do la cu'L..:.nidz.d 5JS 6 7JO, es incu"::ed: 0011 un e;.:ceso molE.r 

r.e cue.l..,ui&r enticut•r:Jo oonoclonE..l, re,.,ue~iendo un t:::ce::;o M.2, 

12.r de J para ceusP.r com¿let& inhibición (56), Con un E::}:Ce~o 

ool"r <".e 4 ce ve inhibida lE rasociaci6n de lr:s subunid1:des 

ribosoc~les, esto es en el caso del enticufrp~ ic5-136 y un 

exceso :nolar de 9 para el enticuer;io .;cl37-272, pero r.:i ten! 

mos une. !:'.l tr:. concentrfución de J.:c;2+ no ze ve (".iectr C:r: ln ~e:a-
sociaci6!l c'!e le.s subun:!.dades, el i.J.b ..\c5-136 no tiene efecto 

sobre el ribonor.ia 7:JS :i. cu&louür concent::-1.ci6n ce J.:,;2+ (10 
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ó 15 ml"), pero el anticuerpo Acl87-272 causa disociación de 

70S sólo a una concentración de 10 1:1J.l de l.:¡;2+, El efecto de 

los a:iticuer!,)os r.ionoclonalea sobre l~ activicr:d ne pe,otidil

trr::is:i'er".ca, es de 3 - 4 oolar del ~.nticuerpo oonoclonol 

6,4, 3JIZUJ.::; 

!)e 6 nnticuer;ios z.10r.oclont-.lEs obt&:JiloE, ::ola el th.b lil 

( I¡;G) inhite la sctiviñéd c!e la enoioa, !Je este e.nticuerpo -

nonoclor.j.;,>.l otten¡;t1os los fracuentos Fab, los cul1.le:s inhib&n 

la m:ide.ci6n de ln enzitm, clonc'!e el Enticuer.!.JO E:S diva.lente, 

ya 0 ue ae une a los dos subunid:odes dentro de la oxide.ción -

tetranérica, El co::i;olejo !.:hb lI.1-piruvnto oxidase preci¡:ii ta 

con ;>ansorbin, lo eual indicn rue el a.ni icué-r~10 r::s e:l único 

,,ue ~e u.ne a la enzima. en solución ( ·; ) • Este anticuer:10 IJo

noclonal 1!1, es un potu1te inhibiC:or de les í'or:ms inacti

vas y fo:-11~ s lipídicas Rctivr:s rle la &nzioe., ¿ero no de la 

forna :1rotef.sa de la enzizr1F., ya f!Ue la uni6n dr:l cnticuer~'º 

y la actividnd de ln enzica son conpati~les, esto se debe a 

~ue el epito}e reconocido por el üib lil no es directacente 

el oitio activo de ln enz.ica, ya oue los efectos de unión -

del anticur:r~o ~on depenGient~s ael estado conform~cional de 

la enr.ir.ia ( :3.). 
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6,4,2 :UIA ?OLU:!':AASA 

Los anticuerpos monoclonales producidos son de l!> cla

se IgG, usados par~ inhitir ciertos sitios de la transcripc~ 

6n, ya sea en la uni6n de RNA polimerasa a ;i:rA 6 después del 

inicio de la síntesis de mu .. I:sta inl1ibición i!ldica ntie los 

anticu<,r.pos oonoclonales afoctan el estado ce transcripción 

(11,57,64), Pera detectar los deter;r.inanten r.nti.:;énicos de -

l~s subu..~idedes Ge RJ:A policerasa, se separan en una cel Ge 

acetato de celulosa y luego son transferiñas a pa,oel de ni

trocelulosa, obtenieni!oe.e dos subunidades ~ y ~ 1 
, lE.s cua

les son nuestas a re~.cción con los E:.'lticuerpos :r.onoclonales 

anti- ~ y anti- (O' , la unión resultan te t::focta la s:!.nt e sis 

de Rl!A (64), 

6. 4. 3 GLUTJ.J.lI!Vil :; IHT3~;1~A 

Los anticuerpos oonoclonales producito~ ¡iara diferen

ciar les conformaciones de glutfmine sintetua son: l'.l-76-1 

{J¡;l.'.), 48-76-1 (I¡;G), 68-2-1 (I¡;G), 57-142-2 (I¡;G}, 72-104-1 

{IgG}, 68-3-2 (IgG) y 57-8-1 (IgG), los cuales son caracte

rizados de acuerdo e lR unión específica y efectos ~ue ejer

cen sobre la actividad de e;luta:nina sintetasa. Doe de eotos 

anticucr1>os (10-76-1 y 48-76-1), se unen solo n l"- :orr1a rno

nonfrice ele la enzima, y loE anticuerpos 57-142-2 y 63-3-2, 

se unen a la forma dodecn~érica de la enzi~e y el resto Ce 

los anticuerpos, se unen a a:JbE..s fo::::ins de la enr..i::ie. (12). 

Esta unión eo detern.inade a una baja concentración del r.nti-
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cue1·:io monoclonul, dF-ndo un prcci:Ji t::do insoluble, pe::-o cua.!! 

do nll!:entcmos ln concentrrci6n del a.'1ticuer~io, el cou;ilejo -

inmune insoluble Ee conviF:rte en coluble, lo cual V.8.ria en -

el efecto c'iel anticuerpo :::o.1oclonal hacie le. enzir:rn, ?or e

jer.iplo, una baj& conc..,ntr' ci6n del e.nticue::-¡io 63-2-1 estfou

lr, lr.s scti\·iáéiles de 1.:n2+ de)endientes <ic GS~. 2 y GS~l. 5 Y 

1:. e.ctivid~d C:.e J.:&
2+ de:H::11·.iente de GS~. 2 ; sin e::¡barco, este. 

er:ti~'1Ul~.ci6n re ve nfectacla po:r un exceso Ce ai:ticuer)o non~ 

clonnl. Ade:..:if.s, el E.nticu~r~o 68-3-2, inhibe ln nctivid[d ae 

t:.e2+ r'le;ien<liente de G-S~l. 
5

, en un 33 y 63~'~ res;.,c;ctivc:::ente, 

:>ero no E::f~cta la E-ctividr:d de 1.:n
2
+ c'.ie)endiente Ce GS~ 12 • 

Sin embarco, la forrJ&ci6n de los cor.iplejo::; inount::s Eolubles 

en lC'. pre:~encia de un ü:>:ceso C.el 2.!lticuerpo 68-3-2 no ufectn. 

a les 3 actividl-des de la enzi1~a. El com¡Jlejo rezul tente an

ticue:-:po-::;lutaoini:=. sintete.sa, preEE:nta dif&rentes activida

des de~ -clutr..mil trF:.ns:fér~sr., ·ñonC.e e:;th r..:ctividui esta in

fluencieda :ior el estado ele r:üenil2.ci6n y ele catión div&le:n

te de la oMir.ta (l~). 

6. 4, 4 DHA :!>G1Ii .. 3l{.;~A 

Se obtuvif;ron 3 anticucr?os oonoclonoles director. con

tra la subun!cli,d o< del ICA polimer2.sa III haloenzi!la de ~

che:!:·ichia coli, eztos a:nicu~r ...JOS ~on de la clr.se It;l.:. Por 

nedio de encayos de iru:iunoprecipitéci6n (Fi¡;. 6), se co:npru! 

ba el &fe:cto de e:stoe. anticuer¡1oc 1:ionoclonElec, inhibienrlo -

la :c·i;ivided catalític~ de lo. hc.loenzim~, la cur.l es tre.tE.de. 

con r125 , un ei:ceeo de 33.; (?.uta A), y con urea 6 L!, destru-
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RUTAS: 3 e D 

~ 6, Int:Junoprecipi taci6n de le. eubu:lidi:d o(, de la holoe.!! 

zima de Dllh poliroerese, la cual es t::-atadr.. con los 

J.l.Abs, cediante ensu~ros de inmwtopreci:pitf.ci6n. Ru

ta J¡, el DllA polimercsa es mnrc~do con r125 y u..'l -

er.ceno de ESA (3)'1), Ruta B, l~ holoen~ima es tr! 

teda con mielor.ie IGl.I (lmg/r.il), Ruta e, holoM::;ime. 

tratada con anti-o( I¡;lc (652~c/ml), Hute.s D y E, 

la holoenzüm es tr&tada con nnti- \-' y IgG ( 3, 8 y 

10 mc/nl, respectiv"mente), Ruta ;' y G, la holoen

zina. es tratada con e.nti- \-' IgG y enti- o¿ I[;l.:, re.!!. 

11ectivamente (e:~). 
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:,
1 endo esí ln estructura de la heloenzimr.., y es :-iuenta n ref:.~ 

cionr,r con el anticuerpo monoclonal anti-<>< ( Ic;l:) donde le 

subunidnd <>( preci;ii ta (Ruta e), utilizando Igl: coM control 

(Ruta D). Ln sutunidf.d ó'de la hCllornzir.m com;mrte un det"r

ninunte antic6nico co!"J la f:Ubunidr.d o(, 1~ cu~l es rt:conoci

de :ior el a:1ticuer~o monoclonal en coluci6n, :ri~ro no por el 

método ce :>~:Jel le nitrocelulosn. En ln ruta D y E, lP. halo~ 

ziua ce trr. tuli:. coi1 cnti- (!> o' se utiliza le subunidr.c ~ ce -

lil haloenziJJe. co1"0 control. Cu~ndo se omito el tntrcni&:lto -

de la holoe:nzirna con uren (Hutr.:.s F y G), se co::iprueb~ rue el 

anticuerpo ~u e de SEr útil en estudi '"IS de in.,o;:uno~reci:1i tnci-Sn 

en la !)resencia 6 ausencif1. de nustancir.s ('IUC destruyan le el! 

tructure r:e la haloenzir.:ia, donde loe r~nticu&rpos 1nonoclo.r..t.

les I¡;M son es.oecíficos pp.ra ;ireci;iitar la subuniatd <><de le. 

holoe:1zi1'la (82), 

La determin&ci6n ce 1•1 sU:l¡unided P< en extr:.ctos cr~

ños y en l" forma ~ur~ de la holoenzimc, ce h~ce utilizP.néio 

tin !'l~todo üe in1:1un0Llot, ¿onde se co1:1;irueba cue la Eubunidad 

o<: tiene el r;ismo pe"o rJOlfcul~r en ar;,bas formr.s (fü!). 

Se obtienen 5 anticuerpos mor.oclone.lec contra la subu

niarñ Bl y 3 contra ln 8Ubunid"d B2 del ribo:mcleotiao redU.!:, 

tasa. Tolos los nnticuerpos son de la cl&se IgG, los cuales 

:iresentan una al ta afinid<.d J.Jor el <.ntí.:;eno y una constante 

de dicocir:ci6n ·en el re.neo nano1~oler. Cuatro de los c.nti-Bl 

y todos los anti-R2, neutralizan la actividad ~eductasa de -
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la en~ir:H:, Los f::-agmentos Feb, o"ote.1icJoo de 3 c.nticuer~os lJE_ 

noclonal~s ~nti-Bl, tienen similar conettnts de dieoci~ci6n 

( ~'), Los anti-El se unen e epi to;ies se;i•rc.dos de lo. subuni

ded Bl, ". por medip de lu inhibición de le oxidcc'ión de 

l!A!ll'H, ;iuede c:,lcuh.rse lo ce.ntiónd de El inhibi¿" por el t.,!! 

ticuer;:io. Lo cé.ntidr~d de c.nti-El reruerida )8.!'a neutrc..lizc.r 

un 1 r.JB ñe Bl es de 2 - 3 wg, esta unión no de_H,nde de nin

c!n est~do alostlirico de EL Loo result&dos de E2 son simil~ 

re:n a Bl. Todos loo e.nticuer~Joe ruo1.1.oclom.lt:~ neutrnlir.e..n a 

lc.s dos subunifü:des, presr:nt~ndos.e este e:·ecto zotre la e.et.!, 

vid::.d Ge lr. enzil:ln, ya rue le (¡Ctiviór:C. de riliom.~cleiotido r! 

ductc.sB de_lende el.el coci;ilejo Bl-32 ( 2'), 

Loo r.nticuer;>os m:>noclo.::~les ( IcG) :n·oduciC.o::, f.:on tc

:>&cíí'icos :Jara l~ he!nolisinl! 1J7,00J dz.lton, la cunl eo C.ez! 

rrollr::.do ;10r el dr;:terr.~in11nt e h&::~olítico de :S::;cherichic: .<:E..!!• 
Estl's herJolioin&s son aisla.des de 35 Esclwrichif,s EE.,!! hemo

liticns y de otros r..iembros hemoUticos de la f¡,iülia ~ 

becterif'.cée. de origen clínico, lt1f.i cuali;s ,pre~entr~n {J-hemo

lisis y oon :-iuestao a rer.ccionc.r con 103 anticuer!10s r.ionocl.Q_ 

nc.les IgG f.lOstrnndo esp&cí:f'icidr.d por lr.s hé;;,¡olir.in::.=., de ~

cherichia EE.,!! ( 49). 

Se obtienen 4 anticuer;ins ::ionoclon;lGo contrr.; 111 subu-
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nidad del citocro::io d ter:ninal oi:idns, los cunlee presentan 

la Bi(;"Uiente nfinidcd de u.ni6n: J.414-5 :> B20-5 > :53-3 7 _ 

Al6-l, ?or riedio de ensnyos de inmunoblot, :oe :.iuestrr: oue los 

anticuer.ios raonoclonoleo directos contrn la oubunidrd I, in

hiben le O}:idC\ci6n Ce Ubinuinol-1, oientras ('!Ue los ttnticue_;: 

:ios rmnoclonE>lE-o nnidon a la subunidt.d II del citocro!.10 1 in

hiben la o;-.idcci6n ae TI:?:n (ll,H,ll' ,H'-tetrcnetil-p-fenile11-

dia11in?.), pero no é.í'ectan " ln a:r.idaci6n del nuinol, De esto 

se conclu:-i·e ~u& el sitio Ce oxic1aci6n Gel C"Uinol est~ en la 

~ubu~idr <1 I ¡• la oxidc.ci6n de Tl!i?D cota ea lr. eul;unic!rd II 

del citocroao d ter~insl oxidasn (~6). 

Ocho l1ibrióorn~s :)rociucen anticut:rpos nionoclone.leo unt!, 

-LTh' donde las unione:s es?e:cíi'U!t>.s e.e estos 2nticuer)os pr.Q. 

duciño::!, e:r:.t&n dc:ti:r:-!inadF:s por e:n$r:yor. de \ie~t&rn blot y r!:, 

dio inr.uno enrnyos. Dos de los ar.ticuer,1os (C:e las clonf.s 

5P3 y 11'.':8) prcsent<.n rer.cci6n cru::adr. con C'.l', el resto de -

lon enticuc:::.~·Jos rJonoclonf..les son er.,ecíficos _?ere los deter-

1ii!'!C'.11tf:S r.nti~:lnicos Oe LTh ~ue no H~tt\n _;>re::f.ntei.: en lFi. to

xina CT. El ~nticuer.,o r.io:10clont.l p::.~ac:uciC.o :jor 18. clona 706 

ee ec_:"Jecifico p::-.r~~ un e:pi to:_Je "Ue ~str: en L'.i'h-.3' el cue.1 no 

e et~ ea 1Th 6 en CT, ;iero 4 de los anticuer!)on no11oclonnl~s 

r&etccionan con L'i'1th 6 LTh-:.:, ~ero no con lé:B cu'tnnidoCes A 

y 3 óe lr:. ente!~otoxinf:. ter:::iol~bil, por lo oue eEtos ~nticue!_ 

:.,o~i nonoc:lom:·.lAs anti-LTh son es,:-iecificos ;iar~ LTh, nGutral1, 

zando la r~ctiviüc~d Ce le:. Entr:1~otoxinH tf:rnol~.bil (:4 ,51). 
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Los anticuerpos r.ionoclone.les :1roducitlos contra la ent! 

rotoxinCl termoest~ble (STa), fueron detectadoe por ELI3A, u

sando 5.J·) ne; de Escherichia ~ terrnoestr,ble (S'~a), mostra_!! 

do su activid<>d ·neµtre.li~ante a una diluci6n de l: 500,0JO. 

He.ciendo unr:. comparr.ci6Jl de unión, utilizsndo lP-s toxines 

STa, CT, LT y la e:nt~rotoxina B de Ste.7JhYlococcus ~' :Je 

oom):rob6 oue los anticuerpos aonoclon~les !1eutr~.lizan sola

!Jente a. ln P-nter-oto>cin' ter::.oestüle (STn) (7 ,31,74). 

Existe otra '.1roducci6n de anticuer;ios conoclone.le:n ºº.!! 
tra lr.s verotoxinas de Escherichia ~ 6 Shil!ella dvsente

riae I toxina ( Shic;a 6 SLT), dc.ndo cor.io nsul ta do los si

¡;uient6s anticuer;ios monoclonf.les: l.!l.b 16~6, J.:J.b 13C4, l<J.b 

19G8, los cuales son de la cl1:se I¡;G. Estos anticuerpoG c:o·n.2. 

clona.les neutrclizan las 3 activid~des de la toxina SLT; ci

to>:icidr.d, letalidad y entnoto::ic;enicidhd, :irincipales fac

tores ~ator,énicos en le.s enferoedades diarreicas (7~). 
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CAPITULO VII 

e o N e L u s I o N E s 

La producci6n de anticuer}os monoclonales, para los d.!_ 

i'erenteo determimmtea antigénicoo de Escherichia coli, son 

desarrollados debido a aue estos cnticuerpos son a¡;entes :;io

clero•ioo oue den infor:nc.ci6n muy específica del determino.nte 

antieénico r~conocido, Esté especificidad del anticuerpo mo

noclonal, es <leter:.dnada mediante t~cnicas de r,¡;lutinsci6n, 

?reci:;>itaci6n, iru>v.no histo~uimicas y otras técnicas especi

ficas, Pero debido al alto costo de realización y al equipo 

complejo usado, algunas tfcnicas no son posibles de llevar a 

cabo en los laboratorios, por lo oue se concluye, que en la 

actualidad la técnica m~s usada para ciertas pruebas clíni

cas del laboratorio, es la técnica ELISA, la cual da especi

ficidad y sensibilid&d de deteminaci6n, dando precisi6n y -

e:r.eotitud, pe.re asegurar la interprete.ci6n correcta de cada 

anticuerpo monoclonal. 

Dadas las carecterísticEs de cada uno de los anticuer

pos monoclonales especííi~os para cada uno de los deter:ninaE 

ten anticénicos de Escherichia E.2.!.!• estos anticuerpos mono

clonaleo pueden tener en un íuturo una amplia aplicaci6n en 

el estudio áe los diferentes detenoinantes ai1ti6énicos de 

Escherichia ~. y para la determinación del dia6nóstico y 

tratamiento de las enfe~medades producidas por Escherichia -

~· 
Escheríchia ~ es la causante de más del 751' de las 

infecciones de las vías urinnrias, incluyen:io cistitis, pie-
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litis, pieloneíritis, bacteremia, septicemia y meningitis. A 

causa de la rápida deshidratación y la correspondiente eleY.!: 

da mortaliñad, es indispensable hacer rápido el diagn6stico 

del padecimiento Y.dar tratamiento con el nnticicrobiano aü~ 

cuado, pudiendose presentar resistencia a estos nntimicrobi.!: 

nos. ~s por ésta razón, nue l~ inmunización pasiva con anti

suero, 6 auizas con anticuerpos monoclon~les, sea una r,ran -

al terna ti ve contra un amplio esuectro de oi'¡;Misc1os Gram ne

gativos. 
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