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INTRODUCCION

Por lo pgeneral para acreditar a un determipado
microorganismo comc ¢l causante de una enfermedad, se requlere
de alslarlo y efectuar su secuencial identificeacidn a través de
varios subcultives, lo cual retrase el diagnbstico correspon-
dlente; sln embargo, con el empleo de los antlcuerpos monoclo-
nales basta partlir del primoalslamiento y en ocaslones directa-
mente de la mueatra con lo que se ahorpa tlempo y se Incremen-—
tan las posibilidades de que el paclente se recupere,

Para recurrir al uso de anticuerpos monoclonales como
método dlagnbstico se requlere conocer la estructura antigénica
de los microorganismos alslados mhs frecuentemente ya que es
posible produclr un antlcuerpo monoclonal dirigido 4 una macro-
molécula propla del microorganismo en estudio para demostrar su
existencin.

De lo anterior se deduce que los antlcuerpos monoclo-
nales dagcritos en el presente trabajo son sumamente especifi-
cos y permiten ldentificar a los mlcroorganlsmos con una alta
con{labilidad, ahorrando tiempo, recursos humanos y econdmicos,
aungue todavia se considera que la produccibdn de anticuerpos
monoclonales es costosa y requlere de mAs Investigasibn para

elevar alin mAs su exactitud y precisifdn.



OBJETIVOS

- Bvaluasr el empleo de los anticuerpos monoclonales
como herramienta dlagnbstica, con base en el anflisls de la
literatura mls relevante.

- Analizar y destacar las ventajas y desventajas de
las distintas metodologiss que incluyen el empleo de los anti-

cuerpos monoclonales,
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CAPITULO I

BREVE RESEfIA HISTORICA

A través de la historla, una de las neceslidades més
apremiantes del género humano ha sido 1la ide controlar las
enfermedades, Para hacerlo, se requleren metodologias cada
vez mAs preclsas que faclliten el dlagnbstico.

Exiate una cooperacibn entre diversas disciplinas
como: la Microblologia, la Inmunologia, la Bloguimica, 1la
Medicina, la Zoologia y la Patologia (5), pero una de las
fireas mhs socorridas en 21 estudlo clinico es la Mlcrobiolo-
gia, es decir, la clencie encargsda de estudiar organismos tan
pequedos que no pueden observarse & simple vista, nl con lupa,
y Qque actuslmente cuenta con diversas formas de dlagnbstico,
entre laz cuales se encuentran las que C€ONOCEmos COMO ensayos
inmunolbglcos (5,22). Es por esto gque el objetivo fundamental
de este traba)o, es el de dar a conocer los estudlos realiza-
dos con Jdlferentes microorganismos patbgenos empleando anti-
cuerpos monoclonales.

Psor ensayo inmunolbglco se entlende agu€l en el cual
un antigeno 1nteracciona con su respectivo anticuerpo, reac-— .
cibn que ademhs puede ser evaluada de distinte forma; por
ejemplo con algOn revelador (5).

Desde [filnales del 3siglo XIX se establecleron 1los
primeros ensayos inmunolbglcos para dlagnbstico mlcroblold-
glco.

La primera reaccibn antigeno-anticuerpo con fines



dlagnbsticos fue la reaccifn de aglutinacidn bacteriana pro-
puesta por Max Griber y Herbert Durham (5). Desde entonces
nan surgido otras técnicas que hasta la fecha se usan con fl-
nes de dlagnbstico. 4 ello se debe que actualmente hays phne-
les completos de exBmenes inmunolbgicos para diferenciar entre
unos y otros agentes causales de enfermedades, Por ejemplo,
pare dlagnostlcar enteropatbgenos tales como Saslmonella typhi,
& partir del primoalsliamlento se realizan pruebas bloquimicas,
inmunolbgicas (pruebas de aglutinaclbn), enzinkticas, etc,
ademfs de que, alin sln el primoalslamlento, se puede aglutinar
con el suero del paclente y un antigeno preparado previamente,
prueba a la cual se le conoce como prueba de Widal.

hsl, se puede afirmar que al incrementar la espe-
cificidad de las técnicas de diagnbstico, se 4incrementa tam-
bién la confliabilidad en metodologias y consecuentemsnte en el
diagnbastico del agente o agentes causales de un padecimiento.
Por lo tanto, se considera vital incrementar la especlificildad
en las t&cnlcas de diagnbstico.

Asimlsmo, se debe tomar en cuenta que en un género
cualesgulera, exilsten especles patbgenas y no patbgenas, y se
podria dar lugar a confuslones 35! se usan metodologias conven-
cionales para el diagnbstico de una especle patédgena entre va-
rias no patbgenas (7,22). 31, por otrs lado, se considera que
los anticuerpos monoclonales incrementan contundentemente la
especificldad de las reacclones en las gue estfin involucrados,

esto los convierte en una herramienta muy Otll para demostrar



la presencia de un aentigeno evitando las confusiones origina-
das por metodologias convenclonales como t&ecnléas de agluti-
naciébn, de precipltacidn, etec (80). Los anticuerpos mono-

¢lonales se dirlgen a proteinas, a polisachridos o, en ge-

neral, a macromoléculas exclusivas de las especies patbgenas

(5, 80). El problema de lz antigenicidad ecruzada que es como
se conoce a esas reacclones entre antigenos compartidos, pre-
valece cuando la macromol&cula a la que eatf dirigida la linea
celular de diagnbstico estf presente en todo un género o en
m&s géneros.

En un modesto empefic por hacer .una:breve. resefia pa:'a'
ublcarnos -en la historla de la inmunoclogia y la evolucibdn de
metodologias y clencilas que ayudan para un mejor desempefio del
&rea clinica, se puede sehalar que:

La Inmunologia como clencla en evoluclbn tiene sble
150 atos, durante este tlempo y Junto a las clencias mls inti-
mamente relaclonadas con ella, se ha desarrollado gradual y
desigualmente; en consecuesncla, su erluci&n se ha hecho pa-
tente en tan s6lo el fltimo siglo (5).

4si, se puede declr que el primer concepto de 1a .
Inmunologia que surgid fue el de la inmunidad, Cabe seBalar
ademfis, que en sus albores, la Inmunologia se dedlicaba casl
Vexclu:rarivamente a prevenir enfermedades Infecclosas por vacuna-
¢ién e inmunlzacibn (5,51)., En la década de los 80, Inmuno-
logia e inmunidad eran sinbnimos, lo cual ya no eas aceptable.

Aetualmente sabemos que la inmunidad eat& relacionada con la



salud y la Inmunolegfa a estudiar conceptos y mecanismos rela-~
cionados con el tema, mismos que guardan una intima relacibn
con disciplinas como Virologia, fienftica, Inmunoquimica, Sero-
.logia, etc.(5,22).

Alin cuando cada une de ellas es un tema apasionante,
el que se tratarf es el de la Serologia, que eatudlia los compo
nentes humorales del cuerpo humano, Zn este campo, la primera
reacclbn seroldgics descrita fue la aglutinacién bacteriana,
que consiste en que las bacterias forman clmulos por scc¢ibn de
sueros inmunes especificos, opriginalmente descrito por Srilber
v Durham en 1896, En ella gse demuestra, entre muchas otras
acclones, que el <vibridn del cdlera se aglutina con suero
anticbdlera, y que el bacilo de la tifoldea se aglutina con el
suaro contra la tifotdea, pero no viceversa (5,22,28,91).

£l mismoe afo, Widal describid la prueba de aglutl-
nacibn como auxiliar diagnbstico para la flebre tifcildea (5),

Al emplear eritrocitos como antigeno, la prueba se
ampli® a la hemaglutinacibn, para identiflcar grupos sangui-
neos y en la transfusibn sanguinea.

La segunda prueba seroldglca descrita fue la preci- .
pitacidn; Kraus observd que los f{iltrados de cultlvos bac-
terianos o los extractos de bacterlas preclipltaban por accldn
de sus sueros antibacterianos, Tamblén establecid la especi-
fictdad serolbgica de 1la reacclbn entre 10s bacilos de la pea-
te, la flebre tifoldes y el cblera (5,7,28).

Las pruevas seroldgicas pueden efectuarse en geles



seglin enunclaron Quchterlony, Elek y Cudin durante 19496-1948;
estas pruebas de inmunodifusi®dn diferian en su plan fisico
pero se fundaban en un hecho: "Los antigencs y sus sueros
difunden a partir de pozos horadados en agar hasta alcanzar
concentraciones adecuadas para la preclpitaciétn® (5).

Diversas modificaciones han mejorado las pruebas de
inmunodifusién, la primera de ellas conocida como inmuncelec-
troforesis, fue presentada por Gravar y Yilltam en 1953, ©n
ella, 1a inmunodifusidn se efectla precedlda de la separaciébn
de los antigenos de una mezcla por electroforesis, lo cual
facliita la enumeracldn de los precipltados que se forman para
posteriormente reallzar su ldentiflcacibn,

Otra modificaclidn fue la Iinmunodifusi&n radlal o
cuantltativa descrita por Mancinl en 1865. n esta téenica €l
antigeno difunde en forma radlal desde un pozo perforado en un
gel que contiene anticuerpos, la zona de precipltadoe gue se
forma es mellda exacta de la cantidad de antigeno afladido (91)

Otras variantes importantes son 1a Contrainmuno-
electroforesis {CIEF) y la t&cnlica de Laurell.

Una aportaclbdn trascendente fue aquélla de Sordet
sobre la Alexina lueyo llamadn T"complemento", Substancia
sBrica, termol&bll = Intensamente hactericlda en presencla de
antlcuerpes, Bordet, también descubrid que 1la cantidad de
complemento no eaumentaba durante la I1lnmunlzacidn. Tspudid
agdemis el.mecanismo de 1las reacciones serolbgicas y la co-

aglutlnacldn in vlitro.



En 1942, Coons descubrib el método del anticuerpo
fluorescente en el cual, se une al anticuerpo un agente
fluoresceinado por medio de un enlace covalente.

‘ En 1945, Coombs y colaboradores en Cambridge, publi-
caron su primer trabajo sobre antliglobulina, hoy conocida como
prueba de Coombs, (til para 1dentificar anticuerpos Incomple-
tos o monovalentes y que se emplea para l1mpedir transfusiocones
de sangre incompatible, para descubrir la incompatibllidad de
Rh y para diagnosticar e impedir la eritroblastosls fetal.

En 1956, Rosaly Yalow y Solomon Berson fundamentaron
las teorfas y mBtodos que actualmente se usan como métodos de
radloinmunovaloraclfén, gque al emplear marcadores radloactlvos,
amplian notablemente la sensibilidad de las pruebas serolbgi-
cas, que ademls se destacan por su gran especiflcidad.

Asimismo, en 1975 Kohler y Milsteln crearon una me-
todologia, con la cual se logran generar lineas celulares In-
mortales al fuslonar células productoras de antlicuerpos diri-
zldos en contra de un determinado antigeno y cflulas de mielo-
ma, creando asi un nuevo concepto "el hibridome", por medlo
del cual se producen anticuerpos de una sola linea celular (5,
28,80). a partir de su creacibn, los métodos de diagnbstico se
han hecho mfis especificos y su utlllzacibn es, todavia a 1la
fecha, uno de los recursos mhs efectlvos con que se cuenta

para la ldentiflcacldbn de los diferentes microorganismos,
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“'CAPITULO 1II
ANTICUERPOS MONOCLOMALES -

2.1 AENERALINADES

Existen dos poblaclones de linfocitos, los T y los B,
Los primeros derlvan del timo {inmunided celular), son respon-
sables del rechazc de injertos y de la defensa del organismo
contra infecclones por diferentes microorganismos patbgenos
{hongos, poxvirus, bacterlas, patbgenos Intracelulares, etc.).
Los segundos se denominan asi porque se desarrollan en la bolsa
de Fabricio en el caso de las aves, mientras que en los humanos
se desarrollan en la mé&dula bsea y en el tejido 1linfeide
(gangllos linfaticos) (5,7,25,80).

Los linfocltos B y su progenie, 1las células
plasmfticas, son 1los responsables de 1l1las funciones de 1la
inmunidad humoral (5,22).

Las c&lulas plasmfticas representan el estado termi-
nal de la diferenciacibn de los linfocitos B, Estas células
esthn encargadas de producir lumunoglobulinas (o antlcuerpos)
¥ secretarlos hacla el eapaclo extracelular (22}).

Cada c€lula plasmitica secreta un tlpo especifico de
inmunoglobulinas. El estudio de las etapas de diferenclacibn
de las cBlulas plasmfticas y de 1la sintesis de anticuerpos
homogéneos, se ha facllitado considerablemente por 1la
existencla de tumores derlivados de cElulas plasmBticas (5,80},

En el hombre, la neoplasia conocida como "mieloma mGltiple"



es8 una enfermedad malligna prolit‘erativé de cBiulas plasméticas,
el estudio de las proteinas secretadas por estas cé&lulas, ha
servido para aclarar la estructura de 1los anticuerpos. Por
otro lado, en la especle murina donde es posible induecir y tras
plantar este tipo de tumor, conocldo comlinmente como mleloma o
plasmacitoma, es en donde mayores avances se han reallzado en
cuanto al estudlo de 1la estructura de los antlcuerpos y de los
genes que los codlifican. FEstos milelomas por lo general provie-
nen de una célula, por lo que se consideran monoclonales y son
relatlivamente ficiles de inducir en ratones por medis de inyec-
clones Intraperitoneales de aceltes, pli&sticos o ceras (30),

A manera de deflnicibn, se puede declir que los anti-
cuerpos monoclonales son moléculas sintetizadas a partir de la
Fusibn de cé&lulas de mleloma y cBlulas de bazo de un animal
inmuntzado, clonadas y, que tlenen la facultad de produclrse
1ligpitadamente y la alta especificlidad de loa anticuerpos sin-
tetizados por células plasmAticas (22),

Los 1llanados anticuerpos monoclonales sucgleron en
1975 en el laboratorlo de Cesar Yilstein en Cambridge, Ingla-
terra, cuando ge realizaban estuilos sobre la genética de las.
inmunoglebulinas, utillzando téanicas de fusifn y clonaje celp~
lar (5,22,91),

Para generar hibridos celulares productores de anti-
cuerpos especiflcoa, Xohler y ™ilsteln utilizaron c&lulas de
mieloma y cElulas de bazo de un ratdn inmune a eritrocitos de

carnero, logrando obtener un 10% de hibridos productores de



anticuerpos anti-eritrocitos de carnero y asi, que una parte de
la respuesta antl-eritrocito de carnero del ratbn inmune,
guedara inmortalizada a través de la hibridizacibdn con 1las
ctlulas de mieloma (80). Las implicaciones de esta observacibn
fueron lnmensas y abrleron un panorama totalmente nuevo en la
Inmunologia, con la posibiliidad de obtener antlcuerpos monoclo-
nales monoespecificos en contra de cualjuler sustancla capaz de
inducir una respuesta inmune en el ratbébn. Actualmente se han
producido una enorme gama de antlcuerpos monoclonales dirigildos
a una pluralidad sorprendente de antigenos, como se ilustrari

en la presente revisibn,

2.2 TEGHICAS PARA LA OBTENCION DE ANTICUSRPOS MONOCLOWALES

La creaclbn de téenicas para la produceldn de anti-
cuerpes monoclonales por parte de Kholer y Milsteln (29,33,80),
ha revolucionado el criterio serolbglco para el anfilisis de los
antigenos presentes en la membrana de las célulaz, Con esta
téerica, las células productoras de inmunoglobulinas de bazo
pueden inmortallizarse, por [usidn con una linea de cBlulas de .
mieloma, puesto que son c&lulas productoras de un solo tipo de
anticuerpos y gue secretan, por tanto, un antizuerps homogeéneo
de alta especificidad. %Estas células inmortalizadas que produ-
cen el anticuerpo buscado pueden segregurse en =lonas, es deelr
lineas celulares sgelecclonadas y obtenerse asi el anticuerpo

deseado e=n cantldades 1limitadas.



La téenica de produccidn de anbicuerpes monoclonsles
3e bapa en el sigulente procedimlento: inmunizar un animsl de
acuerdo & un esquems de inmunizacibn preestablecido, es decir
por un tlempo definide y con concentracliones de antigeno prede-
terminadas; sacrificar al animal, separar el bazo y obtener las
cBlulas esplénicas, que se mezelan en un medio de polletilengli
col con una linea de cBlulas de mlalema carentes de la enzima
hiporantina guanina fosfo-ribosil trsnsferasa (HPGHT neg.). De
este modo se fusionan ambas lineas celulares, las c&lulas de
mieloma aportan la capacidad de crecimlento ininterrumpldo y
las c®lulas esplénicas (HPFGRT pos.) inmunizadas confleren la ca
pacldad de producir una inmunoglobullna especifica, dirigida en
contra del inmunbgeno de gue se trate; las céluylas de mieloma
no fysionadas se eliminan por cultivo en un medio que contenga
aminopterine, hipoxantinag y timidina {(HAT) ya que las c&lulas
generslmente tienen dos vias para sintetlzar bases plrlecas y
pirimidicas, la aminopterina blogques una y obliga s las cBlulas
a seguir la otra via que 38lo podr&n segulr si son HPGRT pos.

Las cBlulas de mieloma no fusionadas no cuentan con
1a enzima y morirfin por no poder sintetizar las bases plricas y
pirinmidicas necesarlias, mientras que 1085 esplenocitos también
morivin, ®stos por no ser inmortales, aungue 3i cuenten con 1la
enzima, de maners que s8blo quedarin en el nmedio los hibridos
HPGRT pos. inmortales.

Por otro 1lado, 1las clonas obtenidas se pueden

conaervar indefinidamente en cultivea o proliferar como un



tumor de ascitis 1n vivo,
A continuacibn se describe en detalle ‘el procedimien-~
to general para obtener anticuerpos monoclonales (22,29,33,80,

91).

2.2.1. Inmunizacibn de animales

Algunos antigenos son inmunodominantes y dan respues-
tas inmunes fuertes alin cuando estén presentes sblo en cantida-
des pequetas, Sin embargo, la capacidad de respuesta de los
animales individuales hacla los varlos componentés de una mez-
cla es més blen variabdle e involucra la supresidn de los mis-
mos, asi como su induccldn. Es altamente recomendable intentar
més de un esquema de inmunizacibn usando varlos animales
(29,33).

El esquema de inmunlizacibédn que se describe a conti-
nuac16n ha tenldo &x1to en muchos casos, afin cuando no se dis-

pone de mucha Informacibn.

Esquema de inmunizacibn.- S1 el antigeno es una proteina solu-
ble, se disuelve en solucldn salina de 1 a 5 mg/ml con un volu-
men lgual de adyuvante completo de Freund. Se Inyecta un total
de 0,3 a 0.6 ml de la suspenslbn, en ratas y ratones; 1las 1in-
yecclones pueden ser subcutfineas en por lo menos 3 6 4 sitlos y
se pueden repetir en intervalos de 3 a 5 semanas. Aproximada-
mente 10 dias despuks de cada inyecclbn se toma una gota de

sangre para muestrear la presencla y la concentracldn de anti-



cuerpog especificos. Después de un meé de reposo se inyecta de
6.2 a 0.4 ml de la solucldn protelca {antigenc) sin adyuvante
de Preund y 3 6 4 dias mls tarde se sacrifican los aninmales y

se utilizan las cBlulas del bazo,

2.2.2 Selecclbn de Mielomas

Para Belecclonar el mieloma mis adecuado existen
varlas consideraciones que deben tomarse en cuenta antes de
elegirlo. Tal es el caso de la especle, s8alvo que exiatan
razones especificas en contra, el mieloma debe ser de la misma
eapecle que el animal inmunizado para facilitar el desarrollo
de tumores cuando se hayan derivado los mielomas hibridos.

3in embargo, la conslderacibn mAs importante es la
respuesta Inmune relativa de cada animal al antigeno en
cuestibn., Si1 ecada animal responde blen luego de la inmuniza-
ci6n se recomlenda fusionar las c@lulas plasmbticas originales
del anlmal; pero 3! la respuesta de cada animal es marginal-
mente diferente se deberfn tomar en consideraclbn otros parfime-
tros tales como:

1. F1 anfligls diferencial del sistema rata o ratén. .

2. La composicién de laz cadenas del mieloma; y

3. La pérdlida de cromosomas en los anticuerpos derl-
vados de tumores,

o3 mielomas hibridos expresan codomlinantemente las
cadenas de inmunoglobullinas de ambas c&lulas originales. S

una linea de mielnma expresa ambas cadenas {pesadas y lligeras)



de una lnmunoglobulina, el hibrido expresarf cuatro cadenas.

Por conveniencia, €stas se han designado como slgue:
G y K son las cadenas pesadas y ligeraa aportadas por el mielo-
ma original; H y L son las cadenas respectivas (sin tomar en
cuenta la cleae o el tlpo) aportadas por las c@lulas originales
de bazo. La co-expresaldn de cadenas de ambas c¢&lulas origina-
les "Padres" dentro de una sola c€lula, conlleva a la secrecibn
de especies moleculares mezcladas. Asi, ademfs de losa tlpos
originales LHHL y XGGK, los hibridos expresarfn moléculas de
inmunoglobulinas del tipo LHHK, K6GL, LGGL, y KHHK, (sin tener
en cuenta nl la clase nl el tipo de cadena). Ademfs, las
moléculas mezcladas que contlenen ambas cadenas pesadas orlgi-
nales del tipo LHGK, KHGL y todas las posibles combinacicnes
dque pueden llevarse a cabo dependen de la clase de las cadenas
pesadas, Aunque no se han investigado minuclosamente todas las
posibles clases de cadenas, la regla general parece ser que las
cadenas pesadas de diferentes subelases, pero no de diferentes
claases, pueden asociarse para formar moléculas mezcladas.

Los mielomas hibridos del ¢tipo HLGK (es decir que
exprecan las 4 cadenas de inmunoglobulinas) provocan con mayor
frecuencia la mutacibn de clonas que ya no expresan més una de
1as cadenas, lco cusl no es un evento al azar. TFor lo tanto se
prefiere utllizar diferentes c€lulas de mieloma que han perdi-

do su capacidad de sintetizar cadenas de inmunoglobulinas,



2.2.3. Mantenimilento de C&lulas de Mleloma.

Cualquiera que sea el nleloma elegido, el factor mls
importante para una derivacibn exitosa de hibridos es la forma
en la cual se mantlene el cultivo de mleloma antes de la fu-
816n, la meta es un desarrollo logaritmico por tanto tiempo co=-
mo sea posible, aunque clertamente no menos <e una semana antes
de la fusibn. Se sugzlere el uso de cultlvos en agltaclbn,
contrario a los cultivos estaclonarlos en suspensibn, lo cual
podria ser un requlsito esencial cuando se utilizan 1lineas
celulares de rata Y3, que tlenden a pegarse a las paredes del
reciplente de cultivo. Algunos investigadores aconsejan el uso
de tripsinma u otras enzlmas para despegar las células de las

paredes.

2.2,4, Procedimilentos experimentales.

Se ha descrito un eaquema de procedimientos generales
involucrados en la derivacibn de anticuerpos moncclonales, en
el cual se pueden ldentificar un clerto nimero de etapas sepa-
radas blen definidas., Sin embargo, se desea enfatizar que de
ningln modo este es un protocolo rigido, sino que se pueden.
hacer varlaclones a cas! a todaz lzs etapas; aunque esas varla-
clones podrian afectar a otras etzpas, por 1o cual se debe con-

siderar culdadosamente el dlseho experimental (29,33).

2.2.5. Preparacidn de células madre para fusibn.

Para preparar las c&lulas madre se sacrifica al



animal colocfndolo en una chmara de COp de 1 a 2 min; se le
sumerge en alcohol al 70%; se coloca en un gabinete estéril y
se extrae el bazo en condiclones estérlles, mismo que se coloca
en una caja de Petrl que contlene aproximadamente 5 ml de suero
fetal bovino en un medio modificado de Dulbecco (FCS~DMM) al
2.5% en hlelo y se lava suavemente; luego se transfiere el bazo
al fondo de un tubo de 10 ml, se corta en 3 6 U4 plezas; se
agregan 5 ml de FCS~-DMM al 2.5%; se maceran las plezas del bazo
suavemente, para hacer una suspensitn de células; se sedimenta
el tejido conectivo por unos 3 minutos aproxlimadamente; luego,
se tranaflere la suspensibn de células al fondo de un tubo de
pllstico de 10 ml; se llena el tubo con FCS-DMM al 2.5% y se
centrifuga a temperatura ambiente por unos 7 a 10 min a h400g
(durante este intervalo se recomlenda empezar la preparaclbn de
las c&lulas de mleloma como se describe mBs adelante). Se
resuspende el sedimento en unos 10 ml de medio fresco y se cen-—
trifuga bajo las condiclones anteriormente c¢ltadas; se replte
el paso anterlor y se cuentan las cé&lulas, Esta suspenslibn
puede usarse como una capa alimentadora de c8lulas para de-
sarrollar c&lulas fusionadas (29,33).

La viabilldad de las células se determina examinfindo-
las con microscoplo de contraste de fase o con azul de tripfn y

debe ger mayor al 80%.

2.2.6, CElulas de mieloma.

Una cantidad suficiente de c&lulas de mieloma de un
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cultivo en desarrollo logaritmico se aédimentan por centrifuga-
cibn a temperatura amblente durente 10 min a 400 g. El sedi-
mento se resuspende en 10 ml de FCS-DMM al 2.5% y se cuenfan

las cBlulas.

2.2.7. Fusibn de cBlulas

La fusibn de cBlulas en suspensibn consiste en prepa-
rar las células madre como se describif en la pAgina 16, inclso
(2.2.5); posterlormente se mezelan IOB cBlulas de bazo y, 107
c&lulan de mieloma {ratbn) o 61107 células de mieloma {rata);
se centrifugan a temperatura amblente a 400 g aproximadamente
durante & minutos; se elimina &1 sobrenadante ¢on vacic usairdo
una pipeta Pasteur, /es esenclal eliminar todo el sobrenadante
para evitar la dilucibn del polietilenglicol {PEG)). ElL sedimen
to obtenldo se resuspende golpeando suavemente el fondo del tu-
bo, se coloca el tubo en un bato de agua & 40°C y ahi se man-
tiene durante la fusibn, para lo cwal, se agregan 0.8 ml de PEG
al 50% precalentado a 80°C, resuspendiendo las cBlulas continug
mente con una plpeta Pasteur; se continlia resuspandlendo y agi-
tando las c8lulas en el PEC por un intervalo comprendido entre
1.5 y 2 minutos mAs. Para entonces la asglutinacibn de <¢Blulas
debe ser evidente; con la mlama pipeta se agrega 1 ml de DM,
que se toma de otro tubo que contlene 10 ml de DM a 37°C, agi-
tando continuemente por un tiempo aproximado de 1 winuto, esta
etaps se replte tres veces, ub8io que en la Gltima se agrega el

medio en 30 segundos, Posterlormente, se agrega el voluuen
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restante de los 10 ml de DMM gque se encuenira en el tubo,
durante un periodo de 10 minutos, agitando continuamente; se
adiclona gota a gota, entre 12 y 13 ml de DMM precalentado. Se
centrifuga nuevamente en las condiciones anterlormente deascri-
tas y se desecha el sobrenadante, se suspende el sedimento
golpeando gsuavemente el fondo del tubo y se resuspende en 49

ml de FCSDMM al 20%.

2.2.8.7 Aislamiento de Clonas.

A continuscibn se aislan las clonas de cBlulas hi-
bridas por dilucidn limitante.

Se distribuye la suspensidn fusionada en dos placas
de U0 pozos (estos pueden contener una capa alimentadora celu-
lar de fibroblastcs); se agrega 1 ml adicional de FCS-DMM al
20%, en caso de no usar la capa alimentadora celular de fibro-
blastos {feeder cell) que son c®lulas que pueden metabolizar
pero no pueden duplicarse y que faclilitan enormemente el cre-
cimiento de los hibridos; entonces se agregan 10 células de
bazo por ml (preparadas como se indich en el apartvado 2.2.5) y
se incuban durante toda la noche a 37°C en una cBmara con at-
mésfera de CO controlada; se elimina 1 ml de medio de cultlvo
de cada reclpilente con una pipeta Pasteur, sin resuspender el

sedimento de cBlulas que esth en el fondo de los pozos (33).

2,2.9 3eleccidn de Clonas,

En virtud de que no todas las clonas generan los



anticuerpos deseados se selecclonan aguellas que sean de inte-
rés, exlisten dos formas generales para detectar la presencla
de hibridos que secretan anticuerpos, la primera en base a la
determinaclbn de anticuerpos en los sobrenadantes de cultive
en desarrollo y la segunda, que detecta directamente la pre-
sencia de anticuerpos en el micrpambiente de c&lulas aisladas
o clonas de cBlulas desarrolladas en un medlo semisbdlido (Téc-
nica de Jerne),

De entre los primeros los m&s usados son los ensayos
de unldn indirecta, los ensayos Ilnmunoenzimbtlcos, pruepas de
hemaglutinacidn o ensayos de fijacibn de complemento y los
ensayos de neutralizacibn de la actividad blolbgica del anti-
geno, la forma mhs sencilla es agregar sobrenadante de cultivo
individual =2 un antigeno preparado, blolbgicamente activo,
después de un clerto tiempo de incubaclbn, si se presenta una
disminucibn de la nctividad biolégleca se considera como una

evidencia de antlicuerpos inhibidores. (29,33).

2.2.10 Clonacibn.

Al tener varias clonas en un solo cultivo se presen-
ta competencla para crecer en el medlo de cultlivo y, segrega-
cibn de cromosomas 10 cual puede atentar a la estabilidad de
la expresidn, por lo tanto es recomendable clonar tan pronto
como sea posilble.

Ademfs gse recomlenda que 81 se tlenen sdlo unos

cuantos cultlvos positivos es Gtil subdividirlos por dilucibn



limitante, de preferencla usando una cape alimentadora de
¢&lulag y al mismo tiempo clonar,

La clonacibn de c&lulas hibridas ase puede llevar a
cabo por al menos los sigulentes procedimientos: clonacibn en
soportes semisdlidos y clonacibdn por diluctbn limitante,

Las c8lulas se pueden clonar por desarrolloc en agar
suave generalmente usando dos capas: una capa Inferior, que es
firme y tlene 0.5% (w/v) de agar en medilo de cultivo, se deja
gelificar; se agrega una segunda capa de agar guave (0.3% de
agar) que contlene las c8lulas que serfn clonadas, S! se usa
una capa &limentadora de cB&lulas &stas deben prepararse con
anterioridad y el medic de cultlvo debe ellmlinarse preclilsamen-
te antes de la adicldn de 1la capa de agar inferior.

Para clonar en agar generalmente se reguiere de re-
cultlvar en un medio 1liquido antes de evaluar la produccién de
anticuerpos. A Adiferencta, la clonacibn por d1lucibn limitan-
te permite examinar directamente los sobrenadantes,

Se recomienda la clonacibn por dilucibn limitante,
y& que la eficlencin de eate mBbtodo es en ocaslones del 100%
{eapecialmente en caso de alslamlentos de hfbridos nuevos), y
alin cuando la eflctencla es menor puede mejorarse por 1la
8dicidn de capus alimentadoras de células.

Las colonlas mleroscbplecas, se hacen visibles al
abservar la superficle inferior de la placa 1 a 2 semanas
despubs de comenzar la elonacifn, el grupo donde l1a mitad de

los pozos muestren desarrollo pueden contener clonas Gnleas,



Las clonas deben ser analizadas tan pronto como sean visibles
aunque gobrevivirfn y crecerfn todavia despufs de este momento
y hasta por varios dias mAs, En la primer clonacibn sblo se
monitorean los pozos con creclmiento que pueden sger activos,
sin embargo, se recomienda una segunda clonacldn dado que una
sola no garantiza la monoclonalidad.

Ademfs se han descrito otras técnicas como la clona-
¢16n usando células activadas con flucrescencia (Parks y col
1979), con la cual es posible seleccionar cBlulas que se unen
al antigeno con alta especificldad, Esta técnica también
conocida como FACS se ha inovado usando microesferas hidrofi-
licas de alta fluorescencia que pueden unirse al antigeno para
detectar cdlulas secretoras de antlcuerpos que poseen pegquehas

cantldades de inmunoglobuline de membrana (33).

2.2.11 Seleccibn de Clonas Posltlvas.

Las clonas en degsarrollo en soportes semiabllidos se
identlfican par mbtodos directos tales como adsorber €l anti-
geno a nlcroesferas fluorescentes,

Cuando las c8lulas se desarrollan en soportes semi- .
8blidoa de agarosa, el anticuerpo secretado por la cBlula es
ligerasmente difuso, asl se detecta in situ. Otros mBtodos
consisten en adsorber el anticuerpd secretado en flltrss de
nitrocelulosa revestldos con antigeno o antiinmunoglobulina.
Otros métodos incluyen la lncorporacldn de antigencs marcados.

En caso de no 3er posible 1la determinacibn directa



de clonas positives, se gsuglere tomarlas al azar en nfmero
representativo, si nlinguna es positiva es muy posible que
exista una gran cantidad de clonas negativas compitiendo con
las positivas, entonces se recomlenda detectar clonas positi-
vas por métodoa directos recubrlendo eritrocitos con anti-
cuarpos antiinmunoglobulina previamente purificados por croma-

tografia de afinidad o usando proteina A (29,33).

2.3 MEJORAS AL PROCEDIMIENTO TRADICIONAL PARA LA OBTENCIOMN DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se han efectuado varios cambilos 2l procedimiento
original {29,33), aln embargo, no todos han resultado ser cri-
ticos para mejorar la especificlidad y la sensibilidad de los
anticuerpos monoclonales. De entre las varlaciocnes mfis rele-
vantes se encuentran las sigulentes:

1. El polietilenglicol se utiliza en esta téenleca
para fusionar las lineas de cBlulas, una productora de anti-
cuerpos y otra con una alteracibn de médula bsea para producir
hibridomas en los animales de prueba. Una de las modificacilo-
nes a los procedimlentos antes descritos es la adicibn de di-
metilsul f6x1do al polietllenglicol.

Por otro lado se sabe gue el polletilenglicol puede
dafar 1las c&lulas. Por lo tanto, es muy Aimportante usar este
producto en una proporcidn y tlempo Hptimos. Una modificacidn
adicional al procedimiento antes descrito a3se reflere a la

optimizacibn en tiempo de uso del polletilenglicol y a 1los
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cambios en. su conéentraci&n.

) ~2, 'Astmismo se puede incluir al procedimlento tra-
diciéﬁal, la centrifugaclbn de los tubos, para favorecer la
cuantitiyvidad de las reacclones,

3. También ha sido importante la varlacibn de 1la

proporeidn de cBlulas de hazo/células de mleloma para optimi-
zar la fusibn de estas lineas celulares y c¢rear 231 el hibri-
doma, lo cual es un paso 4de extrema Iimportancie para generar
anticuerpos monoclonales,
' 4, A Aiferencla de lo que se sefald en 1a descrip-
eidn de 1la tEenleca, en el apartado (2.2), no es indispensable
fracclonar las cBlulas despu®s de la fuslbn., Sin embargo, en
algunos procedimientos alternativos, en lugar de fracclonar se
preflere aumentar el nlmero de microcultivos en placa para
clonar directamente sobre agar semisdllido. Tanto el fracclona
miento, como la clonacibn directa, son en si variaclones al
procedlmiento original, en el cual simplemente se clonaban las
células,

5. Para asegurar un buen desarrollo -le c@lulas es
posible adlcionar capas alilmentadoras de células, gue es una
mhAs de 1las modificaclones mas relevantes al procedlmiento ori-
ginal,

Para la fusibdn misma, la c&lula alimentadora més
simple, aunque no necesariamente la mejor, es aquella c&lula
que se usb para la fusibn.

Otros investigadores han recomendado el uso de otras



células normales, tales como timocitos y macrbfagos., Es obje-
table y a veces menos convenlente. Una buena alternativa como
ctlula alimentadora es usar los fibroblastos irradiados, aun-
que con todas las c&lulas que se han usado se han obtenldo
resul tados aceptables, que pueden obtenerse de la mayoria de
muestras de cultivos de tejldos y donadores.

6., Aunque no se considera como una mejora, s8I se
toma como una alternativa la utilizacibn de c&lulas de gan-
glios linfhticos en lugar de las c&lulas de bazo, que general-

mente se utilizan en estos procedimlentos.
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DIAGNOSTICO DE ALGUHAS ENFER%EDADES QR MEDIO DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

3.1 ‘TRACTO GENITO-URINARIO

La 1ncidencis de la gonorrea se encuentra en niveles
inaceptablemente altos (119), sobre todo en paises subdesarro-
1lados, 1o cual indlea la necesidad de mejorar el dlagnbstico,
el control y el tratamiento de esta enfermedad.

La identiflcaclbn r&plda de M, gonorrhoeae puede
hacerse por varios métodos. Algunos incluyen la utilizaclibn de
carbohidratos por medle de enzimas preformains o bien sinteti-~
zadas durante el creclmiesntc de lNelsseris, con procedimientos
radiom@étricos, cromogénlcos e lnmunolbgicos, entre los gque se
incluyen la coaglutinacidn con antlcuerpos policlonales, con
anticuerpos monoclonales murlinos, o con anticuerpos pollclona-
les marcados con fluoresceina, que permiten todos una identifi-

cacibn ripida y preclsa de¢ HNelsserla gonorrhoeae.

Virll y Heckels (105) ec¢iltan gue el plll tiene un
papel muy lmportante en la patogfnests de la gonorrea, inter-.
viene en la adheslbn de los conococos a 1las cBlulas epltellales
e interflere con la fagoclibasls de los leucocltos polimorfo-
nucleares. Reclentemente, se ha demostrado que el plll de los
gonococoa de una cepa data puede varlar antigZnicamente, Dife-~
rentes variantes de la cepa P) producen une de los pilis alfa,

beta, gama o delta con gubunidades de 19,%, 20.5, 21, ¥
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18.5 Xd respectivamente mismos que se han alslado., Estos pili
son antigBnicamente distintos y muestran diférenclas en su
capacidad para pegarse a varias cflulas epiteliales.

Tambi&n, se ha observade que los antlcuerpos especi-
ficos al plli son protectores. Sin embargo, las varlacliones
antigénicas se producen en el desafio con gonococos que produ-
cen pllt con subunidades de peso molecular diferente. Se ha
demostrado que el plli de varlantes de cepas P9 contlene varlos
sitlos antigénlcos distintos y gue al menos uno de estas sitios
lo comparten todos los plli PS y parecen tener mls de un epito-
pe especiflco al tipo (106), En base a estas observaclones se
suglere que la regldn variable del pill contiene un mosalco de
epitopes que contribuye a la especificidad del pild,

Seglin Meyer y ¢ol (62), los mecanlsmos genfticos que
controlan la variacibn del pili aln se desconocen, aunque pare-
cen fnvoluerar un rearreglo de cromosomas. Un modelo para
explicar la varlacibn del pillil, involuecraria un nfimero limitado
de genes ampliamente distribuldos entre las cepas de 1los
gonococos, cada una de ellas capaz de regular la producclibn de
un pili correspondiente a los sigulentes alfa, beta, gama b.
delta de la cepa P3. Sin embargo, Brinton y col (9) consideran
que la realldad es bastante ms con;xple,ja, ya que los epitopes
presentes en el plll muestran reactividad cruzada con pillis
enteramente diferentes que provienen de otras cepas, ademfs de
que los pilis con epitopes en comfln, tlenen subunidades con

pesos moleculares muy diferentes.



Estas observaclones sugleren que la especificidad del
pill esté determinada por una combinacibn particular de un
enorme nfimero de posibles epitopes, algunos de los cuales pue-
den estar compartidos al azar entre otras cepas, Sels de los
ocho antlcuerpos con especificidad al tipo P2 no reacclonaron
con ninguna de las cepas examlnadas.,

¥letcher y col {23) produjeron anticuerpos monoclona-
les, que reacclonaban c¢ontra la proteina I de la membrana

externa de Helsserla gonorrhoeae cepa P9, La proteina mayor

(PI) es abundante, al parecer no cambis antigénicamente y es
esencial para la viabilidad de la bacteria y juegs un papel muy
importante en el mantenimilento de la estructurs y funcibn de 1la
membrana externa.

Cabe sgeflalar que los gonococos se clasificaron en
funelbn de sus resultados con los patrones de inmunofluorescen-
cia en 3 grupos: A, B y C; posteriormente, por coaglutinacibn
se dlvidieron en WI, WII y WIII. A Oltimas fechas se 1nvestl-
garon tratando las cepas con enzimas y se encontrd que las del
subgrupo W1 expresan unes proteina gque se conoce como (PIA) ¥y
que las de los subgrupos WIL y WIII esthn muy relacionadas y
expresan la proteina {PIR),

Las dos proteinas son muy diferentes en su estructura
primaria y organlzaclfn en 1la membrana externa. Afin entre
gserovariedades que tienen PIA hay una homologia limitada entre
ellos.

La mayor parte de la PIA estf dentro de la membrana,



por eso resiste ataques enzimbBticos y 8blo una porcibn terminal
eath expuesta en la superficle, a diferencia de la PIB en la
cual ambas reglones terminales se localizan en la membrana y
una porcibn central se expone en la superficie y, por lo tanto,
es susceptible a ataques enzimhtlcos.

Las diferenclas entre las dos clases de PI se refle-
Jan en su reactividad con entlcuerpos monoclonales. En este
estudlo, ningln anticuerpo monoclonal obtenido por inmunlzacibn
con membrana externa gque conbtenia PIB {sensible a proteasa)
reacelond con cepas que expresaban PIA (resistente a proteasa),
cuatro anticuerpos monoclonales reaccionaron con epitopes pre-
sentes en un nlmero limitado de cepas PIB; un anticuerpo mono-
clonal denominado S$M24 resultd ser de interfs especlal ya que
reacciond con todas las cepas PIB indicando asi la presencia de
un epitope zltamente consdervado en esta proteina.

Tamblén se 1investigd la proximidad de los epitopes
reconocidos por radlelinmunoensayes. Estudlos similares con
antlcuerpos monoclonales frente 2l pili de gonococos, han reve-
lado la existencia de epitopes varlables y otros conservados
que estln en dominlos diferentes.

Usando el modelo del epitope conservado reconacido
por el antlcuerpo monoclonal SY2i, se ve gue seria el mls
superficialmente expuesto y se ublca dentro de la reglbn varia-
ble que contlene otros epitopes que determlnan la especificidad
de la PIB al serotlpo. Otra posibllidad es que la unibn de un

anticuerpo podria inducir cambios conformaclonales que afectan



la unibn de un segundo anticuerpoc hasta una distancla determi-
nada, ﬁa reactividad del SM24 con la PIB de 1la cepa P9, sin
que &sta se haya sometido a tratamiento enzimftico, demuestra
queé no reacciona el anticuerpo nl con el fragmento de 15 ni con
el de 22 Xd, que se generan cuando se somete la PIB & ataques
enziméticos, Asimismo, el sitio primarioc del tratamiento
tambiBn primario con tripsina, produjo un fragmento reactive
que tampoco reacclond, aunque se esperaba que en &ste se encon-
trara el epitope conservado.

Asi, 1a posicibn del epitope con el que reacclona el
SM2h4, se localiza dentro de una regibn expuesta en la super-
ficle de la PIB en el sitio de ataque de la quimlotripsina o
cerca de éste.

La importancia de conocer tante la disposicibn como
al determinante conservado en la proteina maycr de superficile,
radica en el poder tener o conocer un blanco potencial para una
vacuna.

Posterlormente, Vir)l y col (107) encontraron que la
virulencia de 1la varlante P9-17 para c&lulas epltellales en
cultivo de te)ido, disminuia en presencla de tres de los cuatro
anticuerpos que reconocen epitopes especificos de %lpo. De
manera gslmllar, la virulencia del P9-17 se redu)o en presencia
de un anticuerpo, que reacclond con un epitope presente o con-
servado en varlas cepas. Todos los anticuerpos especificos de
tipo fueron opsbnlcos para varliantes P9, aunque sblo dos de

elles medlaban la lisls dependiente de complemento.



Los resultados, aegfin los autores, inrd.’\can que los
anticuerpos contra determinantes antigfnicos cercanos entre si,
que ‘se encueéntran en la proteina I, varisan en sus actlvidades
biolbgiecas y gue los epitopes gue se conservan reconocidos, los
identifica el antlcuerpo 3M24, por lo cual esos epitopes son un
blanco potencialmente efectivo en la superficie del gonococo
para ls inmunoprofilaxis,

En este estudlo, los antlecuerpos generados parecen
haber sido efectivos & tres niveles, produclendo inmunidsd en
las mucosas para poder prevenir invaslones iniciales de c&lulas
epiteliales, generando defensas bactericldas mediadas por
complemento y presentandn fagoclitosis que puede ser activeda
por estos antlcuerpos.

La observacldn m8s lmportante, seglin el autor, fue
que un antlcuerpc monoclsnal que produce reacclones cruzadass,
es efeectlvo con los tres mecanlamos protectores estudlados, ya
que preconoce ma&s del 40% de los alslamisntos clinicos; al
parecer, el antigeno peptidico rde 1la proteina IB del gonococo
podria ser un buen zcandidato para una vacuna multicomponente
que necesariamente deberia inclulr tamblén un componente comin,
cantra 1a proteina IA, aunnue se requlere segulr estudiando
para conocer el papel de los anticuerpos moncclonales con anti-
genleldad cruzadsa contra la proteina IA.

Carlson y col {13) reportan que aunque no pudieron
encontrar ningun microorzanlismo que produlera reacclones cruza-

das con el examen Phadebact GC NI, dicen estar consclentes de



que otros laboratorios han encontrado una egpecificidad infe-
rior al 100% con esta prueba, aungue Nelsseria saprofitas,
produ}l eron reacciones consistentemente negativas.

El reactivo OMNI consiste de reactlivo control y un
reactivo de prueba que incluye antlcuerpos monocclonales 1A y 1B
unidos = ezpecies no viebles de estafilococos. Por 1o tanto,
el reactlivo es una mezcla de antlicuerpos monoclonales de ratbn
dirigidos a diferentes epitopes de una proteina de la membrana
egpecifica del gonococo, la proteina I (PIL).

Se enfatiza y 3e centra la importancla del examen en
la concentracibn del antigeno y el pH de la solucidn salina
usada para preparar la suspensibn de bacterias, que seglin se
puntualiza aon de extrema importancia para asegurar la especi-
ficidad y la sensibilidad del método.

La reaccibn se lleva a cabo a un pH b6ptimo de 7.4,
puesto que a pH fcido N. gonorrhoeae podria causar reactividad
cruzada con otras especies de este género y, por lo tanto, fal-
8os positivos. También se citan otros parflmetros que se deben
considerar, como la concentracibn de microorganismos, para no
alterar la especificidad de la prueba.

Concluyen que la prueba Phadebact con antlcuerpos
monoc¢lonales tambi®n llamada GC O¥NI tiene una sensibilidad del
58.41 y una eapecificldad del 100%; que es ftil para identifl-
car M. gonorrhoeae comparando esta prueba con 1las técnicas
confirmativas convenclonales pare estandarizar tanto la técnlca

como su interpretacidn.
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Laughon y col (53) eveluaron un reactivo con anti-
cuerpos monoclonales fluorescentes para conflrmar la presencia
de N. gonorrhoeae & partir de alslamlentos obtenidos de paclen-
tes con enfermedades transmitidas sexualmente en 4% cludades.
Este estudio se reallzB en paralelo con la prueba confirmativa
clfsica de progucc16n de 8cido a partir de azlcares.

El reactivo con anticuerpos fluorescentes resultbh ser
rApido y especifico; ademfs de que la prueba se practich di-
rectamente desde un primer alslamiento, regulere sblo de 1 hora
y es Gtil para evitar subcultivos de la muestra.

Ninguna cepa de bacterlas o levaduras contaminantes
desarrollando en el medlo de Thayer Martin Modificado {(MTH)
reacciond con el anticuerpo monoclonal fluorescente; ademfis, no
se encontrd reactividad cruzada con otras especies del género
Heisseria, por lo cual al anticuerpo monoclonal se le atribuye
una especificidad del 100%.

Esta técnica de anticuerpos monoclonales fluorescen-
tes puede ser una alterpnative al empleo del nétodo de produc-
¢16n de fcido a partir de carbohidratos,

Se incluy® una observacibn por mlicroscopia a Inmer-
816n para observar los diplococos tiplcos de forma errifonada,
la microscopia aumentd el nivel de conflanza, sobre el de los
sustratos cromogénicos a los que pueden degradar enzimas de
bacterias contaminantes que podrian afectar la lectura.

Aunque este estudio evalub principalmente el uso del

anticuerpo monoclonal fluorescente para confirmar el alslamlen-
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to de un agente causante de una enfermedad transmitida sexual-
mente por medlo del cultlvo, sirvid también para ver la especi-
ficidad del anticuerpo monoclonal ante muestras obtenidas en
sitilos que no contienen moco (sangre, 1iquido sinovial, liguldo
cefalo-raquideo, etc.) o en nihos que requerian evaluacibn.

No obstante las ventajas menclonadas, el reactivo de
antlcuerpos monoclonales fluorescentes es caro, en 1937, un
frasco de 3 ml costaba 275,00 US Dlls.

Asimismo, en un trabajJo realizado por Weleh y
Cartwright (113) se reporta 1la evaluacibn de un anticuerpo

monoclonal fluorescente para ldentificar Heisseria pgonorrhoeae

en cultivos, comparéndose con las pruebas de utilizacibn de
azlcares y otros métodos convenclonales,

En base a dichos mBtodos convenclonales se realizb un
monitoreo de las capacidades de estas metodologias para identl-
ficar cultivos puros y contamlnados de N, gonorrhoeae, en com-
paracibn con el que emplea anticuerpos moncclonales, que fue
claramente superior a los convencionales pues mostrd una espe-
¢cificided del 97 y 96% para cultivos puros y contemlnados con
otras bacterlas, respectivamente.

L.os asutores sugzleren que la alta especificidad obser-
vada puede deberse parclalmente al reconocimiento de epitopes
Gnicos en los antigenos PIA y PIB de las proteinas de la mem-
brana externa mayor, que se encuentran 8610 en N. gonorrhoeae.

Ademfs, segln se cita, son pocas las casas comercla-

les que ofrecen el anticuerpo monoclonal para 1identificar a
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eate microorganismo, Concluyen que ¢l anticuerpo monoclonal en
cuestlbn y su aplicacibn, son en 81 un método ripido parz iden-
tificar a N. gonorrhoeae (30 minutos). Otra ventaja de este
método es que no se observa reactlividad eruzada aparente con

otras especles de este género inclusive Branhamells catarrhalis

En wvista de lo anterior se cancluye gue eszta metodologia y el
reactivo empleado, son apropladoes para la determinacibn de
gonococos en muestras clinicas.

Dillon ¥ ecol (17) evaluaron los problemas tradiclo-
nalmente ascoclados a los ex&menes confirmativos basados en la
degradacién de carbohidrates, nue se resolvieron con el desa-
rrollo de nuevas técnicas basades en la presencla de enzimas

sintetlizadas por MNeisseria gonorrhgeae para degradar carbohl-

dratos o para usar suatratos cromogénicos,

Mencionan que entre 8 metodologiass evaluadas en au
estudlo, el mejor fue el Syva Hlerotrak, que ge vale de anti=-
cuerpos monoclonales fluorescentes y que resultd ser el mhs
especifico y sensible aunque involucra altoes costos por el
requerlmiento de un mlcroscoplo de fluorescencla,

Ademfs, citan que no se produjeron reacclenes cruza-
das con otr-ou microorgantsmas, Sncontraron sblo un alslamiento
de meningococo que produle un resultade [lalso-positive, lo
cual, asumen que era de esperarse dado que puede haber evolu-
¢ibn de cepas que incluyen epitopes nuevos. Sin embargo, el

reactiveo que actualmente ge usa tlene una mejora respecto al
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antiguo'que utilizaba anticuerpcos policlonales, mientras que el
actual se base en el empleo de una mezcla de antlicuerpos
monoclonales dlrigidos a la proteina I de M. gonorrhoeae.

Con el reactivo original se producian reacclones
cruzadas con Y. lactamica, misma que afin es un problema, aungue
cada vez menos grave; algunas cepas de H. cinerea y otras de 3.
catarrhalls tamblén produjeron reacclones que podrian conside-
rarse positivas.

Como se menciond, hasta la fecha Y. clnerea produce
reacclones tipleas, inclusive con la mezela de anticuerpos mo-
noclonales, por lo cual puede confundirse con N, gonorrhoeae.

Se ha sugerlido que para diferenclar entre una y otra
Neisgsgerls se deben monitorear con reactivos serolbglcos especi-
ficoas a la egpecie patbgena, determinar su 3usceptiblilidad a
collatin o por el desarrollo en Agar Soya Triptlecase o Agar
Mueller Hinton a una temparatura entre 22 y 25°C, En este
trabajJo tambi®n se confirmd que ninguna cepa Y. cinerea fue
reslstente al colistin y que todas las cepas desarrollaron en
ambos melios de cultlvo & 25°C. M. cinerea no produce reacclo-
nes cruazadas con 1 Syva Mlicrotrak,

Finalmente, el autor concluye gue eas convenlente
inclulr toda una bateria de pruebas para evitar errores en la
ldentificacidn de N. gonorrhoeae, sobre todo en aquellos casos
en que cualquier grado de error es marglnalmente Ilnaceptadble
{cas23 de nifos victimas de abuso sexual).

Anand y col (2) en su confirmaclién seroldgica de
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procedimientos de coaglutinaci®n basados en antlcuerpos mono-

clonales para 1dentificar Heisserla gonorrhoeae, comparan un

examen conocldo como PHMGOT que emplea un reactivo con una
mezcla de anticuerpos monoclonales murinos, dirigldos <contra
las protefnas PIA y PIB wusadas para revestir células de

Staphylococcus aureus gque c¢oaglutina los serogrupos Wl ¥y

W11/Wlll, respectivemente. Con otros equlpos, tambilén basados
en coaglutinacibn como es el Oono-gen (G3), se utllize igual-
mente una mezcla de antlcuerpos monoclonales preparadas contra
los antigenos de la proteina I de la membrana externa purlfica-
da de N, gonorrhoeae y es un examen de coaglutlnacibn.

Lsg autores encontraron que las sansidilidades del
reactivo PIGAT y del G55 fueron de 99.2 y 93.7%, respectivamen-
te, las especificildades de 91.5 y 100%, respectivamente, Se
observaron reacclones falsas-posltivas con N. lactamlca y H.
meningitidis el usar el reactivo PMGOT, por lo cual sz modificd
la téecnica sustltuyendo 1la solucibn sallina por caldo Todd
Hewlitt para preparar la suspensibn del microorganisnmo, mejorén-
dose asl la sensihllidad y especificidad del reactivo PMGOT a
un 99.3 y 100%, respectivamente,

Las ventajas del PMG0T con respecto al GG obtenidas

1144ad para leer

con eata mejora son: un cOsLU Menor y mayir T

la prueba. 3¢ confirmd la 3ensibilidad obtenidas por otros
autores {13,17), qulenes observaron que ambos reactivos presen-
tan problenas para ldentificar clertos alclamientos de H.

gonorrhoeae, aungque no fueron 103 mismos en unn y otro caso,



VExplican que esto es logico, pues en las pruebas comparadas se
usan anticuerpos monoclonales dirlgidos a epitopes eapecificos
éue pueden no encontrarse en todas las cepas de N. gonorrhoeae
alsladas de diferentes zonas zeogréaflicas,

. Asi, Anand y col (2) concluyen gue la sensibilfdad
obtenida varia con respecto a la jue se cita en otros estudios
{13), aunque es simllar & la obtenida por Dfllon (17). Sugiere
ademls, que las reacclones falsas-positivas con Hd. leactamica y
H. meninzitidis fueron conslstentes en cultivos primarios.

Tinalmente, 82 concluye que en vista de que exlisten
alslamientos que ocaslonalmente podrian no ser identificados
por las pruebasd con anticuerpos monoclonales, el personal de
laboratorio debe ser en extremo susplcaz cuando alsle colonias
con morfologia tipica de N. gonorrhoeae »=ra examnlnarlas
ademBs con métodos alternativoes, sobre todo si las pruebas con
anticuerpos wmonoclonales resultan negativas.

RajJasekarlah

v col {7%) en su reporte sobre la deter-

minacldn dlrecta de Nelsseria gonorrhoeae con anticuerpos mono-

clonales sercotipificadores, produjercn un nuevo reactivo que
Involuera & 14 anticuerpos monoclonales 1inmunofluorescentes
dirigldos contra la proteina de la membrana externa mayor de la
bacterla (I}, empleados para ldentiflcar diferentes serovarle-
dades de distintas cepas entre las que se encuentran cepas Wl y
Wil/111,

Se encontrd que este reactivo tlene un importante

potencial para reconocer las diferentes serovarledades de las



cepas patbgenas de N. gonorrhoeae. ;I’ambién quedd claro que
existe una gran diveraided de serovariededes entre los aisla-
mientos de gonococos, especialmente en cepas del grupo W11/111.
Ademfs, Be considera que la bacterls puede varlar la estructura
antigénica de 1as proteinas de su membrana externa, lo que
aunado sl estado dinkmico, resultado de factores intrinsecos
del mismo microorganismo, asi como los factores amblentales a
los que se somete al hospedador, conllevan & la aparicibn de
nuevas serovariedades.

Otro factor que complica e1 diagnbstico es la varla-
bilidad de le Jistribucibn de 1as serovarliedades en diferentes
regloneg geogrlficas,

Los resultados en este reporte sugieren que €s nece-~
sario segulr evaluando la configuracibn antigénica de las cepas
Infectantes de gonococos mhs frecuentes, para mantener la
sensibilidad de las pruebas, e lgualmente selecclonar y segulr
evaluando los métodos de dlagnbstico con anticusrpes monoclo-
nales,

Ridderhof y col (77) compararon un anticuerpo mono-
clonal fluoresecente y wuna sSonda de ADM para identiflcar

Nelsgseria gonorrhoese en primoalslamientos, encontrando gue el

primerc tuvo una sensipilidad del 94% y una egpecificlidad dgel
100%, es declir gufictente para ldentiflicar N. gonorrhoeae, en
primoaislamiento de muestras genitales, mientras que la sonda
de ADN tuvo una 3enslbllidad del 95% y una especificidad

inadecuada {b5%) para ser considerada una prueba confirmativa.



Esta dilferencia en los resultados de dos pruebas gue
generalmente se usan como pruebas confirmativas, se debld a que
las muestras de bacterias diferentes a ¥. gonorrhoeae fueron ne
gativas con el antlcuerpo monoclonal fluorescente (100% especi~
fleo}. Sin embargo, con la sonda de ADN, resultaron positivas
14 muestras que no corresponden a M., gonorrhoeae. En vista de
la baja especificidad de la sonda de ADH para examinar rutina-
riamente cultivos del primo-alslamiento, sospechosos de ser N,
gonorrhoeae, este producto ya se retird del mercado y se conser
v5 el examen con a&nticuerpos monoclonales fluorescentes, al que
ge le llama Syva test,

€1 Syva test ha resultado de busnas caracteristicas
(sensibilidad y especificildad) empero ya se han encontprado y
documentado resultados falson negatlivos, scbre todo en ciertas
hreas geogr&ficas, por lo cusl se recomlenda complementar con
cultives subsecuentes para identificar blen a la bacteria,

Saunders y col (%2) generaron lineas de hlbridomas
que producian anticuerpos moncclonales para identificar antige-

nos de Treponema pallidum, algunos de los cuales reconccieron

antigenos de género en T, pallidum {(Nichols), T. pallidum cepa
1Y (reclentemente establecida) y T. phagedenils biotlpo Relter.
Los anticuerpos monoclonales 8e evaluaron § <caracterlizaron
medlante ensayos inmunoenzimfiticos (ELISA) o radioinmunoensayo
{RIA), que pueden alterar los antigenos de conejos tratados con
cortisona.

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

posible que los antigenos del hospedero reacclonen con los de
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T. pallidum e induzean una respuesta 'autoinmune en ®l. Estos
fenbmenos se detectan particularmente cuando hay daflo celulsr
aparente en los tejldos del hospedero, ¢ cuando los antigenos
de Bste se pegan a la superflcle de la bacteria, transportfndo-
se asfq.

En la mayor parte del estudio (32), se obtuvo una
buena correlacidn entre los resultados de ELISA y los de RIA,
sin embargo, varlas clonas mostraron mayer reactividad con RIA
que con ELISA. Algunos antlcuerpos monoclonales mostraron
reactividad en contra de T. phagedenis blotipo Relter por RIAj;
no obatante que con ELISA se tuvo una actividad minima, este no
es poco com@in, ya que como se 3abe, ambag cepas comparten algu-
nos determinantes antig®énicos, tal como lo deseribleron Robert-
son y col (7B), quienes utillzaron métodos llgerumente diferen-
tes para desarrollar antlcuerpos monoclonales e ldentiflcar a
T. paliidum encontrando reacclones cruzadas con T. phagedenis
biotipo Reltar. Lo anterior inilca que los anticuerpos detec-
tan antigenos comunes en mis de una cepa de T. pailidum, pero
no detectan antigenos que son (nlcos para la cepa HNichols y que
es posible utllizar anticuerpos monoclonales para 1dentiflcar y
purificar componentes <de superflcle especificos de T. palilidum.

Yansen y Loltus [38) alslaron hibridomas jue secreta-
ban antlcuerpos monoclonales dlrigldos contra Iiaemophilus
ducreyl. Solamente dog de estos antlcuerpos monoclonales reco-
nocleron a todas las cepas de H. ducreyl de un grupo de 12 pro-

p-i-b- PN

badas a la fecha, y fueron capaces de detsrminar la presencila
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de este microorganismo en leesiones de piel producidas en acima-
les experimentales,

Los autores utilizaron un sistema de radiolnmunoensa-
yo para evaluar estos antlcuerpos monoclonales y emplearlos
para el diagnbstico potenclal. Los dos anticuerpos monoclona=
les determinaron rfipldamente la presencia de H. ducreyi en el
material de la lesibn; sin embargo, no reacclonaron con T.
pallidum purificado nl con tejido testicular de conejos con
orquitis tinducida por T. pallidum. Ademds, uno de los dos
anticuerpos monoclonales no discrimin® cepas de H. 1influenzae
de H. parainfluenzae, que pueden ser parte de la flora genftal
normal en humanos.

Los autores enfatizan que la técnica usada para la
detecclbn de H. ducreyl en este estudlo, no representa una Oni-
ca modalidad del uso de antlcuerpos monoclonales en pruebas de
dlagnbstico, sino que debe ser posible usarlos para desarrollar
técnicas de Inmunofluorescencla, tanto dlrectas como indirectas
o preferiblemente técnicas mhs simples, tan precisas como la
coaglutinacibn, Finalmente, concluyen que con la introducclbdn
de antlcuerpos monoclonales especificos de H. ducreyl simul-
téneamente, se incrementa la sensiblilidad del método.

Se hwartzman y Krug (83) demostraron la utilidad de
los anticuerpos monoclonales egpecificos frente a la beta-tubu-

lina para identificar microtfibulos de flageloc de Trichomonas

vaginalis, encontrando 1o que parece ser una reaccidn cruzada

entre la beta-tubulina del flegelo de T. vaginalla y la de



mam§iferos, y reportan una serie de anticuerpos monoclonales que
anteriormente mostraron especificidad frente a la beta-tubulina
de mamiferos, =n la cual los autores dicen haber demostrado 1la
determinaclbdn de microtGbulos subpeliculares y [lagelares de

Lelshmania donovanl y Toxoplasma gondll, menclonando que no

todos reacclonan con amicrotfibulos de poblaciones de T. va-
ginelis. Cuando se rijJd 7. vaginalls con formaldehido al 2%
antes de la extraccidn de 1s membrana, se obtuvo un patrdn
retlcular de fluorescencla en el c¢ltoplasma, acentuado 13 lo
largo de log mirgenes lateral! y anterior del &rea nuclear, pero
el mismo nfclen aparece como un &rea clara, ningln antlcuerps
tiré al flagelo, aln cuando 21 flagelo anterior estaba clara-
mente presente como 8e demostrd por la nalcroscopia de con-
traste.

Se procediH a la extraccldn de la membrana del parbe
sito, disolvitndola y conservando el cltoesquelsto; sin a2mbdargo
alin bajo estas condiclones, no fue posible detectar el flagelo
con anticuerpos monoclonales, nl el citoesqgueleto axial, sin
detectar el patrbn fluorescente cltopllsmico, pero si se obser-
varon, el axostilo, el fillamento parabasal, la costa, el

_flagelo recurrente y cuatro flagelos anteriores.

Los autores sugleren gjue la tubulina de T. vaginalls

muestra epitopes que varian con> respecto & los de la tubulinsa

de T. gondil y L. donovani como se reconocid con esta serle de

anticuerpos monoclonales, 3610 dos anticuerpos ldentificaron

el citoesqueleto axial y el Fflagelo, a dliferencla de sus
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descubrimlentos anteriores con L, donovanl y T. gondli en que

los 7 anticuerpos monoclonales que wusaron parecen haber
reconoeido las mismas poblaciones de mierotlbules por
inmunofluorescencia y por inmunotransferencia. La correlacibn
morfolbglca de 1las estructuras cltoplésmicas especificas
determinadas por los 5 anticuerpos que no reconocileron 1los
microtlibulos axlales, no esth clara.

£l patrdn retlcular podria no corresponder a los mi-
crotlibulos en vista de los hallazgos de la inmuno-electrotrans-
ferencla de los 5 anticuerpos que tifleron el cltoplasma., Pare-
ce ser que en L. dopovani la subunidad puede reconocerse como
en T. vaginalls, el epitope reconocldo por los anticuerpos que
tifileron el citoplasma podria ser otra proteina ciltoplésmica.
Las pruebas de inmunofluorescencia e Inmunotransferencia sugle-
ren que el epitope puede estar localizado en una proteina 8so-
clada al milcrotQbulo, lo cual explicaria 1la diferencla en 1la
d1stribucldn de la tinclbdn fluorescente.

En vista de que ya se habia demostrado la especiflci-
dad de estos anticuerpos por la tubulina de mamiferos en otros
experimentos, es posible que los epitopes relacionados con 1la
tubulina en otros componentes del ciltoesqueleto se reconozcan
en T. vaeginalls.

Finalmente, 1os autores concluyen que el citoesquele-
to de T. vaginalis es antigénicamente distinto del observado en
L. donovanl y T. gondil,

Fohn y col {24), en su reporte sobre la producclbn y



caracterizacibn de anticuerpos modoclonales dirigidos a
Mobiluncus sp. ~que son bacilos curvos, mbviles, asociados con
vaginosis bacteriana-, una vez producldos se caracterizaron por
ensayos inmunoenzimfticos y por inmunofluorescencla indlirecta.
Con el empleo de antlcuerpos nonoclonales identifl-

caron alslamlentos clinlcos de M. curtisil vy M, mulleris de 25

paclentes con vaginosis bacterlana. La sensibiildad y especi-
ficidad de la mezcla de antlcuerpos fue de 1007 para M. curti-
811, 8 de 9 (89%) de alslamientos de M. mulieris y un alsla-
miento de M. curtisll reacclonaron con enticuerpos dirigldos a
M, mulieris (94%), por lo cual, se suglere que comparten algu-
nos determlnantes antigénicos.

Sin embargo, los autores conslderan que en vista del
nfimero relativamente bajo de muestras, se debe examlnar un
nimero mayor, sobre todo provenientes de otras regiones geogrl-
ficas, para estudlar su comportamlento y determinar la sensibi-
lidad y especificidad de la mezcla de antlcuerpos monoclonales
en otras fireas.

Por otro lade, los autores usefalan jue los estudlos
de hibridlzacldn de ADN han demostrado una homologia minimea
entre ¥, curtisil y M. mulierds, (9 a 25%) mientras que hay un
grado de homologla mucho mayof {75%) entre M, cutlisil

subeapecle curtisil y M, curtisil subespecle holmesll.

El perfil protélco no fue capaz de diferenclar las
subespecles de M, curtisii; pero se definlb un epitope comln a

lag 2 subespecles con 3 antlcuerpos monoclonales, 5l epitope



en M. curtisil puede ser desnaturalizado y por ello no reac-
clonar en inmunotransferencia.

M. mulieris es morfoldgica, bloquimica, antigénica y
genéticamente distinto de M. curtisii, ya que 4 anticuerpos
moncclonales fueron especificos para estas especies y se unle-
ron 2 una molécula de 93 X4 y, en menar gzrado, a otra molécula
de B7 ¥d.

fa moltcula de 93 Kd parece estar presente en las 2
especies, aungue se desconoce el pesc molecular de M. curtisii
subegpecie holmess!.

%n conclusién, i1os antlcuerpos monoclonales identifi-
caron especles y subespecles, asi como antigenos compartidos de
Mobiluncus, Su utllidad potencial incluye la identificacibn
directa del mlcroorganismo en mwnueastras de vagine para deter-
minar la frecuencla verdadera de Mobiluncus sp. Ademfs, ge
requiere caracterizar los antigenos de Moblluncus para elucldar
su papel en la patogenicidad.

Stemm y col (88) efectuaron una comparacibn de dos

métodos para ldentificar inclusiones de Chlamydia trachopatis

en un cultivo en monocapa de células Mc Coy; por un lado, la
tineidn de yodo convencional y, por otro, la tincibn con anti-
cuerpos monoclonales fluorescentes dirigidos contra el antigeno
protelco de la membrana erxterna mayor, especifica de C. tracho-
matis. Los autores reportan que con el wméBtodos de tinclbn
inmunofluorescente se determinaron 8 veces mhs incluslones por

monocapa es decir, jue es un método mAs sensible, y también



mBs r&pido que los mBtodos convencioéales, ya que con &1 se
tdentificaron pricticamente %todas las muestras positivas en el
primer alslamlento y al eliminar el segundo paso, se disminuyd
el tiempo en aproximadamente un 30%.

Stephens y col {39) compararon la tlncibn de inmuno-
fluorescencia con la tincibn de flemsa y descubrleron gue con
la técnica de inmunofluorescencla habia un aumento al cuBdruple
de las cuentas de f{nclusiones y por lo mismo se mejoraba la
sensibilidad, particularmente en las muestras con una cuenta de
incluslones baja, ya que st E&stas carecen e glucbgeno no se
tifien, Aunque no explican completamente en qu& radica 1la
superioridad del método de Inmunofluorescencia con respecto a
la tineldn de Glemsa o la tincldn con yodo,

Por otro lado, Thomas y e¢ol (78}, en una tincibn
inmunofluorescente con antlcuerpos procedentes de un paclente
aon linfogranuloma venfres, tambi8n encontraron mis inclusiones
por muestrs, comparaio ocon la tinelbn de Tlemsa. 4 dlferencia
del trabajo reportazio por Darougar vy 2ol (1R), en el eual 3=
encontraron pocas diferenclas entre eatss dos métodos de tin-
eién, pero en el nque no se estudlaron muchos paclentes cuyas
muestras produjeran cuentas bajas de lnclusinnes,

En resumen, estos estuilos suzleren que la tincibn
inmunofluorescente es mas sensible para detectar inclusicnes
que la tincl8n con yodo o la tincibn de Glemsa.

Posteriormente, Mallinson y col (57) sugleren, en

base a su experiencla con 53 paclentes varones, gue la micros-
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copia inmunofluorescente con anticuerpos monoclonales puede ser
una buens alternatliva, en comparacidn con el método de cultivo

para dlagnosticar enfermedades por Chlamydia trachomatis.

Ho se hacen comentarlos sobre ninguna dificultad para
interpretar los exudados examinados con antlcuerpos moncclona-
les fluorescentes, posiblemente porgue 108 obtenidos de sus
paclentes fueron mis "limplos" que aguéllos que se obtlenen del
cérvix femenino. JSugleren que al estudlar &stos Gltimos algu-~
nag veces se difficulta su lnterpretacibn, por lo cual el método
de antlcuerpos fluorescentes no parece ger un método muy con-
fiahle para hacer dlagnbsticos en clinicas que atienden enfer-
medades transmltidas sexualmente y en las cuales los laborato-
ristas no tienen mucha habilidad en técnicas microblolbgicsas;
3in embargo, concluyen que el método del exudado directo puede
tener una ventaja sobre el cultivo, particularmente cuando en
forma inevitable exlste una demora entre la toma de 1a.mueatra
y su posterior lnoculacibn en el cultivo celular, esta es la
celeridad con que se obtlenen los resultades con el primero.

Se tlene otro estudio (73) en el cual se confirman
los resultados #obre sensibi{lidad y especificldad previamente
reportados (88) de los anticuerpos fluorescentes y que muestra
ventalas sobre los métodos de tinclbn con yodo o Glemsa. Sin
embargo, se encontrd que los anticuerpos monoclonales directoa
generan resultados falsos tanto negatlvos como posltivoes,
principalmente en paclentes cuya Infeccibn se caracteriza por

un nGmero bajJo de microorgsnismos; se demostrd que 3e pueden
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detectar infecclones por clamidias exiracelulares en secreclo-
nes obtenidas directamente. No obstante, cambib el criteric de
interpretacldn y en lugar de conslderar 10 cuerpos elementales
como muestra positiva, se conslderb gque sl se encontraban 5 o
mis cuerpos elementales en una fArea de 3mm de difimetro por cada
placa, se considerarie positiva la prueba, en base a que datos
previos mostraron una correlaclbn 1lineal directa entre el nf-
mero de cuerpos elementales por cultivo y el nlmero de cuerpos
elementales por frotis. Asi, se logrd aumentar la sensibilidad
sin disminuir la especificidad y se corrigleron errores como
los implicados en la toma de muestras, toxicldad del medlo de
cultivo al transportar la muestra o del cultivo de tejldes,
congelamiento, muerte del microorganlsmo o su inhibicldn por la
presencia de otros mlcroorganismos que sge desarrollan en el
cultivo de tejldos y la presencla de sgustanclas inhlbldoras,
comg antlcuerpos, qué afectan la capacidad del mlcroorganlismo
para crecer en cultivo de tejldos.

Francls y col (27) temblen encontraron que los anti-
cuerpos monoclonales conjugados con fluoresceina son Otiles
para dlagnosticar enfermedades por clamidla y menclonan que
usaron anticuerpos monoclonales especiflcos de género y especi-
ficos de especle para determinar incluslones de clamidla en
cultivos de tejldos y para determinar cuerpos elementales en
frotls por examen de la muestra directa, Se presentaron algu-
nos errores de lectura en los frotis inmunofluorescentes que se

debleron principalmente a la reactivided c¢ruzada de los anti-~



cuerpos, a la alta luminosidad del fondo y a la unlbn de 1la
fracecibn Fc de los antlcuerpos monoclonales conjugados, con la
proteina A del estafilococo doredo.

Posteriormente Pouletty y col (71) optimizaron un
examen de 1inmunofluorescencla directa para determinar cuerpos
elementales de Chlamydia en muestras cliniecas, usando una mez-
cla de dos anticuerpos monoclonales conjugados con fluores-
ceina, uno especiflco de gBnero y otro especifico de una subes-

pecie de Chlamydia trachomatis, AdemBs, se optimizb (52,71) la

supresibn del fondo fluorescente y se inhibid la unidn de 1la
porelbn Fe de los antlcuerpos monoclonales conjugados con la
proteina A de S. sureus,

1.os autores concluyen que medlante las modificaciones
que hicleron a2 la tBenlea convencionasl, se logrd una forma
simple y eflclente de mejorar la especificidad de los reactlvoes
usados para exfmenes de muestras directas. La lectura de las
laminillas fluorescentes fue sencilla, 108 cuerpos elementales
fluorescentes y los cuerpos reticulados se observaron claramenw
te contra un fondo con células tenidas con colorante de con-
traste. 1a sensibllidad y la especificldad obtenidas con mues-
tras directas en comparacifn con el cultivo de tejlidos, fueron
similares a las descrltas en otros reportes, considerando el
criterio de positividad por laminilla en base a diez o més
cuerpos elementales. Se evitaron la causas conocidas que
podrian conducir & resultados falsos positivos, optimilzando la

fluorescencia de los anticuerpos monoclonales conjugaedos, como



se vib en otros ex&menes del mismo tlpc;.

Se pueden detectar los antigenos espec'iflcos mientras
que el cultivo de tejidos puede ser negativo. Por lo tanto,
los pocos resul tados positivos de muestras de examen directo
que fueron negativos en el cultivo de tejidos, podrian ser
positivos verdaderos.

De acuerdo a lo enterlor, Pouletty vy col (71) sugile~

ren que una optimlzacidn culdadosa de los reactivos Iinmuno-
fluorescentes directos, permitiria una leztura mhs confiable y
sencilla de 1las laminillas de muestras directas. Tambi&n,
-sugieren que el uso de un criterio de positividad tomando una
base menor de diez cuerpos elementales, aumentaria la senslbi-
1idad del m@todo sin dismlinuilr la especificidad.

Existe un slstema comerclal, Microtrack, que consiste
principalmente en un anticuerpo monoclonal fluorescente (103);
Forbes y <ol (26) lo evaluaron para Jdetectar CThlamydla tracho-
matls dlrectamente en las muestras, comparande esta metodolo-
gla con el cultivo de efluylas en dos poblaclones de paclentes,
una de alto y otra de dajo rieszo de iInfeccldn,

En base a sus resultados, los autores concluyen gue
es necesarlo correr el Mlcrotrack en paralelo con el cultlvo,
desde el !nleln. Se observaron a lamersifn las laminillas y
encontraron que el 140% de los resultados Ffalsos negativos,
tenian poco menos de dlez cuerpos elementales an todo el frotis

mientras que en el 40% de frotls falsos negatlvos se observaban

de 0 a 5 cuerpns elementales,



En conclusibn, se mejord notablemente la sensibilidad
del Microtrack al camblar el criterto sefalado por el fabrican-
te del reactivo, y en lugar de conslderar une laminilla positi-
va cuando en &sta se encuentren dlez o m&s cuerpos elementaltes,
se conslderaron tres o mhs y se incluyd la observacidbn de 1la
laminilla a inmersibn.

T1lton y col {359) desarrollaron dos metodologias que
por microscopia, involucraban anticuerpos nonoclonales y las

compararon con el cultivo de Chlamydia trachomatis. Demostra-

ron gque no exliste una diferencia lmportante en el promedio de
sensibilidad y especificidad de las pruebas. Sin embargo,
encontraron una variaclbn interlaboratorio observada en funcibn
de la sensibilidad de la microscopia con anticuerpos monoclona-
les y una discreta varlaclbn de especificidad, Sefalan que
cualgqulera podria ser un nBtodo de monitoreo efectivo para
poblaclones en alto rleago. L.os exfmenes rlpildos tlenen el
potencial de salvaguardar 1las dificultades técnicas que se
presenten y aventajlan el ¢tradicional mBtodo de cultivo puesto
que no requieren tanto tlempo. Ademfs, en el caso de loa mBto~-
dos con anticuerpos monoclonales son mis sencillios de llevar a
la prhectica y pueden hacer una prueba cuantitativa,

Los autores estudlaron ademBs, que en un segundo exu-
dado se arrastran menos mleroorganlsmos que en un primero, por
1o cual el segundo exudado no es tan confiable para asegurar
mixima sensibilidad y dejar al libre arbitrioc del laboratorio,

la decisibn de culil mBtodo usar, por supuesto en base a costos
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y nfimero de muestras a tratar rutinariamente, ya que tanto el
ensayo con antlcuerpos monoclonales fluorescentés como el ensa-
yo inmunoenzimBtico con anticuerpos monoclonales son igualmente
Gtiles.

Por Gltimo, se sugiere que en el ceso del ensayo con
antlicuerpos monoclonales fluorescentes, la fluorescencla es
at1l, pero las preparaciones tienden a destefirse mis rhplda-
mente, por lo cual se 1incluyd un colorante de contraste para el
fondo de estas preparaclones y se prefirid el anticuerpo mono-
clonal diriglido contra epitopes protelcos de la membrana extepr-

na mayor de Chlamydla trachomatis, que diflere de otros equlpos

en que el anticuerpo en este caso se dirige al lipopolisachri-
do.

Storey y col (92) asi como Richmond y col (76) des-
eriben una téenica de inmunotransferenclia (IDST) para determi-
nar el antigeno tipico del género Chlamydia, comparfndola favo-
rablemente con la técnica de cultlvo de c&lulas para dlagnosti-
car enfermedades genltales por Chlamydla. En el IDBT, el anti-
geno llpopolisachrido {LPS} especifico del género se determind
con un anticuerpo monoclonal marcado con 1125 por auto radio-
grafia en membrana de nltrocelulosa. El 92% de las muestras
urogenitales evaluadas, dleron como resultado cultlvos positi-
vos, detectfndose en un H2% de estas muestras menos de dlez in-
clusiones, Sin embargo, el miximo de sensibilidad sblo =se

obtlene cuando se exponen 1las auto-radlografias durante 72

hores; ablo se observd una reacclbn falsa positiva causada por
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la protginarA en un exudado de conjuntiva de un neonato con
infeccibn por estafilococo dorado.

Posteriormente, los mismos autores (61) modificaron
esta téenica y meloraron velocidad, sensibilidad y especifici-
dad, La velocidad aumentd al mejorar la exposiclbn del antige-
no a la suto-radlografila en la membrana de naltrocelulosa (NZH)
por una digestidbn de los antizenos protelcos adyacentes en la
membrana extecrna de Chlamydia, por meilo de una proteinasa, ya
que se podria haber enmascarado parclalmente al antigeno LPS.

Se mejord la sensibilidad al usar una pelicula més
sensible que en la técnica propuesta originslimante, asi que fue
posible también reduclr el tlempo de exposicidn a 24 horas, El
tratamiento con la proteinasa se utilizd para evitar interfe-
rencia con la proteina A del estafilococo dorado. 3in embargo,
se reconoce qgue no es posible usar Invariablemente la proteina-
sa "X", ya que las técnicas que involucran anticuerpos monoclo-
nales dependen de 1la determlnaci®n de un antigeno protélco.
Asimismo, los exhmenes bhasados en el reconocimlento del antige-
no LPS especifico del género Chlamydia, presentan el problema
de ser Incapaces de dlferenclar una infeccibn debida a £,
psittaci de otra por $. trachomatls; sin embargo, el ensayo de
innunotransferencla 3% puede hacer la diferenclacibn, por lo
tanto es especifico.

¥l ensayo de inmunotransferencia resultd ser, al me-
nos, 24 horas m&s rfpldo que el cultivo rutinario, aunque

tambi®n es mhks lento que la identificacidn de Chlamydiae con
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anticuerpos monoclonales marcades con fluoresceina, Por 1lo
tanto, la inmunotransferencla probbd ser simple y conflable para

dlagnosticar enfermedades genltales por Chlamydle trachomatis.

Existe otro sistema comerclal llamado Pathfinder DFA,
que consiste tambifn en un anticuerpo monoclonal fluorescente,
directo, De scuerdo a los resultados de Roblin y col (79), se
suglere que este sistema tanto en sensibilidad como en especi-
ficldad, es equivalente al Microtrak DFA -jue como ya se cith,
también se wvale 4e un anticuerpo monoelonal fluorescente,
aunque examinaron un nlmero de muestras oftf&lmicas relativa-
Vmente bajo, la frecuencia de conjuntivitls causada por
Chlamydia fue alta. La autora y sus colaboradores concluyen
que la frecuencla de muestras positivas de nasofaringe, fue muy
pequefia para evaluar de manera preclsa el desarrollo de ambas
pruebas. Sin embargo, es de especial interfs 1o que parecia
ser un enorme nlmero de muestras nasofarfingeas falsas positivas
procedentes de 1infantes con conjuntlivitis, se obgervb que
estos resultados falsns positivos ocurrian sblo en neonatos que
padecian conjuntivitis y que presentaban cultivo positive para
Chlamydia, es declr, muestras que eran verdaderamente poslti-
vas, 1o cual se confirmd por la presencia de cuerpos elementa-
les fluorescentes, tiplcos, en sedimentos de nmuestras del
cultivo original,

NDentro de este estudio, se clitan varlas razones por
las que 1a sensibilidad pudo haber wvariado como la diflcultad

para leer las pruebas por la presencla de numerosos artefactos,



o blen por un mel muestreo., : Se enfatiza tambi®n, que su baja
sensibilidaed _no sa dehiH a un nlmero bajo de microorganismos en
la muestra,

Finalmente, se clta que 1los reactivos dirigidos a
proteinas de la membrana externa mayor, parecleron producir una
fluorescenclia mis brillante, cuerpos elementales de morfologia
mis consistente y tinclones menos 1inespecificas que los reacti-
vos de anticuerpos monoclonales dirigides al 1lipopolisachrido,
Sin embargo, tambl&n se cita que aflin entre los anticuerpos mo-
noclonales dirigidos a proteinas de la membrana externa mayor,
hubo diferencias en la tincidn de algunas serovarledades, por
1o cual algunos reactivos DFA monoclonales podrian no detectar

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

posible extrapolar el exito al usar uno u otro reactivo.

Posterliormente, 108 equlpos de trabajo representados
por Hammerschlag (37) y por Smith y col (86) hicieron una nueva
comparacibn, entre un anticuerpo monoclonal fluorescente (Path-
finder)} y un anticuerpo monoclonal usado en un ensayo inmuno-
enzimftico llamado (Chlamydiazlme), para dlagnostlicar conjunti-~
vitis, neumonia por Chlamydia en neonatos e infecciones genita-
les en mujeres,

Las diferenclas f{undamentales entre Pathfinder y
Chlamyd lazyme son: gque el primero utiliza un anticuerpo mono-
slenal antillpopollsaclrido y un anticuerpo policlonal y ae
provee revestlido en tubos de ensayo, mientras gque el Chlamydia-

zyme solamente utiliza un anticuerpo policlonal sabsorbido en



perlés de poliestireno,

En estos estudios, los resultados demostraron que el
Pathfinder es equlvalente al Chlamydiazyme para detectar C.
trachomatls en muestras de conjJuntiva de neonatos y en muestras
de cBrvix, respectivamente y, que por 1o tanto, la adlcidn del
anticuerpc monoclonal en el Pathfinder no es relevante en
términos de sensibllidad, de especificidad, nl de muestras
oftilmicas o nasofaringeas, de hecho, el cultlvo mostr® mejores
resul tados (86).

Segln LeBar (54), el objeto de un estudio que repor-
ta, fue el de comparar dos ensayos gue no dependen del crecl-
miento de [hlamydia en cultivo, el IDPEIA III que es un inmuno-~
ensayo amplificado con anticuerpos monoclonales y une sonda de
ADH isotbplco para determinar 1infecclones genltales por Chlamy~
dia trachomatis. fabe sefialar que en el IDEIA III se usa un -
anticuerpo monoclonal especifico del geénero Chlamydia y un
sustrato con un sistema de ampliflcaclbn a base de una aleohol

bx1do reductasa diaforasa para determinar la pregencla de

Chlamydia trachomatis.

Este estudlio demostrd una alta sensibilided y especi-
ficidad con resperto al cultivo. E1 problema de esta compara~
¢ibn es que todos los resultados IDEIA IIY positlivos serdian
considerados como false-positivos por cultlvo, ya que el culti-
vo no los regilstraria, y porque al cultivo se le toma como prue
ba de referencia, aunqgue tlene una senslbilidad inferior al

1001,



El IDEIA III demostrd ser el mis sensible de los dos
nétodos no basados en cultivo, sblo un porcentaje bajo de pa-
cientes geria tratado Ilnnecesariamente.

Por otro lado, los métodos no basados en cultivo son
muy rfpidos, ahorran trabajo y problemas de interpretaclbn ob-
Jetiva de los resultados. Una conslderacibn muy necesaria es
aquélle de que los falsos positivos y negativos pueden de-
sembocar en la adminlstracifhn lInnecesaria de terapla o en se-
¢uelas resultantes de la enfermedad,

Por otro lado Zhang y col {120) reportan haber gene-
rado un grupo de anticuerpos monoclonales que reconocen epito-
pes protelcos, inmuno-accesibles en la membrana externa mayor

de Chlamydia trachomatis, dichos anticuerpos monoclonales pro-

tegen a los ratones de la muerte luego de inyectarles cuerpos
elementales de C. trachomatis variedad B, =mlsmos que neutrall-
zaron la infectividad del microorganismo en los o}os de monos,
mientras que aquellos monoclonales que reacclonan con especies
que no son inmuno-accesibles o con epitopes de la proteina de
1a membrana externa mayor, especiflcos de especie o con epito-
pes lnmuno-accesibles especificos al género en el lipopolisach-
rido de la clamidlia, no protegen al ratbn.

Estos resultados sugleren gue 1los epitopes protelcos
de la membrana externa mayor que son especificos al serogrupo
o a la serovariedad y gque est&n accesibles a antlicuerpos en la
superficie de la cBlula de clamldia, podrian ser Utiles para

preparar una vacuna para el tracona,



3.2 SISTEMA DIGESTIVO

Singh-Naz y col {85) desarrollaron un ensayo inmuno-
enzimhtico con tres diferentes anticuerpoa monoclonales para
ldentificar y tipificar adenovirus del subgrupo P tipos 40 y
k1, en paclentes con gastroenteritis causada por este agente
viral. Al comparar este ensayo inmunoenzimftlico con otras
técnicas, los autores encontraron que el lnmunioensayo detectaba
concentraciones de al menos 10 adenovirus por ml, es decir tan
sensible como 10 a 64 veces mAz que la microscopia electrbnlca,
957 mis sensible comparado con el aislamiento de los virus en
la linea celular 293 y con una especificidad tambleén mayor al
g95%, como se determind por anflisis del perfil del genoma del
adenovirus {34).

Por medlo de esve estudio se determind que los 3
anticuerpos monoclonales estaban dirigidos contra diferentes
determinantes antigénicos de una misma proteina de 17 ¥3 y que
mostraban diferentes reacclones con los adenovirus de los tipos
40 y 81 al reallzar un ensayo inmunocenzimBtlco (ELISA). Asl-
mismo, demostrd que los diferentes tipos de adenovirus del sub-
grupo ¥ diferencliados or!lginalmente por anhlisis de ADH, pueden
ser también diferenciados ffcilmente por el ensayo inmunoenzi-
mitico con anticuerpos monoclonales.

De igual manera YWood y col (114}, evaluaron un equl-
po disponible a nivel comercial, en el cual se usaban anticuer-

pos monoclonales en un ensayo Inmuncenzimitico para detectar



adenovirus ¢ipos 80 y 41 en heces, segln se cita, los autores
encontraron al presente métode fhcll de llevarlo a la préctica,
~con alta especificlidad (95.8%) y sensibilidad (96.3%) en compa-~
raclbn con la microscopia electrdnica, la cual generalment.e da
resul tados falsos negatlvos con bajas concentraclones de virus.
Mo se reportan reacclones cruzadas con alslamlentos obtenidos
de cultivos de células de las cepas estudladas, por lo cual
concluyen que probablemente los problemas que se tuvieron con
el ensayo InmuncenzimBtico se debleron a infecclones con otro
mieroorganismo patdgeno, ademhs del adenovirus,

Pacini y col (66) en un estudio que reallzaron con
rotavirus comparando la microscopia electrbnica, la electrofo-
reais de ARN en gel de pollacrilamida y los ensayos Inmunocenzi-~
miticos basados en anticuerpos monoclonales y policlonales, en-
contpraron que la electroforesls en gel de poliacrilamida (PAGE)
la microscopia electrbnlca y los Inmunoensayos Pathfinder y
Rotazyme II, (el primero con un anticuerpo monoclonal y el se-~
gundo con un anticuerpo policlonal) fueron equivalentes; aunque
la esapecificidad del método de electroforesis de ARHN en gel de
poliaerilamida (PAGE) excedib 2 1z de otros mbtodos y se consi-
derd del 100%. Asimlismo, lnz autores reportan que los dos
inmunoensayos sin modificactones, dieron especificidades 1d&n-
ticas al PAGE, pero la sensibllidad del Pathfinder fue mayor.
Ninguna muestra fus positiva por PAGE, y negativa por
Pathfinder y sblo una muestra que contenia antigeno de rotavi-

rus detectable por Rotazyme I1I, pasd inadvertida por el ensayo



inmunoenzimBtico monoclonal Pathfinder,

Sin modificar los inmunoensayos, se obtuvieron un 13%
de resultados falsos positivos por Pathfinder y un 15% por
Rotazyme II, lo que 1implica clertos problemas sobre tedo en
casos en gque la frecuencla de infeccibn por rotavirus es rela-
tivamente baja (mhs de la mitad de los falsos positivos resul-
taron negativos al reexaminarlos).

Se sefala que un ajuste en el valor de positividad
reduce los falsos positivos en 1.5% s8in =afectar la sensibili-
dad. Estos hallaczgos sugleren que es convenlente hacer las de-
terminacliones espectrofotométricas.

Asimismo, se reporta haber suspendido las muestras en
un amortiguador de fosfatos libre de magnesio (y no en el dilu-
yente que el fabricante del Pathfinder Iincluye} para obtener
lecturas mayores que con las de &ste 0ltimo, el cual contiene
un surfactante que expone antigenos orientados internamente al
romper la chpside protéica del virus.

%ste estudlo suglere que el Pathfinder cuando se usa
como recomienda el fabricante, es tan especifico como el
Rotazyme II pero mhs sensible. Las determinaclones espectrofo-
tonftricas en Pathfinder podrian sefalar resultados falsos po-
sitivos debldo a lecturas relativamente bajas en nhmerc de
virus; le especificided se podria mejorar ajJustando el nlvel de
valores de densidad optica y el uso del amortiguador sallino de

fosfato en luger de diluyentes, que no inhibib la determinacibn
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del antigeno de rotevirus n! en Pathlinder ni en Rotazyme II y
podria permltir una preparacldn ms sencilla de la muestra
cuando se usen muestras Gnicas para mlltiples ex&menes,

Svensson y col {96) describen un %trabajo en el cual
entre varlas muestras de heces que 1ncluyen rotavirus patbgenos
para el hombre, algunos no reacclonan con antlcuerpos monoclo-
nales especificos.

Sin embargo, los autores no c¢oncluyen si realmente
exliste o no algOn nuevo subgrupo, solamente Insisten en que hay
ciertas cepas que no pudleron clasiflcarse ni en el subgrupo I
nl en el II, y que algunos rotavirus encontrados en muestras de
gallinas, equinos, ete, no se han podido clasificar,

Pinalmente concluyen gque s8e requerirf de investiga-
ciones posterloreas para esclarecer sl exlste o no este nuevo
subgrupo.

Kinney y col (50) reallzaron un ensayo para detectar
ARMN de doble cadena, aplicéndoio para detectar rotavirus del
grupo A y otros rotavirus de grupos diferentes al A; menclonan
que la detecclibn de estos virus por lnmunoensayo o por sistemas
que involucran siatemas Je hibridizacibn de &acides nucleicos,
suelen ser dificiles de aplicarse a los virus porgue E@stos,
muestran varlaclones antlgénicas y genéticas, precisamente, por
ta falta de informacl®dbn y de conocimiento sobre estas varliaclo~
nes a2 ha dificultado el desarrollo de ensayos para este dlag-

nbstico, 1o cual ha limitado el conocimlento de su papel en las



enfermedades humanas.

Entre lo que 81 se conoce de los virus, est8 el hecho
de gue todos contienen un genoma ton una doble cadena de ARN,
por lo gue ze desarrolld un engayo en el gue ge usaron anti-
cuerpos monoclonales para medir la doble cadena de ARN, Zste
detectd esta doble cadensa de ARN de al menos 10 unidades forma-
doras de placas (P7U) de cepas estfndar del grupo A de rotavi-
rus _;,7' también pudo devssctar cepas del grupo B en clertos anima-
les, aln cuando los titulos de virus se encontraban tan bajos
como para sdlo ser detectables por electroforesis en gel de
poliacrilamnida.

Al aplicar el enzayo en heces de nihos, se detectd la
doble cadena de ARN en 2qusellus nmuestras en las que no se pudo
detectar por inmunoensayn. Asi, se concluye quz la medicibn de
la doble cadena de AN ofrece un matodo poatenclalmente Gtil
para ls deteccldbn sensgidhle de una amplia gama de rotavirus y
otros miembros 3e la famlilis Repviridae,

Ademag, en virtuyd de que ol epitope reconocido por el
anticuerpo monoclonal e reslstente a la digestibn proteoliti-
ca, el examen permite detsctar la pregencla de virus unidos a
complejos Inmunes en condliclones en que el virus no podria de-
tectarge con ensayod Inmunoldgzicos.

Tambi®&n sugzleren que el usoc de este ensayo podria ser
Gtil como un método de monitoreo para detectar ARN viral en

muestras de humanos y anlmales; las muestras positivas pueden
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ser anallzadas subsecuentemente con sistemas mks especificos,
aunque tamblen mhs laborlosos y tardados.

Concluyen que el uso del ensayo en cuestibn, darh
como resultade tanto un mejor control de las enfermedades 1in-
fecclosas en los hospltales para evitar la contaminaclbn, como
el desarrollo de estudios epldemiolbgicos detallados, tanto de
la famille Reoviridae como de otras famillias de virus, aunque
tal vez alin se desconozcan, y no sea posible identificarlas con
metodologias convencionales.

En otros estudlos, Burns y col {10) reportaron la ca-
racterizacibn de tres anticuerpos monoclonales dirigidos a ro-
tavirus del grupo B, que causan bdrotes de diarrea en humanos,
asi{ como su uso en un sistema de deteccibn de antigenos por
medlo de un ensayo inmuncenzimhtico, en el cual se menclona que
la reactividad de los antlicuerpos monoclonales disminuyd al so-
meterlos a un tratamiente con EDTA, lo cual suglere que son
reactivos a las proteinas de la particula wiral ({chpside).
Ademas, se encontrb que aparentemente los epitopes involucrados
con las reacclones de identiflicacibn, se traslapan dentro de un
solo sitio antigénico.

En base a los resultados, se suglere que el ensayo
con estos anticuerpos monoclonales, es lo suflcientemente Util
para identificar brotes epldémlcos causados por los rotavirus
del grupo B y para monltorearlos.

Matsui y col (58) mencionan que los rotavirus son

causantes de dlarrea severa en nifios, producen brotes epldémil-
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cos tanto en paises en desarrollo comol en aqufllos desarrolla-
dos, afectando tanto a anclanos como a enfermos ‘en periodo agu-
do y a paclentes inmunocomprometidos; ahora, sugleren que
tamblén causan enfermedades en adultos normales.

Las particulas de rotavirus conslsten en once segmen-
tos de ARN de doble cadena, englobados por una cublerta de pro-
teina viral de doble capa llamada chpslde, que esth constituida
por protefinas v-ir;-.les denoninadas VPT7 y VP4, La primera es una
glicoproteina de 37Kd, responsable de que el rotavirus se
adhlera a las cBlulas. La VP4 es una proteina de 8H,5%d codi-
ficada por el segmento 4 del gen como la hemaglutinina viral,
Reclentemente se descubribd que la segunda aumenta la iInfectivi-
dad viral cuando ge somete a tratamiento enzimBtlco con tripsi-
na, dividiéndose en los fragmentos VP8 y VPS.

Cada proteina de la chpside induce la produccibn de
antlcuerpos monoclonales para neutralizar sl virus in vitro y
proteger al paclente contra la infeccibn in _vivo.

Se menciona en este mismo trabajo gue exlste una pro-
_tecclbn pasiva contra rotavirus aque 1Inducen 4dlarres, por medio
de antlcuerpes monoclonales Airigidos al dominlo de neutraliza-
cibn heterotipica de VE7 y al fragmento VP8 de la proteina VP,

Se encontrd que 103 antlcuerpos no neutralizantes dl-
rigidos A VP7 y & la proteina interior de la cBpslde (VP6) no
protegian de desafios al ratdn, por lo cual surgen dos pregun=-
tas muy importantes: 1);Los anticuerpos monoclonales VP7 hete-

rotiplcos protegen pasivamente a ratones lactantes del desa-



fio?, 2) ¢Son los anticuerpos monoclonales dlrigidos contra la
porcibn VP8 de VP4 capaces de proteger paslvamente al ratbn de
desafios con rotavirus virulentos?

Tambi&n se reporta que los anticuerpos monoclonales
neutralizantes protegen al ratdn del desafio con rotavirus vi-
rulentos, pero no protegen contra desafios con otros rotavirus.
Asi se observd que mientras un anticuerpo monoclonal neutralizd
los serotipos 3 y 6 del rotavirus in vitro y protegid a los ra-
tonea contra el desafio con estos virus, no los protegid contra
el desafio con rotavirus del serotipo 4. Aunque no se conoce
la razbn, lo que es seguro, segln los autores, es gque no hay
ejemplos de antlicuerpos que protejan In vivo &in neutrallzar
rotavirus in vitro.

Por otro lado, Ahmed y col (1) caracterlzaron rotavi-
rus patbgenos para los humanos, por medlo de ensayos inmunoen-
zim&ticus con antlcuerpos monoclonales especiflcos a clerte
serotipo y algunhos subgrupos de rotavirus obtenldos de paclen-
tes con diarrea en Bangladesh, encontrando que el serotipo 1
predomina sobre los serotipos 2, 3 y 4, aungque en algunos casos
se observd reaccibn entre muestras de los subgrupes I y II,
ademBs de varlaciones entre diferentes hospitales. Asimismo,
obgervaron gue todas las cepas de rotavirus subgrupo 1 serotipo
2, desarrollaron un corrimlento electroforético corto, mlentras
que casl todos las cepas del subgrupo II y serotipo 1, 3 &6 4
desarrollaron un corrimlento 1largo. Sugieren, que en base a

3us resul tados, probablemente exliate cuando menos otro subgrupo



de rotavirus grupo A y, aclaran que los anticuerpos monoclona-
les de este ensayo servirfin para caracterizar, posterliormente,
los subgrupos de rotavirus gque Iinfectan & humanos causando
enfermedades gastrolntestineles,

En cuanto a los resultades negatlvos, los autores su-~
gleren que pueden deberse a la pregencia de un n(mero 1insufi-
clente de virus para poderse detectar, ya gue &8l revisar 27
muestras negatlvas por microscopia electrbdnica encontraron
pocos microorganismos; o blen, a que coto la eficienclila del
examen de serotipificacldn depende del nlmero de virus comple-
tos y viables en la muestra, podrian haber existideo pocos
completos. 51 hecho de que se presentaran pocos virus podria
deberse a que se hublesen roto o perdido por efectos de pH,
enzimas, o 1inclusive el tlempo de recoleccidn, transporte y
procesamlento de las muestras.

Tambl®&n se notd gque las cepas pueden tensr caracte-
ristlcas genkticas no comunes., De hecho, segln sugleren, se ha
demostrado gue bajo condiclones experimentales, el Intercamblo
de sgegmentos gendmlcos ocurre con alta frecuencla en c¢Blulas
infectadas con dos rotavirus diferentes (4,102): aungue
tambl®n se puntuallza que este fenbmeno aln no se ha estudlado
y que por su parte sblo conflrmaron la rcorrelacibn del corri-
miento electroforético corto del subgrupe 1 y del serotipo 2.

Bn otro campo, Midthun y col {(63) produjeron hibrido-
mas productores de antlcuerpos monoclonales dirigidos a VP7,

una proteina neutrallizante del serotipo 9 de rotavirus cepa
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W161; de entre esos antlcuerpos monoclonales, sblo uno neutre-
1426 a las cepas estudiadas de rotavirus serotipo 9 con las gque
reacciond especificamente en un ensayo inmunoenzimtico.

Cabe sefalar nque todos los enticuerpos monoclonales
eran del tipo IgG, y que se habian dirigldo contra 1la protefina
VP7 de la cepa W16l de rotavirus, ningln anticuerpo monoclonal
neutrallizd virus cuyos genes derivaban del serotipo 1, 2, 3 &
4., Adenfs, no se notaron reacclones cruzadas con cepas de ro-
tavirus de los serotipos 1 a 8 incluyendo cepas UK de bovino.

Segln los autores, sus resultados demuestran la alta
especificidad de los anticuerpos monoclonales dirlgidos contra
la proteina VP7 de las cepas serotipo 09 de las cuales, 2, la
W1h1l y la FAU5, se alslaron en EUA y Japbn, respectivamente. La
alta easpecificldad se (fundamenta en el titulo elevado de
neutralizacldn y en las reacciones inmunoenzimbticas.

Degtacan que es necesarlo identiflicer el serotipo de
log rotavirus para estudlar y comprender la epldemiologia de la
infecelbn, pero que también se necesita evaluar la efilciencla
de diferentes rotavirus para preparar la vacuna correspondien-
te, especialmente en relacibn con la inmunidad heterotiplca.

Asimismo, se hizo una comparacibn de diferentes meto-
dologias para diagnosticar la presencin de rotavirus y se dedu-
Jo que todas, excepto el ensayo inmunoenzimBtico con anticuer-
pos monoclonales especificos, requieren mucho tlempo, represen-
tan costos muy elevados, requieren tanto cultivar al virus en

lineas celulares, como laboratoristas altamente capacitados.
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-Por 1o anterior, consideran que el enéayo inmunoenzimltico es
una buena alternativa de dlagnbstico,

Sarasombath y col (31) establecleron dos anticuerpos
monoclonales dirigldos contra antigenos de proteina de Salmone-
1lla typhi. Uno de los anticuerpos (STP 14) pertenecia a la
subclase G1K de inmunoglobulinas y el otro {ST? 13) 3e asiznd a
la subc¢lase GRa(k) de inmunoglobulinas,

Para evaluar las especificidades de los anticuerpoas,
108 mutores desarrollaron una inmunotransferencia g¢on un grupo
de antigenos de 12 bacterias relacionadas: Salmonella typhi, S.

paratypht A, S. paratyphil B, S, paratyphi C, S, choleraesuis,

S. enteritidis, 5. krefeld, S. panama, S. typhimurium,

Escherichla coll, Pseudomonas pseudomallel ¥ Yersinia

enterocolitica.

Ambos anticuerpos monoclonales identificaron al anti-
geno proteinlco de 3I4Kd de 5. typhl. Sin embargo, reacclonaron
en forma cruzada con 1la proteina de 34%d alslada de Salmonella

paratyphi C, S. choleraesuls y S. typhimurium. Posterlormente,

se demostrb que aunque estos antlcuerpos monoclonales detecta-
ron, mediante un ensayo inmunoenzimBtlico 1indirecto (ELISA), el
antigeno de la proteina preparada a partir de S, typht a con-
centraciones tan baj)as como 0.6 mg/ml, no pudleron detectarla
en muestras de suero u orina de paclentes con flebre tifoidea.
De acuerdo con lo anterior, los autores sugleren que
posiblemente los epitopes que reacclonaron con estos antlcuer-

pos monoclonales estln ocultos en su forma nativa o esthn blo-



queados formando complejos inmunes en muestras clinicas, slen-
do, por lo mismo, inaccesibles para reaccionar en las pruebas
con antlicuerpos monoclonales disponlbles o, debido & que &stos
reacclonan en forma cruzada con un nfmero determinado de otros
antigenos de Salmonella, podrian tener un valor limitado en el
dlagnbatico dlferenclsl de flebre +tifoidea, particularmente en
reglones donde son comunes las enfermedades slamilares a la fle-
bre entérlca,

En otro orden de ideas tamblén relaclonadas con el
tema y, particularmente con la enterotoxina A de Staphyleococcus
aureus, se reallzd un ensayo inmunocenzimbtico usando una combi-
naclbn de antlguerpos menoclonales y policlonales y una reac-
clbn de biotlina estreptoavidina {(18), encontrando resultados
muy satisfactorlos, de tal suerte gue se recomlendia usar el
slstema con la mezcle de anticuerpos tanto monoclonales como
policlonales de uso rutinarlo ya que no son rlesgosos, ni
reguleren estandarizaclidn, pueden refrigerarse por periocdos
prolongados, la t&cnica permite terminar la prueba y dar resul-
tados en un solo turno, es declir en 8 hores,

Posterlormente, Sarasombath reportd al igual que Ekpo
y col (19) un estudlo en el cual la clave del éxito fue la purt
ficacldn de la proteina Bp de 3. thyphi utilizada como 1nmunbge
no, lo cual se complementd al capturar componentes antigénicos
de 3. typh! en una coluuna de afinldad preparada a partir de
Sepharosa conjugada con anticuerpos IgG en contra de la Bp par-

cialmente purificada, eliminando efectivamente todos los compo-
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nentes que no reaccionaron, mientras .que se usd el eluyente
para producir anticuerpos monoclonales.

Los autores selecclonaron 10 anticuerpos monoclonales
a partir de 6 clonas hibridas, especificas a la proteina de 52
Kd de S. typhi y encontraron que estos 10 antlcuerpos monoclo-
nales eran especiflcos para epitopes de 5. typhl y que reacclo-
naban sblo con esta proteina de 52Xd; aslmismo, encontraron gue
los anticuerpos nonoclonales podian detectar a este antigeno
presente en la orina y suero de pacientes con flebre tifoldea,
por lo gque e3 posible que los epitopea de 52Kd estén ocultos o
bloqueados en la forma de comple)os inmunes, por lo cual, no se
pudieron fdentificar, Finalmente, debido a que la mayoria de
los paclientes con flebre tifoldea exhlbleron una respuesta del
anticuerpo IgM especifico hacla el antigeno de 52Kd, los auto-
res concluyen que dicho antigeno es potencialmente ftll para el
aerodiagndotico Inicial o temprano de flabre tifoldea en paclen
tes con llebre de orlgen desconocldo y que ademis, se debe con-
siderar como un nuevo zandidato para preparar una vacuna contra
la ftebre tifotdea; sugleren que debe Investlgarse esta Ultima
poaibilidad, ya que con la counbinacldn de estos antlcuerpos
monoclonales altamente especificos y con la teecnolozia moderna
de ADN recomblpante, se pueden obtener grandes cantidades de
proteina de 52Kd purificada en forma raplda y econbmica,

Por otro lado, Qadrl y col {72) describen 15 clonas
celulares hibridas que secretan antlcuerpos monoclonales de di-

versa eapeclificlidad dirlgidos contra Salmonella typhi. Los
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'auﬁﬁrgs détéﬁﬁiﬁafdn BT especiricidad de estos antlicuerpos
med;hnte Sﬁs pétgoneé de ﬁnlbn en 2nsayo lnmunoenzim&tico, con
un grupo de antigenos 1lipopolisaclridos (LPS) ailslados de
difereﬁtes bacbérias. Los resultados obtenidos dieron lugar a
la presencia de por lo menos cuatro diferentes grupos de anti-
cuerpos monoclonaleg: un grupo de slete reacciond con LPS ais-

lados de S. typhi, S. enteritidis y 3. dublin; otro reacciond

con 8, paratyphi A y B; un grupo de clinco que reacclond con 3.

typht, S. enteritidis, S. dublin v S. paratyphi B; y un grupo

de dos antlcuerpos que mostrd un grado conslderable de reaccio=-
nes cruzadas con extractos sbnicos de bacterlas alslados a par-

tir de S. typhil, S. paratypht A, S.  paratyph! B, Escherichia

coll y Shigella sonnel; estos anticuerpos no reacclonaron con
el LPS sino con cé&lulas completas, confirmando que los anti-
cuerpea monoclonales son determinantes reconocidos de la super-
ficle celular.

Postericormente se demostrd® por lnmuncelectrotransfe-
rencia {Western blot), que tres de los cuatro grupos 1identi-
fican un patrdén tipo escalera, de bandas poco separadas del
LPS., Eate patrbn se atribuye a la heterogeneldad molecular de
la molécula del LPS,

La correlacldn entre la inmunoelectrotransferencia y
el ensayo Inmunoenzimltico mostrd una banda de migracldn ripl-
da, comln en 5 bacterias 0Oram negativas. Esto puede deberse
tanto a una moléeula de proteina, como a una entidad no prot&i-

ca que no es parte del LPS,
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Con los datos anteriores, 165 autores concluy‘en que
1la membrana exterior de S. typhl es altamente compleja y pre-
senta una enorme gama de determinantes antigénicos y que el
hecho de que tanto los anticuerpos monoclonales generados por
inmunizacl®n con extractos sbdnlcos, como los generados de
bacilos completos reaccionen con antigenos "0", refleja el
carfcter inmunodominante de dichos antigenos.

Hugo y col (43) generaron un grupo de anticuerpos mo=-
noclonales contra una hemollsina de 107¥d, codificada por el
determinante hemolitico de Escherichia coli LE 2001, se usd una
prueba de inmunotransferencila de colonla (Dot Blct) para estu-
diar la hemolisina en 35 cepas hemolitlicas de E. coll y otros

miembros de la familia Enterobacteriaceae de origen clinico.

Todas las cepas de E. coll dleron reacclones positivas con dos
anticuerpos monoclonales. A diferencia, ningung de los alisla-
mientos de mlcroorganismos diferentes d4e E. coli se estudlaron
por inmunotransferencia. Ademfs que la inmunotransferencla de
colonias demostrd gue las hemolisinas producldas por todeas las
cepas de £, coli alsladas tenian un peso molecular de alrededor
de 107Kd. Se encontrd que puede occurrir una varlaclbn anti-
génica disereta en la molfcula, dado que un tercer anticuerpo
monoclonal no reacciond con 1a hemollsina de un cierto nlmero
de cepas de E. coll no aisladas en clinicas, por lo cual, los
anticuerpos monoclonales tambiBn podrisn fallar en el diagnds-

tico de clertas cepas de E. coll.
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En vista de sus resultados, concluyen que la hemoli-
sina de 107XKd es un inmundzeno ampllamente difundido y que 1lo
producen todas las cepas de E. coli hemoliticas procedentes del
numano, lo cual podria ser una herramienta de diagndstico muy
Gt1l en casos de infeccliones crbnicas por bacterias de la fami-

1ia Entercbacteriaceae. Tamblfn serf interesante eluclidar 1la

varlac1dn antigénica dada a conocer por el anticusrpo que no

reacclond con la hemollsina de E. coll, ya que ningln monoclo-

nal tiene actividad neutralizante.

Perry 5 col (487), reportan un estuilo para identifi-
car el determinante antigénico 0157 de EZscherichia coll serotl-
po 0157:47, que es una bacterla virulenta importante cuyo poder
natbgeno reslde en el lipopolisachrido de su componente celular
que se identificd como un polimero lineal de unidades repetidas
de tetrasacBridos,

Los autores produjeron anticuerpos monoclonales con-
tra el antigeno 0157 de E. coll, que al usarse en laminillas de
aglutinacldn directa en placa ¢ en reacclones de coaglutinacibn
con estafllococo dorado Cowan I, permitieron identificar todas
las cepas examinadas de E. colil 0157, Este anticuerpo no aglu-
tind cepas de otras E. coll como la 07 y la 0116, nil de otras
bacterlas que generalmente aglutlnan con anticuerpos policlena-
les de E, eoll, lo cual demuestra que es sensible y especifico
para todas las cepas de E. coli serotipo 0157; ademfis de que no

produce reacclones serolbgicas cruzadas que frecuentemente dan

resultados falsos posltives.
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L6pez Vidal y col (55), produjeron 25 anticuerpos
monoclonales dirigldos contra el antigeno I del factor de colo-
nizaclbn CPA/I de Escherichias coll, para analizar la especifi-
cldad y la capacidad de aglutinar bacterlas que tlene este
antigeno. Se encontrd un antlcuerpo gue aglutinaba todas las
cepas de CFA/I positlvas y otro que no aglutinaba ninguna,
comparfindose para examinar sus reactividades a diferentes
preparaclones de CFA/I; mientras uno de ellos estaba unido o
podria - haber sido inhlbido por 1la fimbria CFA/I o por 1la
subunidad protelca, 3Blo el anticuerpo aglutinante estaba unldo
al CFA/I, como se expresa en toda la bacterla., %1 anticuerps
no aglutinante, por otra parte, se une conslderablemente mejor
que el anticuerpo aglutinante a un péptido correspondiente a
los 46 reslduns de aminokcldos MN-termlnales de 1la subunlidad
protelca GWA/I, F3tos resultados sugleren que los dos
anticuerpos monoclonales estln dirigldos a epitopes diferentes
del CPA/I.

En base a la secuencla de aminofcidos de la subunldad
protélca CFA/I, se habian descrito sels determinantes antigéni-
cos, dos de Bstos fueron Inhibldos por un péptido presente en
la misma reglbn., Esto impllca que ambos determinantes antigé-
nicos deben estar cerca uno del otro. Zs relatlvamente sor-
prendente que un péptldo correspondiente a los reslduos de 78
aminobeldos-N terminales, tenga un efecto generalmente
inhibitorio, por lo cual se asume que el epitope en cuestibn

esth protegido o que estB en una conflguracl®bn inesperada,



Husson y col (45) efectumron un examen para capturar
fosfatasa alcalina para la identificacidn riplda de Escherichia
coll y sShigells sp con antlcuerpos monoclonales especiflcos.
Reportan que el ensayo resultd ser fhAcll de realizar, =ltamente
especifico, observlndose una sola reaccibn falsa positiva con

un lisado de Klebsiella pneumoniae de entre las 2095 cepas de

microorganlasmos dliferentes a Z. goll, el examen fue sensible,
ya que deteraind 10 UPC/ml en alslamientos a partir de cultive
o 10 UFPC/ml de muestras de orina que hablian 1noculado en
medlos de cultlvo con fosfato limltante, durante dos horas.

Este examen es, ademBs, rfpido de realizar en cultli-
vos alslados o directamente en muestras de sangre y orina, -
Pacillita el tratamlento especifico 2% horas antes que otros
métodos, puede ser automatizado y su costo es muy bajo; sin
enmbargo, aln requerirf de estudlios posteriores para su perfec-
clonamiento,

Ito y Yokota {#6) hicieron un estudio en relacibn a
Vibrio cholerae, dividido en varios serogrupos de acuerdo a su
antigeno "O", 1las cepas que mis comlinmente causan el cblera en
humanos son las del grupo 01, que se ha subdividido en 3 sero-
tlpos: Ozawa, Inaba e Hlkoshima.

Es importante conocer 1la clasificacidn completa del
mieroorganismo, ya que el tratamiento es distinto segln el
caso, Por lo mismo, los autores desarrollaron 18 anticuerpos
dirigidos contra el lipopolisachrido de V. cholerae 01, capaces

de 1identificar &l serotipo Inaba, encontrando que los 18 1lo
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aglutinaban, Conforme a 1las diferentes‘ reacclones obtenidas Je
las cepaa'ﬂgawa, se hizg ung divisibn que compi‘ende tres gru-~
pos:. El primero que rmcmt.rﬁ une resctividaed prlcticemente 1dé&n~
tica «;:on anbos serogrupos; el sezundo que reacciond mis d&bil-
mente con las cepas Ogawa y el tercer que solamente reacciond
con las de tipo Inaba,

Este patrbn es muy diferente al observado por los an-
ticuerpos monoclonales derivados de c&lulas tipo Ogawa ya que
Batos sblo se dividian en dos grupos, los Ogaws especificos y
los comunes Ogawa-Inaba, aunque los resultados de hemaglutina-
ci1bn pasiva mostraron que todos los antlcuerpos mopoclonales
E‘uer;on dlr;gid'os al lipopolisachrido de V. cholerae 01 serotipo
Inada.

'Sin embarge, los antlcuerpos monoclonzles frente a ¥,
cholerse muestran que, a la fecha, no hay reacciones cruzadas

nl con Yersinla enterocolitiea 09 ni con Brucella abortus. Sin

embargo, s8I se obagervd una sorprendente similitud entre 1las
estructuras del antigeno "0” de B. abortus y de Y. cholerae 2
la cual se atribuyen las reaccilones cruzadas.

Por lo anterior, se ve que los anticuerpos monoclo~
nales producidos y caracterizados en este experimentos serfn
herramientas muy Gtiles para conocer la eatructura antig®nica
de V. cholerae 21, especlalmente del determinante especifico
Inaba, asi como 13 estructura que cruza con 3, abortus.

Carlin y col (12) reportan la utllizaclbn de anti-

cuerpos monoclonales especificos para determinantes antigénicos
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"0", especificos de 1los serotipos diferentes de Shigella
flexneril, con lo cual serotipificaron 240 alslamilentos cli-
nicos, Para la prueba de aglutinacibn directa se utilizaron
tres anticuerpos del tipo IgM. Asimismo, los autores utiliza-

ron IgG adsorbldas a Staphylococcus aureus en un ensayo de

coaglutinacidn,

Un total de 227 cepas de S. flexnerl se asignaron a
un solo serotipo. A dos de las cepas no tiplficadas se les
extraleron los lipopolisacfrldos y se sometleron a investiga-
clones quimicas, ambas mostraron ser de un nuevo serotlipo aln
no deserito. Las 11 cepas restantes fueron no tipificables.

Con este estudlo se demoatrd que los anticuerpos mo-
noclonales sirven para tipi{ficar un microorganismo antigénica-

mente varilable, como Shigella flexneri. Se demostrd también

que el antigeno E1037 se encuentra cominmente por lo menos en
cuatro serotipos de S. flexneri (4a, 6, X e Y).
Viljanen y col (104) reportaron una determinacibn

inmunofluorescente para determinar ia presencia de Bacteroides

fragiliis, Bacteroides thetalotaomicron y Bacteroldes ovatus en

muestras clinicas, por medlo de un anticuerpo monoclonal dirl-

gido al lipopolisacfirido de B. fragllis.

Bacteroides fragilis es la especle m&s combnmente

aislada en infecclones anaerobifas 1importantes. Los nuevos
medicamentos han facllitado que sobrevengan infecciones por B.
fragilis, por eso es lmportante en el sector salud administrar

antibl1bticos sbBlo cuando se Justifique, y entender la patogenl-



cidad de este microorganismo. El culiivo del mieroorganisma,
2Gn en condicliones Bptimas es muy lento, mientras que 1068 nbto-
dos rhpidos se basan en la deteceldn, ya sea de sustanclas
metabBblicas o antigBnicas de estas bacteries, Sin embargo,
actualmente se gabe que los anaerobios pueden identificarse por
eromatogralie zas-liguida, al 1igusl gue por tBenicas de inmuno-
fluorescencia,

Todes las técnicas de inmunofluorescencia para deter-
minar la pregencia de B, fragllis se basaban en el uso de anti-
cuerpos polliclonales, pero presentaban el problema de las reacw
ciones cruzadas,

£1 objetivn de este estudio fue principalmente el de

evaluar la sensibillidad y la especificidad de un mBiodc de

inmunofluorescencla con un anticuerpo monoclonal en la determi-
nacibn directa de los 3 miembros del grupo de B. fragilis en
muestras clinicas.

El anticuerpo monoclonal se dirlgib al oligbaero
D-galactosa del lipopelisacflride de B. fragilis. En el experi-
mento se determind una szensibilidad de 73% 7 uns especificildad
de 93.4%, 18 sensibilidad fue mayor en musstras provenlantes de
la reglbn perlanal, en comparacidn con la de muestras obtenidas
de ntrag zonas no Aefirnidas, H! el hrecho de transportar las
muestras por periodos iadefinidos, ni las teraplas antimicro-
blanas parecen corralacionarse son la frecusncia de IP-pogiti-
v03 en muestras con cultivos negativos,

Sin embarzo, la sensiblilidad del ensayo fue mejor con
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los aspirados que con los exudados, seguramente debldo a que el
niimero de bacterias en los primeros, en los gque hay abundante
produccibn de pus, conlleva un nlmero de bacterias mayor, por
lo que es una mejor muestra.

Se asume que algunas muestras permanecieron negativas
por inmunofluorescencia, dado que 1las cepas del grupo de

Bacteroldes fragilis no tenian el determinante al que se diri-

£16 el antlicuerpo monoclonal.

A pesar de las complicacliones encontradas, se conclu-
ye que el anticuerpo monoclonal fue especiflco a las tres cepas
de 3. fragllis. GSe encontrd sbdlc 1 cepa que resultd ger un
falso posltivo y no se tomd en cuenta.

En base a sus resultados, se concluye que la discre-
pancla entre alislamlento e inmunofluorescencia no podria haber
sido causada por una baja especificidad del método, sino porgue
la muestra podia contener bacterlas no viables.

Tambleén se menclona que cuando se intentd usar el an-
ticuerpo producido en fluido de ascltis, se obtuvo una plurali-
dad de reacclones cruzadas con varlos mlcrocrganismos de la
flora normal.

Por lo tanto, se concluye que este antlcuerpo se pue-—
de usar para diagnosticar un 79% de alslamientos positivos de
infecclones por B. fragilis, tomando en consideracibn que el
examen no puede detectar bacterlas no viables.

En el cempo de la parasitologia lgualmente se han

hecho eatudlos; asi, se tlene que Arrowood y Sterling (3) rea-
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lizaron una comparaclbn de los métodos.de tinc1dn convencional
y de los basados en el uso de antlcuerpos monoclonales para de-
terminar la presenclia del ooclneto de Cryptosporidium, encapsu-
lado en la pared del estbmago del mosquito. Segln los autores,

Cryptosporidium parvum Se reconoce como un Importante agente

causal de dlarrea en humanos inmunocomprometidos.

En este estudio se evaluaron log resultados de 7 mé-
todos de diagndstico del microorganismo en cuestlbn. Estos mé-
todos fueron: 1) tincibn rapida con fAcido (AF), 2) tinelbn con
suramina-rodamina (AR}, 3) anticuerpo monoclonal conjugado con
fluoresceina (£183), 4) fluorescencla indirecta con anticuerpos
monoclonales OW3 (DAR), 5) fluorescencla indirecta con OW3 bilo-
tinllado (AEC), 6) diamlnobenzidina inilrecta OW3 bioctinilado
(OW3), 7) amino-etil-carbazol 0OW3 blotinilado {0OW3biotin).

Los resultados se enlisatan en la Tabla No, 1 (sil-
gulente phglnal.

En base a estos resultados, se puede ver gue el antl-
cuerpo monoclonal G9Y3 reacclon® frente al ooclneto de C. parvum
pero no al de C. baileyl. Este anticuerpo monaclonal no mostrd
reactividad cruzada con ninguna bacteria o levadura, n! con
otros microorganismos; en los ensayos de inmunoelectrotransfe-
rencla reacciond con un antigeno de la pared del oocineto de
200 kd.,

Al conjugar el antlcuerpo monoclonal 7W3 con coloran-

tes fluorescentes se encontraron resultados menos relevantes

que al conjugarle con blotina, y el tlempo de tlncibn fue de



TABLA

1

COMPARACION DE METODOS PARA DETERMINAR QOCINEYOS

METODO  NO. DE NO. DE FALSOS-  POSITIVOS  FALSO-POSITI-  SENSIBILIDAD ESPECIFI-
POSITIVOS POSITIVOS 1 YOS % (%) CIDAD (%)

AF 13 8 4.2 2.6 40.6 52.0

AR 30 5 9.6 1.6 93.8 85.7

c18a 3 0 5.6 0.0 93.8 100

DAB 26 0 8.4 0.0 81.3 100

AEC 7 0 7.4 0.0 7.9 100

o3 2 0 10.3 0.0 100 100

OW3-biotin 32 0 10.3 0.0 100 100

€8



alrededor de 90 minutos.

Los mBtodos inmunofluorescentes en gue se usa el
anticuerpo monoclonal demostraron utilided al examinar muestras
fecales y agua; aunque también deben ser Gtiles para identifi-
car ooclnetos en biopsias de tel}idos.

En viste de los altos valores de especificidad y aen-
3ibilidad de los mBtodos basados en anticuerpos monoclonales,
es posible que reemplacen a los métodos de tincién en un futuro
cercano, aunque a la fecha todavia se usan.

En el caso del parfsifto llagelado Siardia lamhlia, a
partir de muestras de heces humanas, Stibbs (909) desarroll®d un
ensayo inmunoenzimBtico (BLISA) basado en antlcuerpos monoclo-
naleas para detectar antizenos solubles en agua. Se encontrd
que el método tenia una sensibilidad del 97% pare heces fija-
das con formalina y del 82% pare heces no fl)adas, que se
estudiaron meilante lectura visual. E1l almacenamiento de mues-
tras en lormalina al 10% 4id por resultado un cumento en la
absorbancla en 20 de 26 muestras positivas de G. lamblla proba-
das tanto en muestras fljledas en formallpa como en los que no
lo estaban. El ensayo fue especifico para antigenos de quistes
de . lemblia detectando los de 5 qgulstes por pozo, peroc no

pudo detectar los antigenos de trofozoitos cultivedos in vitro.

¥l autor prepard en ratbn, un anticuerpo mnonoclonal
de la subelase de IgGl dirigldo en contra de quistes de G,
lamblia y, lo utilizd como anticuerpo de captura en fase 3bdbli-

da, mismo gue reacclond con la pared del julste, como se deter-
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mind mediante inmunofluorescencia. Asimismo, utilizf IgC poli-
clenal anti-quiste preparada en conejlo como anticuerpo secunda-
rio., Tambi®n se usd Igl anti-conejo marcada con peroxidasa
como anticuerpo terclario, en el formato de prueba. La dilu-
cibn 6ptima de la muestra resultd estar entre 1:60 a 1:600.
Los estudios efectuados sobre la afinidad del antigeno purifi-
cado reconocido por el anticuerpo monoclonal, mostraron que
dicho antigeno es estable al calor, resistente al tratamlento
con peryodato de sodle y puede existir con pesos moleculares
mGltiples de entre 45 a 110 Xd.

El descubrinmiento de que el anticuerpo monoclonal
reacclona por inmunofluorescencia con un antigeno presente en
la pared del qulste de G. muris y en otras glardlas alsladas de
animales, suglere que el antigeno es una parte 1integral y pro-
bablemente esencial de la pared del quiste de la glardia.

El autor senala que es deseable sustitulr el anti-
cuerpo policlonal por el monoclonal, aunque aflin hay muchos obs-
t&culos para ella, ya gque el uso del segundo no present® los
resul tados esperados, lo cual indica que el epitope reactivo no
s8e repite en la mol&cula o no se encuentra disponible en otros
sitios de unibdn, luego que uno de Bstos ya se ha ocupado.

Lo anterlor, suglere que probablemente los anticuer-
pos monoclonales para otros epitopes gobre la molécula (supo=-
niendo que &stos existan) pueden usarse y prepararse c¢omo an-
ticuerpos secundarlos en un ELISA sandwich, con un anticuerpo

monoclonal en un segundo sitlio asln la necesldad de los poli-



clonales.

3.3 SISTEMA NERVIOSO

La infeccibn por Citomegalovirus (CMV) representa un
problema clinleo importante y frecuente en pacientes Iinmunocom-
prometidos y puede causar transtornos muy severos en bebés
infectados por su madre, por lo cual es impresciniible generar
téenlcas r8pildas para evidenclar sl virus en diferentes mues-
tras y admlinistrar la terapla mls adecuada al paciente.

Gleaves y col (32) describen la evaluacidn de un
equipo de hibridizacibdn de ADM 1in situ, en el cual se usa una
sonda de ADN blotinllada, para detectar Cltomegalovirus de
muestras c¢linicas en cultivo centrifugado, Aue se compard con
un método de tincidbn inmunofluorescente Indirecto, en el que se
emplearon anticuerpos monoclonales.

El uso de téenlieas de hilbridizacibn de ADN para de-
tectar Citomegalovirus tebricamente, ofrece las ventajas de ser
m8s sensible y m&s especifico que el cultivo de cé&lulas, pero
requlere de personal téenico experto y reactivos costosos, en
comparacidn con las técnicas actualmente utilizadas, por 1o que
las téenicas de hihridizaci®n no han desplazado realmente a las
convenclonales de uso regular.

Sorbello y ¢ol (87) desarrollaron tanto la tincibdn
inmuncfluorescente indirecta como directa usando antlcuerpos

monoclonales, demostrande que la primera fue mis rhpida que 1la
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hibridlzaclfn in situ seguida de la centrifugacibn, en las
cepas de Citomegalovirus, (AD~169 de laboratorio y tres mues-
tras obtenidas a partir de orina), lo cual concuerds con los
resultados de Scott y col (84) y los de Gleaves y col (31). En
resumen, concluyen gue el anticuerpo monoclonal fluorescente
indirecto, da mejores resultados que el directo o la sonda de
ADN para detectar CMV rapldamente y que es conflable en mues-
tras que tienen una alta concentracidn de virus, Asimismo, evi-
denc¢laron que la t&enica de inmunofluorescencla indirecta no es
superior & la del cultivo de te)idos para detectar CMV, por 1lo
cual sugieren que las técnicas de hihridizaci®dn y de fluores-
cencia indirecta con antlcuerpos monoclonales, se usen en para-
lelo con la técnica del cultivo de te)idos para muestras espe-
ciales de diagnbdstlico dificil en los hospiltales. También,
recomiendan (56,87) el uso de 1la téenica inmunofluorescente
indirecta para evidenclar la presencia de virus como Citomega-
lovirus, el herpes virus y virus de 1la influenza, cuyos ciclos
de replicacldn son mhs cortos y se pueden evidenciar m&s rapi-
Lamente.

Gleaves y col (32) también evidenciaron a Cltomega-
lovirus por una técnlca de hibridizacidn de ADN en cultivo cen-
trifugado y por tincidn con anticuerpos monoclonales posterior-
mente. Sn este estudio ambas t&cnicas mostraron un 88% de
muestras positivas, Dos de las que no se detectaron podrian
haberlo hecho por hibridlzaclbn, sl se hubiesen realizado pos-

teriormente, es decir se hibridizaron prematuramente. El hecho
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es que 16 de 17 o sea el 94% de muestr&s, se l1dentificaron como
positlvas con anticuerpos monoclonales 42 horas antes de que se
detectaran por la t&cnica de hibridizaci1bn. Este es un lapso
muy importante para detectar Citomegalovirus e involucra, en el
caso de la hibridizacidn, un retraso para manejar al paclente
efectivamente.

Hoy en dia, el uso del cultivo centrifugado seguldo
de la tinclbn de c®lules en monocapa con anticuerpos monoclona-
les que reacclionan con la proteina nuclear temprana de Clto-
megalovirus, €s el método de dlagnbdstico mis efectivo y rapildo
como 8e demostrd en éste y en los estudlos de Scott y col (Bu).
La técnica de hibridizacibn es tan especifica como la de tin-
cibn y casil tan sensible, pero requlere de mis tiempo para que
el virus se replique lo suficiente como para evidencliarse el
ADN de replicacibn. Segfin se indica por lo anterior, la técnica
de hibridizacibn no es lo suficlentemente rBpida como para
reemplazar el uso de anticuerpos monoclonales,

Jeapersen y col {(47) evaluaron en cuatro laboratorios
un anticuerpo monoclonal para evidenciar el efecto pre-cltofB-
gico y detectar en forma réplda Ciltomegalovirus (C!HV) en culti-
vos de c&lulas mantenldos en frascos viales durante 16 a 2%
horas y 40 a 48 horas, después de la inoculacifdn, Los resulta-
dos asi obtenidos se compararon con cultives de c&lulas en
tubos convenclonales, En promedio 137 de 166 (83%) y 143 gde
166 (86%) de las cepas de CMV se detectaron entre 16 a 24 horas

y 40 a 48 horas luego de la 1noculaclbn, respectivamente.
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El anticuerpo monoclonal evaluado resultd ser
suflcientemente sensible y especifico para detectar rfpidamente
la infeccldn por el virus en cultivos en frascos viales y con-
firmar su presencla por cultivo de c8lulas en tubos convencio-
nales por medio del efecto cltoffgico.

Por otro lado Thiele y col (97) usaron una mezcla de
CMV y demostraron que las c&lulas, en monocapa en cultivo de 4
a 11 dias, fueron mas sensibles a la infectividad viral que los
inoculados 11 dias después de su preparacibn, por lo cual
suponen que las células podrian perder receptores para adsorber
el méximo posible de virus o, para dlsminuir el metabolismo
celular y la divisldn de las c&lulas.

Asi, Jeapersen y col (47} concluyen que, en general,
el cultivo de c&lulas en monocapa fue mhs frégill y las células
quedaron intactas, en comparacidn con las teRidas entre 16 y 24
horas despuéa de la 1noculaclibn. Probablemente porque el tiem—
po de contacto adicional de la mueatra con las células en mono-
capa contribuyd a su toxicidad, de manera simllar a 1la toxlci-
dad asoclada con los cultivos de c&lulas en tubo que deben
incubarse por varios dias o semanas.

En 1989 HcClintock y col (59) estudiaron 4 métodos
para detectar rfpldamente Ciltomegalovirus en cultivo de cE&lu-
las. Estos métodos son: la tinclbn con anticuerpos monoclona-
lea fluorescentes directos; la tincibn con antlcuerpos monoclo-
nales fluorescentes lindirectos; 1la hibridizacibn in gitu con

sondas de ADN blotinilado; y la hibridizaci®n in situ utillzan-
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do sondas de ADN directamente unidas a una peroxidasa de rébano
enzimBticamente activa. En relaciBbn a sus resultados citan que
solamente el segundo y cuarto métodos dleron resultados consls-
tentes y conflables para la deteccibdn de CMV, tan pronto como
15 horas despus de la infeccldn, que segln se estima es el
tlempo en el cual ocurre la sintesls de ADY y gue se encuentra
a una concentraclbn suficlentemente alta para detectarse por
la tincibn de antlcuerpos monoclonales [luorescentes indlirec-
tos., Se cita que la 1ntenslidad progresiva en el tamaflo de la
seflal de hibridizacidén en los métodos in situ, parece estar di-
rectamente relaclionada a los eventos de replicaclén secuencial,
que es, de hecho, de enorme lmportancia para dlstlngulr entre
una repllicaclbn viral activa y una infeccibn latente.

Par otro lado Chou y Scott (15) estudiaron un método
de cuantificaclidn r&pida de CYV usando anticuerpos monoclona-~
les. El método involucra el uso de anticuerpos monoclonales
dirigidos a una proteina mayor del virus, cuya aparicibn es

inmed fata, ¥ que tlene un peso molecular de 72%d; este método

se compard con la téenica convenclional en placa para cuantifi-
car ¢&lulas libres, infectadas por CMV de la cepa AD-169 y de
otras 20 cepas clinicas.

En base a los resultados, se suglere que las c@&lulas
infectadas son consistentemente Gtlles para monitorear un anti-
geno Inmedlato-temprano (IE) en un lapso de entre 16 a 24 horas

luego de la inoculacldn, por 1o cual todos los métodos usados

son igualmente sensibles. La ventaja de usar m&todos rhpidos



radica mAs blen en la disponibllidad de resultados durante 1la
noche, mientras que antlguamente se requeria de mis tiempo. El
uso de metodologias répidas aflin debe‘Eompararae con las tradl-
clonales para callbrarlas adecuadamente.

Por otro lado seglin se reporta, hay diferenclas en
los ensayos de neutralilzacibdn dependientes de la cepa, 108
autores lo confirman pero no profundizan en ello. Aunque 8%
sugleren que es necesarlo hacer ensayos con una varledad impor-
tante de sueros 1nmunes, para neutrallzar la actividad de 1las
diferentes cepas de Cltomegalovirus durante 1la formaclidn de
inmunoglobulinas especificas y de vacunas,

Sefialan que entre los problemas para usar anticuerpos
monoclonales en la tincin, se encuentra el limite del perfiodo
de mixima expresldn del antigeno 1E, el costo de los reactivos
y las varlaciones del antigeno, por lo que posiblemente no se
logra identificar a todes las cepas del virus,

Finalmente, sefialan que no se lograron identiflicar a
dos de 21 cepas, lo cual es lmportante sobre todo, sl se pre-
tende sustitulr las t@&cnlcas convenclonales por esta metodolo-
gia; se recomienda asi, usar las caracteristicas de los antil-
cuerpos monoclonales usados y evaluar los resultados obtenidos,
hasta congsegulr uno o varlos antlcuerpos monoclonales, cuyos
resultados sean los Gptlmos.

Vlagpolder y col (111) reconocen que los anticuerpos
monoclonales son herramientas valliosas en el diagnbstico de

laboratoric para reconocer virus como el de la encefalomiocar-
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ditis y en general de los virus de Ia' fami1lila Picornaviridae,
mismos que no se liberan a8l brotar a la superficile, sino al
estallar las cBlulas infectadas.

El aumento de virus de la encefalomiocarditis se
evidencla por un aumento rfpldo de la absorbancia contra célu-
las Infectadas con el virus y generalmente empleza 4,5 horas
después de la inoculaci®bn del virus, Este incremento en 1la
absorbancla se inhlbe con el interferbn, mismo que se puede
titular rapidamente, y con la pre-incubacidn del 1inbculo viral
con anticuerpos neutrallzantes, Lns autores desarrollaron un
ensayo inmunoenzimftico, en el cual se detectaron los antlcuer-
pos neutrallzantes desarrollados despu&s de un pericdo de in-
feccidn de 8 horas, los titulos de antlcuerpos fueron compara-
bles con los obtenldos por otros exfmenes. 128 autores conslde-
ran que es posible desarrollar otros ensayos Inmunoenzimbticos
para detectar antlcuerpos neutrallzantes dirigldos a otros
Picornavirus {por elJemplo, los pollovirus), y citan ademhs que
el ensayo lnmunoenzimhtico es un método vershtll que puede
usarse para titular el Interfer®n, lns anticuerpos neutrallzan-
tes u otros antigenos en gzeneral,

Visvesvara y col {109) produjeron 1! lineas celulares
que generaban antlcuerpos monoclonales contra Naegleris
fowlerl, que se usaron para ldentificar al agente etiolbgico de
la meningoencefallitis amiblana primaria en niflos y adultos
Jovenes. Los resultados obtenidos demostraron la alta especil-

ficidad de los antlcuerpos monoclonales., Asimismo se encontrd



que las cepas de N. fowleri, originarias de diferentes zonas
geograficas, son antigénicamente homogéneas como lo demostraron
las reactividades de estas cepas con 5 antlcuerpos monoclo=-
nales. Resultd de mucho interés que toda la superficie del
trofozoito era homogéneamente fluorescente, pero a diluciones
mayores sblo la membrana de la superficle era fluorescente,
ningln anticuerpo monoclonal reacclond con ninguna otra especie

de Haegleria o Acanthamoeba castellanii.

En el ensayo de inmunotransferencla con enzimas mar-
cadas, los antlicuerpos monoclonales reaccionaron con los anti-
genos de N. fowlerl y produjeron bandas, con pesos moleculares
de 160, 104, 93 y 66 XKd y otras bandas de 30 y 50 Kd que se
tefian 1intensamente. Los anticuerpos monoclonales también
reaccionaron con antigenos de N. lovaniensis y produjeron una
banda tefilda opaca de 160 Kd y otra banda tefilda difusamente de
116 Xd, lo cual indica que estos antigenos loa comparten las
dos especles.

Krambovitis y col (51) reportan sus resultados sobre
la producclibn de 4 antlcuerpos monoclonales murlnos especificos

al pollisachrido de Acido slflico de Nelsseria meningitidis sub-

grupo B y de Escherichia coll X-1. Desarrollaron una técnica
de aglutinacidn con particulas de l&tex para detectar hasta 10
ng/ml del polisaclrido capsular. Un anticuerpo monoclonal cru-
z6 con N, meningltidis del subgrupo G, mientras que los otros 3

identificaron especificamente a2 los meningococos del subgrupo B
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7 y al polisaclrido de Escherichia coli K-1, y segln los resulta-
dos obtenidos parecen haber Lldentificado epitopes estructura-
les, mientras gque el anticuerpo que cru}.b, identificd sblo al
8cido siflico, lo cual, ademBs, se confirma por el aumento en
la concentracidbn minima del antigeno detectado por la técnlca
de aglutinaclbn en lGtex, mientras que la longitud de la cadena
de Geldo colominico disminuia,

Estoa comentarios son relevantes, dado gque los glico-
lipidos que contlenen &cldo slBlico se han alslado a partir de
cerebro de ratas reclén nacidas y de beb&s humanos en estado
embrionario y cruzan, tanto con anticuerpos policlonales como
con los monoclonales,

La téecnica de aglutinacibdn con particulas de latex se
bas®d en la especificldad de los anticuerpos monoeclonales, Sin
embargo, los resultados que se obtienen en muestras f{rescas
{81% de sensiblllidad)} y los resultados de muestras refrigeradas
(487 de sensibllidad) varian notablemente, lo cual suglere una
pérdida de antigenos en las muestras clinicas al refrigerarse,
que aunque podria no ser importante en la clinica, si lo es al
evaluar la técnica.

Adem@s, se ha encontrado que algunas de las cepas de

Moraxella no liguefaciens producen un polisacrido ecapsular

idéntico al que producen los meningococos del subgrupo B, este
microorgzaniamo podria ser una fuente lmportante de resultados
falsos-positivos, aunque no se cree poslble encontrar dicho

polisacirido en fluidos infectados por H. meningitidis o por E.



coll K-1.

Se concluye que la téenica de aglutinacibn es rapida,
sensible, (en hemocultivos 1la sensibilidad fue de 94% y 1la
especificidad del 99.4%), simple y que podria usarse en otros
fluidos humanos como orina y suero, por lo que ofrece clertas
ventajas sobre otras técnicas ipmunoldgicas para usos diagnds-
ticos.

En relacidén a la enfermedad de Lyme que se sabe es un
desorden multisistémico que sigue a la mordedura de un &caro
presente en Norteamérica, Furopa y Australia y cuya manifesta-
c1bn mis caracteristica es el eritema crdnico que se acompalia o
va seguldo de artritis aguda, neuritlis craneal y meningoencefa-
litis o alteraciones cardiacas. La causa de esta enfermedad .
es un agente infeccioso de 1a famllia de las espiroquetas y que
puede cultivarse en medios libres de células.

Las espiroquetas se han alslado en sangre de ratones,
venados y mapaches., Sin embargo, es poco lo que se sabe sobre
las esplroquetas en mamiferos y se 1gnora sl la enfermedad de
Lime es la evidencia de una 1nveslén de los tejidos, si es
causada por la elaboracldén de una toxina por las espiroquetas,
o bilen ai el hospederoc monta una respuesta inmune que 3ea un
factor relevante en este tipo de alteraclones.

Un factor importante para estudlar a fondo 1la patoge-
nlcldad de esta enfermedad es la superflcle de la esplroqueta
involucrada, ya que al parecer es la gue 1nteracclona en primer

término con el hospedero durante la infeccibn, por lo cual,
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Barbour y col (4) generaron y seleccioﬁar‘on una tineibn inmuno-
fluorescente y un ensayo de Ilnmunoelectrotransferencla con
antlcuerpos monoclonales dirigidos en su mayoria a determinan-
tes, que son parte de, o que se asoclan 2 una membrana externa
protelca abundante en la espiroqueta.

Se encontrd que un determinante, el HS332, estaba
presente en todas las cepas de esplroguetas examinadas y se
agregaba en tramos, en forma de lunares o manchas, cuando se
unfa al antlcuerpo y 21 segundo ligande, pero no se unia econ
Borrellia, nt con Treponema, ni con Leptespira.

Por medlo de mlcroscopia electrdnica, se descubrld
que el 15332 se distribuye difusamente scbre la superficle de
esplroquetas pre-fijadas y por radloinmunoprecipltacidbn e in-
munoelectrotransferencia se encontrd que se asoclaba fuertemen-
te a una proteina de la membrana externa, muy abundante, que es
parte de o estf asociada con una proteina de peso molecular de
31 %4, que se locallza dentro o encima de la membrana externa
que se encontrd se marcaba pobremente con yodo, tal vez porque
estf expuesta en la superficie de la ~&lula, aunque 3se han
encontrado evidenclas nque discrepan de esta suposicidn. Sin
embargo, no se excluye la posibilldad de que exista un epitope
no-proteico unido a esta proteina que es inmunogénica en pa-
clentes humanos y en animales de laboratorlio, y que se ha en-
contrado en todos los alslamlentos examinados hasta la fecha.

®En relacldn al virus Herpes simplex, Pouletty y col

(70) usaron un antlcuerpo monoclonal fluorescente para detec-
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tarlo dlrectamente en las mﬁeshas. Tl anticuerpo generado
reacclond con los tilpos 1 y 2 del virus del herpes simple no
observindose reactividad cruzada con el virus Varicella zoster,
ni con Cltomegalovirus, ni con el virus Epstein-Barr. Ademls,
se compard la metodologia del anticuerpo monoclonal fluorescen-
te con el alslamlento del virus en cultivo de te)idos, la sen-
sibilidad y la especificldad del primer mBtodo fueron de 84.6%
y 95.7%, respectivamente. MNo se encontraron diferencias impor-
tantes, nl en sensibllidad, nl en especificidad, en funcidn del
origen de la muestra, Todos los alslamientos positivos por el
método del anticuerpo monoclonal fluorescente y negativos por
cultivo de tejldos provenian de muestras de lesiones herpéticas
de los paclentes que sufrian la infeccldn con la consecuente
presencla de un mayor nlmero de virus viables, por lo cual los
valores obtenldos pueden ser mayores con el antlcuerpc monoclo-
nal fluorescente que por cultivo de te)idos.

La técnlca del antlcuerpo monoclonal fluorescente es
particularmente Gtll por ser rfplda (puede confirmarse en menos
de 2 horas), sobre todo ahora que se emplea una terapla especi-
fica, el acyclovlr, especlalmente en embarazos, puesto que el
virus del herpes es teratogénlico.

Woods y Mills (115) compararon un método de cultivo
de c€lulas en tubo convencional, con un mktodo de inoculacibn
centrlfugaclidbn de células MRC-S5 y posterior tincibn con anti-
cuerpos monoclonales fluorescentes para detectar al virus del

herpes simple en muestras clinicas, encontrando que sus resul-
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tados discrepan importantemente con respecto a estudiosg previos
de (leaves y col (30}, ya que un nGmero importante de muestras
en que Be detectd el virus por 1la técnica convencional de cul-
tivo de c®lulas, fue pasado por alto con la t&cnlca de Inocula-
cibn-centrifugacidbn de c&lulas MRC-5 teRildas con antlcuerpos
monoclonales especificos al serotlpo, después de 16 a 18 horas
de incubacldn; aunque segflin Woods y Mills, existen diferencias
muy Importantes entre &ste y estudios previes, por ejemplo,
dichos {nvestigadores examinaron 699 muestras en comparacibn
con Gleaves y col qulenes examinaron 116 nuestras, adem&s de
que usaron cé€lulas ™MRC-5 en cultivo de cB&lulas en tubo, mien-
tras que los primeros autores usaron primero celulas de rifibn
de conejo y luego células A 549.

Existe una polémica entre la linea celular de elec-
cidn para alslar al virus Herpes simplex, va que algunos estu-
dios han demostrado que tanto los fibroblastos humanos como las
cBlulas de rifbn de conejo dan resultados aceptables, al 1gual
que las c&lulas A 549, tamblén Gtlles para recuperar al menos
al sirus del herpes simple. Sin embargo, otros estudios demos-
traron que las c€lulas IMRC~5 son menos sensibles que las c@lu-
las de rififn de conejo para detectar al virus del herpes simple
(68).

Preclsamente en base a la especificidad de las cBlu-
las de rifbdn de conej)o para el virus del herpes simple, los cil-
tados autores Woods y Mills usaron estas c&lulas y evaluaron

los resultados usando cBlulas A 549 como linea celular alterna-



tive, encontrando tambl&n gque las MRC<5 tienen una sensibilidad
mis baja comparada con la linea de c&lulas de rindn de =zonejo.
Una razbn para explicar la baja sensidbilidad del método de
inoculacibnecentrifugacibdn es el balo titulo de virua, que se
observb en la muestra 1iniclial.

Se sehala tambi&n que el método de tincidn con antl-~
cuerpos policlonales es superior en sensibilidad al mBtodo de
tincidn con antlicuerpos monoclonales,

Se concluye que el método de inoculacidn-centrifuga-~
cibn de cflulas MRC-5 y la tincibn con antlcuerpos monoclonales
fluorescentes, después de una incubaclbn durante toda la noche,
no debe sustltulr al método convencional de cultivo de cé&lulas
en tubo para detectar al virus del herpes simple, especlalmente
en laboratorlos de referencla, ya que el tlempo necesario para
el transporte de las mueatras redunda en &l retraso para proic-
sar la muestra y consecuentemente en la dismlpucibn del titulo
de virus. Sugleren hacer una evaluacibn mls profunda de las
lineas celulares para sustitulr la linea MRC-5, Los anticuer-~
pos mornoclonales no deben suatitulr & leos policlonales,

Por otre lado, Eapy ¥y Smith {20) compararon la detec—
cibn del Herpes almple por tres metodologias, una con un
equipo nue involuecraba una sonda de ADH blotinilado; otra con
un anticuerpo monoclonal y luego flusrescencia para detectar al
virus en muestras clinicas 16 horas despuBs de la inoculacibn
del virus en f{rascos viales y la tercera, por cultlvo de

cBlulas en tubo convencional, encontrando que un 89% de las
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muestras positivas se 1dentificaron por los 3 métodos, la mBxi-
ma sensihbilidad de entre los 3 métodos se obtuvo con la sonda
de ADN y con los anticuerpos monoclonales {39 y 97% respectiva-
mente), por 1o cual se demostrd que el equlpo que 1ncluye la
sonda de ADN puede usarse como una alternativa a las metodolo-
gias con antlcuerpos monnclonales para detectar rApidamente al
virus del herpes simple.

De igual manera MNerurkar (64) trabald con un ensaye
inmunoenzimBtico, en el que wusd lotina-estreptoavidina y
compard sus resultados con un anflisis de endonucleasas de
restriccelbn para establecer €1 tipo de virus del herpes simple
y establecer una referencla para comparar los resultados del
método enzimatico, v de otro en el cual usaban anticuerpos
monoclonales fluorescentes, Los resultadeos obtenidos por los

y altamente satisfactorlos con

tres m&todos fueron conslstentes
caracteristicas de sensibilidad y especificided de 1003, Sin
embarzo, se recomienda el ensayo lnmunoenzimitico por 3su
simplicidad, rapldez y porque no se usan radlolisdtopns.

Aunque no hay ninguna diferencla muy Importante entre
el cultivo de c2lulas en tubo convencilonal y la prueba de hi-
bridizacldén de Beldos nucléicos o con la de anticuerpos mono-
clonales fluorescentes en frascos viazles, las Gltimas dos prue-
bas detectaron 3 muestras positivas mAs que =1 primero, el cual
todavia requirid de 2 o mas dias,

Resumiendo, el método de cultlvo de c8&lulas en tubo

convencional es el mAs econdmico y =imple de los métodos de



diagnbdstico para detectar al virus del herpes simple sin impor-
tar el origen de la muestra (genitales, hoca, piel, ojos,
1iquido cefalorraquideo, tejildo particularmente del cerebro,
etc). Las téenicas de hibridizacibn de ADN y anticuerpos mo-
noclonales fluorescentes son més rlpldas pero costosas, ademé&s
de que podrian involucrar reacciones cruzadas. Se concluye que
el método de hibridlizacidn de ADN blotinilado es sensible y
eapecifico para dlagnosticer al virus en frascos viales, 16
horas después de Bu inoculaci®n y que puede ser una buena al-
ternativa a los anticuerpos monoclonales [luorescentes como
técnica de dlagnbstico réApido.

Bussereau y col {11) estudiaron cepas del virus de 1la
rabia y otras cepas relaclonadas con &ste, usando un conjunto
de anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de las protei-
nas de la nucleochpside o de antigenos de una superficle de 1las
ctlulas del virus Mokola (MOX-3), cada cepa se snalizd en para-
lelo por cultivos de células e Infectando ratones. Se determi-
naron los patrones de reactividad de los diferentes anticuerpos
monoclonales por procedimientos de tincidn con anticuerpos mo-
noclonales fluorescentes. En las cglulas, los anticuerpos mo-
noclonales diferenclaron a las cepas del virus de la rabla, de
las cepas de virus relaclonados con el de la rabla., Se confir-
m® la serotiplficacidn de los grupos eatablecldos con anticuer-
pos monoclonales antivirus de la rabla excepto por una cepa de
virus, que al parecer estf relaclonado con el subtipo Africano

Duvenhage, dentro de las cepas claslificadas como Mokola, ({cada
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una de 1las cuales parecid ser distinta). Un subgrupo, el
Duvenhage reacciond diferente al europeo. Se usaron dos anti-
cuerpos monoclonales especiflcos para los antigenos de la su-
perficie de la c&lula en exBmenes de neutrallzacibn con todas
las cepas, neutralizindose 1a infectividad de les virus iMokola.
En base a los regultados se cree que el virus de la rabla evo-
luciond separadamente de los virus relaclonados con la enferme-
dad, aunque parecen compartir un epitope comln a la nucleoclp-
side y 2 las proteinas de la superflcle de todos los virus de
la rabia y los relacionados con éste. Ahora eatf en Investiga.
cib6n un uso potencial de estos antlcuerpos monoclonales para
dlagnosticar virus relacionados con el de la rabia (al reempla=-

zar anticuerpos policlonales por monoclonales) en limprontas,
3.4 SISTEMA RESPIRATORIO

Se han realizado estudios sobre 1la hemaglutinina

filamentosa {FHA) de Bordetella pertussis, como el reportade

por Oustafsson y Askelof (35), en el cumrl medlante ensayos de
electroforesls, se confirma la presencla de bandas de 358 a 240
Kd que pueden identiflcarse por medlo de ensayos inmunoenzimb-
ticos con anticuerpos monoclonales, %Tn este estudlo, la FHA de

Bordetella pertusslis, mostrd un limite de deteccidn comprendido

entre 7 a 15 ng/ml, en el cual se identiflicaron todas las cepas

de B. pertussis y B. parapertussis, asi como algunas cepas de

B, bronchiseptica,
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Los autores destacan que con &l ensayo Iinmunoenzimb-
tico utilizado por ellos, se tiene la ventaja de poder diseri-
minar entre bacterlas muertas y vivas, pudiendo identificar a
Estas Gltimas. Ademds, es posible identificar y hasta cuanti-
ficar los antigenos solubles llberados por la bacteria.

Por otro lado, se gePala que aunque a menudo los an-
ticuerpos policlonales muestran una sensibilidad mayor y una
especificidad menor que los anticuerpoa monoclonales, la sensi-
bilidad del ensayo no se incrementd al usar anticuerpos poll-
clonales como el anticuerpo capturado en el ensayo inmunoenzi-
mitico. Ademas de que los antlcuerpos policlonales generalmen-
te estén disponibles en cantidades limitadas, mientras que los
monoclonales lo estén en forma 1limitada, siempre y cuando el
hibridoma se encuentre estable, lo cual favorece su uso.

Posterlormente en 1989, los mismos autores (36) desa-
rrollaron un nuevo ensayo inmunoenzimatico con anticuerpos mo-
noclonales especificos a la FHA y al lipopolisachrido (LPS) pa-
ra determinaciones rfpidas de B. pertussis. Encontraron gque de
diez cepas de la bacterla, todas reacclonaban positivamente con
estos antlcuerpos monoclonales. De catorce cepas de B. para-
pertussis todas se identificaron con dos anticuerpos monoclona-
les FHA-especificos pero no con anticuerpos LPS especificos,
mientras que las cepas de B. bronchiseptica mostraron un patrén
de reaccidn variable. MNo se ldentificaron reaccliones cruzadas

de B. pertussis con 5. mitis, 5. pyogenes, S. pneumonlae, S.

aureus, Moraxella catarrhalis ni con Klebslella pneumoniae.
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Segln los autores, este ensdyo inmunoenzimltico debe
considerarse sensible, ya que cada prueba poaifiva representa
una unidad formadora de colonias, Otra ventaja e3 que se
detectan tanto antigenos solubles como bacterias enteras y no
depende de la viabilidad de la bacteria en la muestra, mientras
que otros ensayos como el de inmunotransferencia de colonlas,
sblo ildentiflca bacterias vivas,

Asimismo, reportan que el antlcuerpe monoclonal espe-
¢cifico a la FHA reacclond sblo con tres alslamlentos de é.
parapertussis mientras gue por Inmunotransferencla, todos 1los
anticuerpos monoclonales WHA-especificos identificaron plena-
mente a todos los alslamientos de 3. parapertussis.

Concluyen que las diferenclas en reactividades entre
anticuerpos monoclonales y alslamientos de B, parapertussis,
sugieren clerta heterogeneidad en la estructura de la FHA de 1la
bacteria, lo cual podria usarse para diferenciar B, pertussis y
B. parapertussis en muestras elinlcas.

En relacidn a Mycobacterlum tuberculosis, el antigeno

S &3 una proteina blen caracterizada de 35 ¥4 que se ha puri-
ficado a partir de cultivos de Y. tuberculosis, resultando ser
compartida sdle por M. bovis de entre catorce especles de mi-
cobacterlias estuliadas, ya que al parecer, una caracteristica
de las cepas Ade Yyeocbacterlum es que no tlenen antigenos espe-
e¢ificos para cada eapecle, por 1lo cual se consideraba muy Ai1fi-

¢1l producir un antlcuerpo monoclonal que ldentificara 3blo a

una especie.



Olds y col (65) produjeron en ratones, 19 anticuerpos
monoclonales dirigidos al antigeno 5 purificado y encontraron
una elevada especificldad de los anticuerpos por los antigenos
5y 6, 1o cual suglere que hay un tercer epitope compartido tan
solo por estas dos proteinas. La enorme variabilidad en los
resul tados sugiere la posible existencia de un tercer o hasta
un cuarto epitope, o 1inclusive cambios en la conformacibn anti-
génlca causada por las diferentes téecnlcas empleadas, o dife-
rentes afinidades de unidn requeridas para que se positivisen
los resultados en cada ensayo.

Al afslar el antigeno 5, se contaminaba con el 6 1o =
cual sustenta la hipbtesis de que ambos, en cilertas micobac-
terias, comparten al menos un epitope. Los resultados del
ensayo inmunoenzimBtico sugleren que el epitope del que se
habla se encuentra solamente en M. tuberculosis. Por lo cual
se concluye que los antigenos de las micobacterlas son comunes
entre ellos y que hay dos epitopes compartidos, mismos que
podrian tener una estructura de carbohidratos, ya que pre-
sentan muchas reacclones cruzadas con arabinomananas y con ara-
binogalactano, Se 1dentificd un tercer epitope con un anti-
cuerpo nmonoclonal, el cual se unibd a los antigenos 5 y 6 por
medio de un ensayo inmunoenzimitico, no se encontrd reactividad
cruzada en este caso, por lo cual ese anticuerpo monoclonal
podria ser (til para purificar al epitope 5. A este reaspecto,
se demostrd que los anticuerpos monoclonales producidos pueden

usarse para puriflicar el antigeno llevandolo a una alta pureza,
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poé cromatbgral‘ia en columnas.

. Posteriormente, Worsase y col (117) produjeron an-
ticuerpos monoclonales en ratones BAL3.B10 para identificar
nuevos determinantes antigénicos en filtrados de cultivo de

Mycobacterium tuberculosis. De estos anticuerpos, diez se

usaron para determinar la especificlidad del antigeno y la
reactividad entre especles; sels se usaron como inmunoadsor-
bentes para purificacidn, por afinidad con sus antigenos
correspondlentes. Dos anticuerpos monoclonales reaccionarcon
con un antigeno de 17Xd, luego se demostrd que ambos estaban
dirigidos al mismo epitope o a epitopes muy cercanos el uno al
otro. 9Otro anticuerpo monoclonal reacclond con una molfcula de
38Kd a 1la cual se habia dirigido un antlcuerpc monoclonal
adlclonal, aGn y cuando #ste se habia dirigldo a otro epitope
de una molécula diferente. Un fltimo antlcuerpo monoclonal
reacclond con un flltrado de un cultivo de M. tuberculosis pero

no con uno de Mycobacterium bovis, nl con las fracclones de la

membrana de la bacteria, o con las fracclones antigénicas de
superficie, concluyéndose asi que este anticuerpo monoclonal
1lamado H3T 10 puede ser Gtil para moenltorear enfermelades por
M. tuberculosis y diferenclar a los paclentes linmunizados con
la vacuna 306G,

Los autores reportan que tuvieron muchas dificultades
para purlficar antigenos, por 1lo cual sugleren como una
alternativa, el wuso de una columna de cromatografia por

afinidad, a través de una matriz sblida con un antic¢cuerpo



antl-beta galactesidasa. Asimismo, citan que los antigenos
puriflcados, ahora se estln utilizando como estimuladores
potenciales de c&lulas T en ensayos in vitro, de proliferacibn
de linfocitos en sangre periférica en paclentes con tubercu-
losls y donadores de sangre vacunados con BCG, aunque aflin se
desconoce sl estos antigenos comparten epitopes de cBlulas T,
con moléculas de otras cepas de micobacterias, Falta tamblén
elucidar la forma en que 1las proteinas estimulan y actlvan
clonas de cfluleas T protectoras, por lo cual siguen estudiando
los anticuerpos que produjeron para usarlos con propdsitos de
dlagnbstico.

En relacidn también a Mycobacterium, pero particular-

mente en el caso de HMycobacterium leprae, Young y col (118)

produjeron nueve lineas celulares de anticuerpcs monoclonales
frente al fnico glicolipldo fendlico de esta bacterla. Uno de
los anticuerpos presentd® una especificidad relativemente baja

ya que se unid® a un gllicolipldo de Mycobacterium kansasii,

mientras que los demfis anticuerpos 81 fueron especificos para

el 1lipido de M. leprae. Algunos anticuerpos requerian que 1la
porcibn del carbohldrato (trisacirido) estuviera intacta para
reconocer el antigeno glicolipidico, mientras que otros recono-
cian formas parclalmente hidrollzadas que carecian de uno o dos
azhecares, Los anticuerpos dirigidos contra el sachrido termi-
nal del gllcolipido, producian una enorme especificidad para
identificar a M, leprae en ensayos inmunoenzimfticos, Estos

anticuerpos marcaron con gran brillo a toda la micobacteria en



engayca de Inmunafluorescencia indir;ecta, con lo cuasl se
demuestra la ublcacidn de los determinantes antlgénicos, cape-
¢ificos en la superficle de la micobacteria, proporclonando asi
mAs informaci®n sobre las propiedades antigénicas del glicold-
pido fendlico, Loa autores (118) oltan, en base a sus expe-
riencias anterlores, que en las muestras de suero de paclentes
con lepra, la respuesta Inmune que domina en el humano es 1la
representada por la inmunoglobulina "M" especificamente dirigi-
da 81 trisacfrido terminal, jque por clerto no se habia encon-
trado en la& naturaleza, por lo cual 1los antlcuerpos monoclona-
les deben ser muy especificos.

Tambi®&n en base a sus resultados sugleren que las
inmunoglobulinas "M¥" gon mAs susceptibles de producir uniones
no especificas gque la IgG, por lo que podrian haber reaccliones
inegpecificas con Mycobacterium no-cromogénico,

Asimismo, indlcan que el glicolipido fendllco podria
ser un componente limportante de la cApsula que rodea a M,
leprae, aunque se necesitarfn estudlos posteriores para deduelr
la importancla de esta observaclén.

®or otro lado, al parecer los anticuerpos monoclona-
les de este estudio tambl@én podrian usarse para cuantificar el
antigeno y sus locallizaclones en lesiones con presencla de esta
bacteria.

Los anticuerpos manoclonales también se han utilizado
como herramlentas para investigacilbn taxonbmlca, como en el

caso del estudlo de Brindle y col (B8) en el cual se produjeron
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19 anticuerpos monoclonales para producir patrones de tincibn

Inmunofluorescente de Legionella pneumophila; 12 de estos 19

anticuerpos monoclonales se selecclonaron para dividir L.
pneumophila en 17 subgrupos, en los que generalmente es méhs
f8e1l y menos ambiguo clasificar los alslamientos de esta bae-
teria que en los serogrupos actuales. AdemBsa, se definieron
los subgrupos del serogrupo 1, que es el mis combn.

Cabe sefalar que la clasificacidén actual se reallzd
identiflcando subgrupos por medio de anticuerpos policlonales,
aunque un enorme grupo de alslamientos produjeron patrones de
inmunofiuvoresceucia no tan fAcllimente clasiflicables, lo cual
refleja que la forma actual es inadecuada y que seria m8s con~
flable una nueva, elaborada medlante anticuerpos monocleonales
fluorescentes para evidenciar las relaclones entre los serogru-
pos de L. pneumophila.

Ahora bilen, con su seleccidbn de anticuerpos monoclo;
nales los autores dividieron a un grupo predefinido como 4, 8 y
10, con anticuerpos policlonales ahora en cinco grupos, el 10,
el 4/10, el 4, el 14 y el 8, aunque cada grupo casi se fusiona
en el sigulente. E1l 14 es el filtimo en describirse (6), el U
no fue blen caracterizado, porque la fluorescencia que presentd
no la produce ningfn otro alslamiento. Exlsten otros subgrupos
que no se ldentificaron con este conjunto de anticuerpos mono-
clonales, aunque no se duda de que su existencia se confirmaré
en otros estudlos.

La importancla de analizar estos datos radlca en que
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se demuestra lo fAcil de 1dentit1can'cada subgrupo con antl-
cuerpos monoclonales, por lo cual se asume que 8stos son muy
egpecificos y se recomienda usarlos en substitucibn de los
policlonales.

Hierholzer y col (41) compararon dos técnlcas para
detectar al virus sincicial resplratorio y al antigeno del
virus de la para-influenza, encontrando que el TR-FIA (mé&todo
basado en la quelaclbn de metales y en la fluorometria con
antlcuerpos monoclonnles) parece ser mis sensible para detectar
antigenos de vipus respiratorios que los ensayos inmunocenzimf-
ticos con anticuerpos monoclonales blotinilados.

¥n este reporte, igual que en otros mencionados, 3e
evidencla que todos los ensayos en que se usan anticuerpos
monoclonales son mhs sensibles que los que utllizan antlcuerpos
polliclonales,

El TR-FIA detecta antigenos virales en un 100% a par-
tir de heces y en un B5% de muestras de tracta respiratorio.
La sensibllidad es particularmente importante, ya que los virus
ginciclal respliratorio y el de la para-influenza son los agen-—
tes causales de enfermedades agudas o crdnicas mas lmportantes,
tanto de vias resplratorlas superlores como de Inferiores en
nifos y adalescentes. Se tratd de incrementar la sensibilidad
del TR-FIA incluyendo una mezela de anticuerpos monoclonales,
perc al parecer no se incluyeron los adecuadeos, por 1o gque no
se aumentd la sensibllidad del mBtodo, pero 31 la de los ensa-

yos inmunoenzimBtlicos con antlcuerpos monotlonales blotinilados,



Los anticuerpos monoclonales actfian afin a diluciones
muy altas y pueden almacenarse Iindefinidamente a -30°C, por 1o
cual los costos de preparaclbn dlsminuyen., Se puede montar la
técnica y concluir los resultados en dos horas, lo cual redunda
en dlagndsticos r&pldos y teraplas adecuadas.

Los anticuerpos monoclonales frente a la proteina P
del virus sincicial, fueron mucho ms sensibles en el TR-FIA
que frente a la chpslide, Estos resultados fueron sorprenden-
tes, ya que se habian observado senslbilldades similares en el
ensayo inmuncenzimBtlco y en el inmunofluorescente con mGlti-
ples cepas alsladas de cultivos celulares; el antigeno predomi-
nante en las secreclones nasales a partir de infecclones actl-
vas es la glicoproteina ¥. Como era de esperarse, la glicopro-
teina de superficle F y el UM del virus de la influenza reac-
clonaron tanto en el T-FIA como en los ensayos inmunoenzimbtl-
cos y en los flucrescentes, dadas sus propledades blolbdgicas,
respecte a su papel en la entrada del virus y en la induccldn
de anticuerpos protectores,

Posteriormente, Waris y col (112) estudiaron un méto-
do de determinacidn de los virus sincicial respiratorio y de
la influenza tipo A, por medlo de una tincibén de anticuerpos
monoclonales con peroxidasa y lo compararon con la técnica de
alslamlento y cultlvo de virus y con el método conocido como
TR-FTIA,

Los resultados 1ndican que el método de la 1nmuno-

peroxidasa es altamente especifico y sensible y no requiere de
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microscopia fluorescente que suele ser“costosa. No se observa-

" ron reacclones falsas positlvas con muestras contenlendo adeno-
virus, Citomegalovirus, virus Herpes simplex o virus de 1la
para-influenza,

®n este trabajo las tres téenlcas mostraron un prome-
dio en sensibilidad aimilar al T™=-FIA y al aislamiento, Sin
embargo, si las muestras se lnoculan hasta 3 h después de la
toma de la muestra la técnica con peroxliasa en mhs sensible
que el TR-FIA, Bn ,particular, para detectar virus A de la
influenza, tanto la té&cnlica c¢on peroxldasa marcada, como el
TR-FIA tienen un promedio de sensibilidad igual, La sensibili-
dad y la especificidad de TR-FIA fueron comparables con 1lo
obtenido por aislamlento de los virus sinclelal respiratorlo y
el A de la Iinfluenza, aunque comerclalmente solo se pueden
encontrar equipos inmunoenzimfticos para detectar al virus A de
1a influenza.

En vista de lo anterior, el método de elecclbdn para
diagnosticar infecclones causadas por el virus A de la Influen-
za 23 el de la inmunoperoxidasa, que puede usarse como un méto-
do alternativo al alslamiento del virus y es aplicable para
estudiar 1la sensihilidad de cepas$ de virus frente a medlcamen-
tos antlvirales.

Stout y col (793) evaluaron el dlagndsticc de 1las
énfewnedades respiratorlas de etlologia viral, usando una
mezcla de antlcuerpos monoclonales tanto como método de confir-

maciébn de cultivo de células como método de monitorec répido,



La mezecla de anticuerpos monoclonales se usd en un procedimlen-
to de tincidn fluorescente de dos fases; en la prinmera, sbdlo
con cultivo de cBlulas se encontré una sensibilidad y una espe-
cificidad del 917 y 94%, respectlivamente; en la seguzla, en
células exfolladas de nasofaringe o de tr&quea, por tincibn
directa, la sensibilidad y la especificidad fueron del 69% y
del 97%, respectivamente, lo cual demuestra que la mezcla de
anticuerpos monoclonales es altamente especiflca, aunque poco
sensible para dlagnostlicar 7 diferentes virus respiratorlos,
ademfs de ser répida y potenclalmente econdmica, en comparacibn
con el cultivo de células para examinar directamente las mues-
tras en la deteccldn de més de un virus resplratorlo,

Se destaca que¢ 1independlentemente del virus de 1la
infiuenza B, que no se detectd, la mezcla de anticuerpos mono-
clonales mostrd una buena especificldad pare detectar 7 dife-
rentes virus respiratorios como se menciond anterlormente, no
obstante la baja senzslbilidad obtenida. Sin embargo, ni el
cultivo ni otras técnicas son del todo especiflcas para la gama
de virus en cuestidn -segln dice el autor- tal vez debldo a que
la mezcela de anticuerpos monoclonales selecclonada no fue la
mhs adecuada, pero se sefala que &sta es mas rlpida (45-90 min)
en comparacibn con un ensayo Iinmunoenzimétlco o con el aisla-
miento del virus por cultivo de c8lulas, ademfs de que el
pen(ltimo ensayo menclonado sblo detecta virus sinciclal direc-
tamente mientras que la mezcla de monoclonales permite reduclr

lo mhs posible el costo del examen y se puede usar aflin cuando



no se alsle al virus y detecta una a-mplia varledad de virus
resplratorios.

. Por otro lado, se Jjustifica la baja sensibilidad de
los anticuerpos monoclonales en funcibn de un nbmero bajo de
virus en la muestra. Aunado & la transportacidn de las mues-
tras en hlelo -que es inevitable- da como resultado una proteS-
1isis enzimAtica y pérdida de los antigenos virales.

Lo anterlor podria sugerir gue la mezcla de anticuer-
pos Involucra varlas eventualidades que conllevan a una baja
sensibilidad, Sin embargo, concluyen que esta mezcla de anti-
cuerpos monoclonales es una buena alternativa diagndstica y
confirmativa, que afin puede mejorarse.

Posteriormente, Hierholzer y col (40) adaptaron una
nueva t&cnlca de TR-FIA desarrollada con anticuerpos monoclona-
les y la compararon con varios ensayos Ainmunoenziméticos para
detectar antigenos de adenovirus en diversas muestras. E1 en-
sayo lnmunoenzim&tico m&s senslble fue uno en el cual se usaba
blotina de marcador y un conjugado de estreptoavidina-peroxi-
dasa.

Todos los eximenes Se evaluaron con aspirados de
nasofaringe de enfermos con padecimientos respliratorios, con
homogene!zados de telldos de paclentes con infecclones sistémi-
¢cas y con heces de enfernos con padecimientos gastrointestina-
les. En los enfermos del sistema respiratorio y en muestras de
tejidos, el TR-FIA 1dentific¢d adenorivus en un 35% de las mues-

tras positivas por cultive, que presentaban una sensibilidad
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similar (79%), a la del ensayo inmunoenzinftico con anticuerpos
monoclonales y una marca de blotina-avidina, Otro ensayo
inmunoenzimBtico en el cual se usaron anticuerpos policlonales
y blotina-avidina, mostrd una sensibilidad del 88%., En heces,
el TR-FIA detectd el 1007 de adenovirus de muestras positivas
por cultivo, slendo asi decididamente superior a los ensayos
inmunoenziméticos, en los cuales se detectd el 782 y el 75% al
utilizar anticuerpos monoclonales y policlonales, respectiva-
mente.

Este estudlo demostrd gque el TR-FIA es eficiente,
flexible y especifico para un nlimero lmportante de muestras
clinicas, y que los anticuerpos monoclonales son invariablemen-
te mis sensibles que los policlonales. La especificidad vy
hasta clerto punto la sensibliliidad del TR-FIA con anticuerpos
monoclonales pueden aumentarse camblando la seleccldn de anti-
cuerpos monoclonales.

€1 ensayo inmunoenzimAtico con anticuerpos monoclona-
les wmarcados con blotlna es mhs sensible que el método en el
que se usan antlcuerpos policlonales. La blotinilacibn es
sencilla, los reactlvos son baratos y estables llimitadamente a
una temperature comprendida entre -20°C y -70°C, usfndose el
mlsmo egulpo que con el polliclonal.

El TR-FIA se hace mls simple con una sola incubacilbn
sin disminuir su sensiblilidad, pero requlere de inverslones més
fuertes en reactivos, amortliguadores, purificaclones, etc.,

2unque una vez montado es estable.
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3.5 ENFERMEDADES SISTEYICAS

Viseidl y col (108) detectaron al virus de la inmuno-
deficlencia humana por medlo de un anticuerpo monoclonal en
solucibn, en un ensayo de hibridizacibn en el que se detectaron
los &Acldos nucléicos del virus. Describen un ensayo de hibri-~
dlzacldn no isotbpica, nuevo, en fase liqulda, pera medir el
ARN viral en muestras biolbzlecas c¢on ADN biotinilado., La tée-
nica dz hibridizacibn ge compard con un ensayo por captura de
antigeno, mostrando el primero una sensibilidad del 93.5% y una
especifinidad del 94,A%, aunque se consldera que al detectar al
virus en los linforitos de los paclentes puede estar ldentifi-
clndose al virus infectante saunque &ste no necesariamente se
est® replicando in vitro.

El ensayo se reallza en dos partes: en la primera,
se lleva a cabo una hibridizacibn con una sonda isotbplca y en
la segunda, los hibridos de ADN-ARN blotinilados, se detectan
en una reaccldn inmune en fase sdlida similar a las reacclones
enzimitlicas, pero con la ventaja de combinar la alta sensibi-
lidad y especlificldad de una hlbridizacifn, con las conve-
niencias de 1a amplla disponihllidad de 1los sistemas inmunoen-
zimaticos,

Lns inconvenlentes ohservados al realizar la técnica
de hibridizacién con un antlcuerpo monoclonal son: el tiempo
necesarlo para que los antigenos virales y &cidos nucléicos

lleguen a valores detectables, dlficultades proplas del mues-



.trec y la conservacibn de la muestra, ya que a menudo es diff-
ci1l cultiver virus de paclentes que se sabe tlenen una Infec-
¢lbn y se sospecha que son portadores del virus pero es diffcil
comprobarlo. Tambi&n se ha conflrmado y observado al virus
directamente en questras Iiniciales, es decir, sin replicarlo in
vitro, esta observacl®n podria deberse a reaccliones de hibridi-
zacidn falsas positivas, aunque los autores no lo creen posible
en vista de que ninzuna de las muestras positivas reacelond con
un plhsmido recombinante que contenia un fragmento de ADN del
genoma del virus Coxackle B3 v por la baja reactividad observa-
da con unz muestra de una mezcla de c&lulas mononucleares de
donadores seronegativos.

Por todo lo anterior, se asume que los ensayos de hi-
bridizacidn con antlcuerpos monoclonales en solucibn, tienen el
potenclal de convertirse en un sistema de destaceidn de A&cidos
nucléicos de microorganismos a partir de muestras bloldglcas,
se podrf usar ampliamente, ya que es conflable y permitiré el
contrel cuantitatlvo de las reacclones de identificacidn.

En relacldn con Pseudomonas aeruginosa gue se ha con-

vertido en uno de los agentes etiolbgicos causantes de una muy
alta morbllidad y mortalidad en paclentes inmunocomprometidos
con herldas quirfirgicas, quemaduras, traumatismos y chncer,
Pfaller y col (59) evaluaron un antlcuerpo monoclonal fluores-
cente 1irecto para detectar a esta bacteria en hemocultivos.
Se encontraron magniflcos resultados, ya que el bacilo se

ldentiflicd en 44 de 45 (93%) hemocultivos y 131 de 133 (98%)



- 118 -

cultivos en los que habian otros bacilos Gram negativos, la’
especificidad del reactivo se confirmd por la Eincién directa
de 10 serotlipos de P. aeruginosa {todos positivos) y 57 bacilos
iram negativos, que 1nclufan 8 especles de Pseudomonas di~
ferentes a P. aeruginosa (todos negatlvos). Asi mismo se
encontrd un resultado falso negativo para el cual no hay ex-
plicacibn segln los autores, aunque consideran que los anti-
genos de lé membrana externa de 1la bacterla se enmascararon
durante su crecimiento en el cultivo, por 16 cual no pudieron
evidenclarse posterlormente; también cltan que el cultive de
donde se obtuvo el false negativo estaba en una botella en
anaerobiosls, por lo cual problablemente crecid solo F,

necrophorum y no Pseudomonas sp, o que tal vez Estas no eran

viables.,

La metodologia del anticuerpo monoclonal fluorescente
directo es ffcil de llevar a la préctica, rfpida (50 minutos
aproximadamente) y parece prometedora.

Por otro lado Hussen y col (44) aislaron y caracteri-
zaron antlcuerpos monoclonales dirigidos a una fosfatasa alca-

lina producida por Pseudomonas aeruginosa, todas las clonas de

anticuerpos reaccionaron con dicho microorzanismo en ensayos
inmunoenzimiticos y de inmunofluorescencla indirscta Incluyendo
17 serotlpos y 2 cepas no tiplficables. Se observaron reac-
ciones cruzadas con 3 antlcuerpos monoclonales, aunque s8lo con
algunas especies de Pseudomopas por la homologia de su ARNr.

En unos experimentos originales reallzados en alslamientos



¢linicos, se demostrb que la fosfatasa alcalina de Pseudomonas
se encuentra en la superficle de la bacterla, por lo cual se
consldera posible identificar a P, aeruginogsa directamente en
muestras clinlicas con esta metodologia.

Asimismo, se consldera que las reacciones cruzadas

entre &sta y otras especles como P. fluorescens y P. stutzerl

no son importantes, ya que son sensilbles a los mlismos antl-
blbticos,
El esquema internacional de tipificacidbn antlgénlca

(IATS) para tipificar Pseudomonas aeruginosa se usa casl uni-

versalmente, aunque algunos investigadores prefleren el esquema
de Homma (42), que corresponde intimamente al IATS,

La actual disponibilidad de anticuerpos comerclales
ha permitido que los laboratorios clinicos reduzcan la necesi-
dad de laboratorlos de referencia y ha permitido evaluar la su-
perioridad de los anticuerpos polieclonales de conejo para sero-
tipificar rutinariamente los alslamlentos elinicos.

Strickland y col (94) compararon antlicuerpos pollieclo-
nales de conejo con anticuerpos monoclonales para tipificar

Pseudomonas aeruginesa, los resultados demostraron que 1los

segundos monoclonales fueron contundentes y més rfpldos que los
primeros excepto una cepa denominada M. Estos resultados se
aplican a casi todas las cepas, excepto a aquéllas no tipl-
ficables con anticuerpos monoclonales como la "M", Como
resultado del incremento en el nflmero de alislamientos de P.

aeruginosa en paclentes con fibrosis quistica, también ha



aumentado la proporcidn de cepas polia:j,lutinantes, es declir, de
aguellas cepas que aglucinan con 3 o mAs éntléuerpos a tipos
"0", teles como el 03, el 09, el 09, el 010, el 013, y de las
cepas no tipificables (NT).

Se estudlaron 2% cepas de P. aeruginosa, 20 fueron no
tipificables (NT) tanto por snticuerpos monoclonales c¢omo por
policlonales, por ello, las 20 cepas se atribuyeron sl antl-
cuerpo monoclonal que ldentific6 a la cepa M, cuya reactividad
es cas! exclusiva a cepas poli-aglutinantes (PA} o (HT}, lo
cual suglere que este anticuerpo podria estar dirigido al lipo~-
polisachrido del nficleo de la bacteria, por lo cual se requlere
un culdedo especlal para cepas sgerotlpiflcables como N, Se
cita que los anticuerpos monoclonales usados dan resultados
claros comparables con los anticuerpos anti-conejo pero no
aumentan el porcentaje de Sipificacibn de cepas.

Qiguerca y col (21) prepararon un grupo de antlcuer-
pos monoclonales murinos con eapecificidad hacfa la fase leva-

duriforme del hongo dimdrfico Paracocclidlolides brasiliensis,

modificando la técnlca convencional de producclidn de antlcuer-
pos monoclonales, al usar un flrmaco inmunosupresor la -ciclo-
foafamida- para suprimir la respuesta inmune de los animales y
asi evitar la reactividad cruzadas entre el hongo en estudlio e

Yyvstoplasma capsulatum.

Uno de 1los anticuerpos monoclonales reconoctd por
inmunoelectrotransferencia un epitope antigénlco lineal de P.

brasiliensis de peso molecular de entre 70 y 75 Kd. Sin embargo,



aln se discute el serodlagnbstico de P, brasiliensis con sondas
especificas a esta especie,

%as importante 1a produccisdn de anticuerpos monoclona-
les especificos en el caso de P. brasiliensis, ya que comparte

un antigeno con Hystoplasma cspsulstum y porgue ademfs compar—

ten las mismas zonas end8micas en Latino América.

Los anticuerpos monoclonales podrian ser aproplados
para sistemas dlagnbsticos en los que tanto los anticuerpos
monoclonales con reactividad cruzada, como 1los policlonales en
contre de P. brasiliensis, podrian usarse como controles posil~
tivos para t&cnlcas como la inmuncdifusidn, la electroforesis,
etec, aunque tal vez el emplec mhks til podria aer en ensayos
inmuncenzimhticos para detectar antigenos circulantes,

Refss y cel (75) produleron y usaron anticuerpos
monoclonales para detectar el homopolimero manana de Candids
tropicalls por ensayos lnmunoenzimbticos o con inmunofluores-
cencla y encontraron que es posible sustitulr los antlcuerpos
policionales por monatlonales y con esto mejorar la especifici-~
dad tanto de ensayos iamunoenzimbticos, como de inmunofluocres—

cencla, y asi poder investigar la topografia de la superficle

de C. tropicalis y deiueir las diferencias moleculares de los
serotlpos de la bacterla logrando que estos antizcuerpos actua-
ran como detectores de antlgenemla. Los descubrimientos repor-
tados por estos autores se conslderan alin preliminares, por lo

cual se necesitaria de estudios posaterlores para confirmar lo

anterior o para depurar las té&cnicas de produccidn de estos an-~



ticuerpos monoclonales y consecuentemeﬁt;e de sus propledades.

Se cita que la sensibilidad de los an'ticuerpoa mono-
clonales es muy lmportante debldo a que la cantidad de manana
detectable durante la antigenemia es muy baja (ng/ml) y se
degrada a manosa. Sin embargo, se detectd una clerta falta de
avidez de los antlcuerpos monoclonales por el antigeno, lo que
se interpretd como una falta de sensibllidad durante la anti-
genemia,. Tambl&n se evidencld que las concentraclones de anti-
geno, varian en funcibn de los serotlpos y est&n intimamente
relaclonadas con la especie, 10 cual se concluye en funcldn de
que los c¢onejJos Infectados con C. alblcans serotipo A, mos-
traron una concentracibn de antigeno mucho mayor que los cone-
Jos Infectados con C, tropicalls,

La deteceldn del antigeno del serotipo B de C.
albicans durante la antligenemia por manana fue daja, lo cual,
segln los proplos autores, indica que la deteccibn exitosa de
la manana, depende del uso de un conjJugade serotlipo especi-
fico.

El té&rmino tifus se wusa para definir un grupoc de
enfermedades infecclosas agudas, graves, producidas por diver-
sas ‘especles del género Rickettsla, que se caracterizan por
fiebre elevada, delirlo, postracldn y erupciones cutfneas tipo
petequlas,

En relaclibn con este campo, !NcDade y col (60) produ~
Jeron un panel de antlicuerpos monoclonales y evaluaron su espe-

cificidad para identificar antigenos del género Rickettsla por



fluorescencla, De 9 anticuerpos evaluados, 2 fueron especifi-
cos para R. akarl; 4 reacclonaron con R. akarl y con los demls
grupos de Rickettsisa que producian la fiebre manchada. Los
dem&s anticuerpos reaccionaban con algunos miembros del grupo
de las rickettslas que producen la fiebre manchada; nlnguno de
los anticuerpos monoclonales reacciond con las que causan el
tifus de la flebre manchada, el tifus de los matorrales o la
fiebre de las trincheras, nl con las causantes de la fiebre Q.

Por lo tanto, estos anticuerpos se suman a la lista
de los ya exlstentes para ldentificar Rickettsia causantes de
la fiebre manchada, alin cuando €stas sean antigénicamente simi-
lares, Por otra parte, los autores destacan el hecho de que el
método de cultiver 1las rickettsias no afecta en nada su capaci-
dad de reacclonar frente s los anticuerpes monoclonales.

Rickettsla tsutsugamushi es agente causante de la enfermedad de

tsutsugamushl y muestra una heterogeneidad antigénica, que es
de gran importancia en el serodiagnbstico y en el desarrollo de
una vacuna contra esta enfermedad,

Chang W. y col (14) encontraron diferentes tipos
antigénicos a partir de 113 cepas de R, tsutsugamushl alsladas
de pacientes coreanos, mismas que 3e anallizaron utilizando
antlicuerpos monoclonales y polliclonales murinos.

Se produjeron varios anticuerpos monoclonales que
reacclonaron con cepas prototlpo y con una de las cepas aisla-
das.

Las cepas prototipo de R. Stsutsugamushi -Gilliam
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(ATCC VR-312), Karp (ATCC VR-150) y Kato (cepa Nigatta)- se
propagaron en cultivo en monocapa de c&lulas 'L en un medto
esenclal,

Los alslamlentos pueden clasiflcarse en sels gZrupos
de acuerdo a su reaccibn con un grupo de anticuerpos monoclona-
les., Nueve aislamientos del grupo 1 se 1identificaron como
serotipo Gilliam y 13 de los grupos II y III, se identificaron
como serotipo Kerp, Dos grupos se consideraron como una mezcla
de grupos I y II o grupos I y III, respectivamente, Las 88
cepas restantes del grupo IV tenian un antigeno Gnico que no
estaba presente en las cepa3s prototipo, ademfs de compartir
antigenos comunes con las cepas prototlpo.

La heterogenefdad antigénica de R. tsutsugamushi se
ha probado mediante anhAlisis con &antlcuerpos fluorescentes,
neutralizacibn, inmunizacibn cruzada, o neutrallzacibn de toxi-
na; sin embarzo, estos métodos presentan muchas dificultades
debldo a que existe un alto grado de reaccldn ~ruzada entre las
cepas.

También se tratb de ldentiflcar el serotipo de los
aislamientos de R. tsutsugamushl medlante una prueba de anti-
cuerpo fluorescente, utilizando ratones !nfectados con 3 cepas
prototipo. 53in embargo, no fue posible determlnarlo en varlos
aislamientos, debldo a la reaccldn seroldgica cruzada, por lo
cual se utillzaron anticuerpos monoclonales para la clasifi-
cacidbn serolbglica.

Fn este estudio se encontraron tres casos de Infec-
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¢1dn con cepas reactivas mGltiples, en los cuales la clasifica-
cibn eantigénica con =antlicuerpos monoclonales o policlonales
puede causar grandes errorées; tales hallazgos son muy comunes
entre los alslamientos de Paklistén, de Pllipinas y de Tallan-
dia, pero no comunes en los japoneses,

La distribucl®dn de los serotipos gue frecuentemente
se alslan del norte de Corea, es diferente de la del centro y
sur, por lo tants, se suglere utllizar cepas 1locales de R.
tsutsugamushi para propdsitos de diagnbstico y profilhcticos, y
que deben ser de caracteristicas epldemloldgicas diferentes, de
acuerdo a la locallizacldn geogrhfica.

Vitale y col {110) produjeron 22 sibridomas producto-

reg de anticuerpos monoclonales anti-Rickettsia conorli, Al

examinar por inmunofluorescencla indirecta 46.6 sobrenadantes
de los 22 hibridomas, resultaron ser del tipo M., Solo 5 sobre-
nadantes fueron posltivos para todas las cepas examinadas, aun-
que produjeron diferentes titulos con las distintas cepas, tal
vez, sugleren los autores, porque se reconoce un antigeno comfn
a las rickettslas causantes de la flebre manchada., Se determi-
naron epitopes inmunodominantes usando un examen de inhibilelbn
de la unidn de la cepa MAVI, se encontrd que un nlmero impor-
tante de muestras de suero de paclentes con flebre botonosa,
producian anticuerpos que reconocian a los nlsmos epitopes que
reconocieron los anticuerpos monoclonales de ratdn, aungue se
examinaron un nGmero de muestras relativamente bajo. Se encon-

trd una heterogeneldad sorprendente tanto en la expresibn de
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epitopes que reconccen al ratbn eﬁ las cinco cepas de
Rickettsia, como en la respuesta de anticuerpos-a estos epito-
pes en el suero de paclentes con fiebre botonosa, Tambi&n se
clta que las conclusiones en este estudlo pudleron verse afec-
tadas dada la alta frecuencla de la inmunoglobulina M, Sin
embargo, se cree que este estudlio proporcionar bases epldemlo-
18gicas para estudiar las posibilidades de 1los antlcuerpos
monoclonales como herramientas potenclales para el dlagnbstico

y el desarrollo de una vacuna contra Rlckettsia conorii,

causante de la flebre manchada.

Zn 1988 Uchida y col (100) identificaron un nuevo
grupo de Rickettsia patDBgena para el hombre en Japbn y compara-
ron este nuevo grupo con los ya conocldos: R. rlckettsii, que
produce 1a flebre manchada de las Montaflas Rocosas; R. conoril.
que produce la fiebre botonosa; R. slberlca, que produce el
tifus del norte de Asia; R. australls, que produce el tifus de
Queensland y R. akarl, que produce la flebre de los matorrales.
Estas especles se presentan en diferentes lugares geogrfificos
separados por fronteras naturales.

La ldentificac1dn del nuevo microorganismo se conflr=-
mé medlante sueros policlonales y monoclonales y se propuso el

nombre de Rickettsla Japonlieca sp. nov.

%n 1990, Uchiyama y col (101) describen un estudlo
econ 192 hibridomas productores de antlcuerpos monoclonales
dirigidos a epitopes de las proteinas de superficle de la cepa

yH de R. japbnlca que reacclonaron con todas las cepas Japone-



sas examlnadas, pero no asi con las cepas conocidas de otros
patbdgenos, ‘apoyando la conclusibn de que R. japonica es una
nueva especle de Rickettsia del grupo de la fiebre manchada.

Los anticuerpos monoclonales especificos para la es-
pecle indican gue todas las cepas pertenecen a una sola espe-
cle. Los epitopes especificos que reaccionan con estos anti-
cuerpos monoclonales se localizan en las proteinas de la super-
ficie del microorganismo, evidenciando dos bandas por inmuno-
electrotransferencia, una de 145 y otra de 120 Kd . Estas
resultaron ser de naturaleza proteica, ya que al someterlas a
tratamiento enzlmatico con proteinasa K, se inhibid totalmente
su reactividad con antlcuerpos moncclonales.

Por otro lado, se reporta que hasta la fecha de pu=-
blicacldn del reporte (101), no se habian detectado casos de
enfermedad por R. japonica fuera de Japbn, y que el vector del
mlcroorganismo recientemente descublierto aln no se ha eviden-
ciado.

En relacidn con el gzénero Nocardia, se investlgaron

{48) N. asteroides y N. brasiliensis. Se usaron extractos de

cflulas completas usados como antigenos para generar antlcuer-
pos monoclonales, mismos que mostraron dlferentes grados de
reaceldn con dichas nocardlas asi como con antigenos de flltra-~

dos de cultivo de Mycobacterium sp que tlene clierto potenclal

para usarlos como reactivos en la purificacibn de antigenos de

Mocardia,
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CAPITULO IV
DISCUSION

A través de numerosas Investlgaciones, se han utili-
zado y tratado de hacer mis y mhAs eflclentes las técnicas de
fdentificacibn de los agentes patbgenos.

Asi surgieron y se han empleado las técnicas conocl-
dags como inmunolbgicas, en cuya forma mAs sencilla, un antigeno
4% lugar a un antlcuerpo, con el cual puede Iinteracclonar
posteriormente,

Cabe sefialar que desde el deséubrimiento del primer
fenbmeno inmunolbgico, las técnlcas basadas en Bste se han usa-
do con fines diagndsticos y han evolucionado.

Por otro lado, afin se conserva el objetivo original,
el de depurar las técnicas en busca de sensibllidad, especifi-
cidad, rapidez, confiabilidad, bafo costo y un minimo de reac-
ciones cruzadas, por ello, la téecnica de los anticuerpos mono-
clonales es relevante,

Desde que surzleron 1los anticuerpos monoclonales se
estudid su capacldad para usarlos como una herramlenta para
diagnosticar diferentes cnfermedades infecclosas 1identiflcando
el agente causal de Estas; a la fecha, los entlcuerpos monoclo-
nales tambi®n se han utilizado exltosamente en el tratamlento
de difarentes enfermedades.

Los antlcuerpos monoclonales son muy senslbles y es-
pecificos, le confleren mucha rapidez a las t&ecnicas en las qgue

se emplean, Sin embargo, el montar la técnica para producirlos



implica varlas dificultades, lo que no los hace accesibles en
forma rutinaria,

El procedimiento que originalmente propusieron Kohler
y Milstein consistia en obtener c&lulas de bazo de un ratdn in-
munlzado con eritrocitos de carnero y fuslonar estas c8lulas
con las de un mieloma en un medio con polietilenglicol, clonar
y obtener los antlcuerpos monoclonales,

Al procedimiento original se 1= han hecho clertas modi
ficaciones en funcidn de las necesldades del laboratorio intere
sado en produclr los anticuerpos monoclonales, dependiendo del
antigeno, es declir, de su capacidad para inducir una respuesta
inmune, de las concentraciones en que esté dlsponible, etc.

Asimismo, se han inmunizado diferentes animales para
estudiar sus respuestas, encontrhindose que los mejores sistemas
son los de rata o ratdn por ser mhs fhclles de manejar, porque
ocupan mencs espaclo, porque osus necesldades nutricionales son
mis f&clles de cubrir, etc,

De 1gyal manera, se ha estudiado la necesidad de
obtener antigenos puros papra Inmunizar a los animales y obte-
ner una respuesta mayor sln distraer al sistema inmunitario del
individuo con las contaminaciones. Sin embargo, por otra parte
se encontrbd que la pureza del antigeno no es relevante para los
efectos de estos estudlos.

También se estudid la posibilidad de induclr eventos
oncolbgicos al administrar anticuerpos monoclonales a un

paclente, observindose que dicha posibilidad es npuy remota,
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En vista de los comentarios'anteriores resulta evi-
dente que los antlicuerpos monoclonales se han estudiado muy
ampliamente, aunque su descubrimiento sea tan reclente y su
potenclal afin est® en desarrollo.

Milsteln estudld los anticuerpos monoclonales c¢omo
herramienta de diagnbstico, sus caracteristicas, los procedi-
mientos para 3u obtenclén y las caracteristicas que heredan de
sus c&lulas progenitoras:

Un anticuerpo monoclonal es aquél que se obtiene de
las immunoglobulinas del bazo de un animal sensibilizado a un
determinado antigeno y que pueden Iinmortallzarse 4l fuslonar-
las con c&lulas de mleloma, conslderando que &ste produce un
solo tipo de anticuerpos, el antlcuerpo puede segregarse en
clonas, es declir en lineas celulares selecclionadas y obtener el
anticuerpo en cantidades ilimitadas y por tanto tlempo como ae
mantenga estable el hibridoma.

Al fusionar las células especificas de ratdbn con cé-
lulas de mieloma en polletilenglicol, &stas, que son deflcien-
tes en la enzlma hipoxantina, guanina fosfo-ribosll transferasa
(4PGRT), aportan la capacidai de crecimiento Ininterrumpldo y
las cé&lulas esplénicas inmunlzadas, la capacldad de produclr
una Inmunoglobullna especifica. Las células que no se fuslonan
se eliminan, ya que carecen de la enzima HP3RT y no pueden usar
la aminopterina por la via de utilizacibn de purinas exbgenas,
al sembrarse en el medlo HAT y por tanto desaparecen en cultivo

ininterrumpldo.



Una observacibn digna de tomarse en cuenta es, que
los monoclonales hibridos expresan las cadenas de inmunoglobu-
linas de ambas c@lulas originales, lo cual involuera rearreglo
de cromosomas y mutacibn de clonas que dejan de expresar una de
las cadenas, Este no es un evento al azar, los anticuerpos
monoclonales pueden perder especificidad y sensiblilidad al
perder cadenas y Esta es la razbn de que varlos autores 1los
usen en paralelo con otras técnicas confirmativas.

Por otro lado, no existe duda de que la presencla de
una capa alimentadora de cBlulas incrementa la capaclidad de las
cBlulas en cultivo para desarrollarse {(a densidades muy bajas).
%1 uso de esztas capas alimentadoras es esencial para alslar
clonas hibridas muy sensibles, que de otra forma serian muy
dificiles de cultivar, &sto 1ncrementa el rendimlento de hibri-
dos viables luego de la fusibda y es muy recomendable tomarlo en
cuenta durante este procedimiento. Aunque hay que tener culda-
do con el uso Indiscriminadc rde estas capas, ya que el simple
hecho de usarlos Iintroduce una nueva variable que puede repre-

sentar nuevas complicaclones a menudo Innecesarias.,

El Sistema Nervioso es de culdado especlal deblido a
lo sensible de E&ste y porque los dafos causados en 8l son 1irre-
verslibles; el Nigestivo es de relevancla porque las enfermeda-
des e Infecclones de #&ste generalmente se manifiestan por
dlarreas que deshldratan r&pidamente al paclente y lo pueden

llevar a la muerte especlalmente en el caso de necnatos y en-



- 132 -

fermos inmunocomprometidos. De 1guai manera, en el Sistema
Respiratorio 1las enfermedades pueden 1inclusive disiparse a
otros sistemas, De las enfermedades Sistémicas es obvia su
1mporfanc1a pues 3e caracterizan por infectar varlos slstemas
causando complicaciones enormes y dificultades para controlar
al paciente lo cual puede causar dafos irreparables o incluso
la muerte del paclente.

En relacidn con el Sistema Genlto-Urinario debemos
recordar que las enfermedades sexualmente trasmitidas han
aumentado alarmantemente hasta niveles 1naceptables, fundamene
talmente por las cepas resistentes a los antibldtlcos, aunque
otros problemas de indole socilal han contribuido a este aumento
en la frecuencla de Infeccl®dn, &stos son, por ejemplo: la blga-
mia, la homosexualidad y la prostitucldn. En vista de lo ante-
riormente citado, es necesarlo readoptar una postura concienti~
zadora de masas y, por otro lado, insistir en el tratamlento
adecuado de las enfermedades sexualmente transmlisibles.

Todo manelo adecuado de cualquier enfermedad, empleza
por un buen dlagndstico de la misma, una correcta identifica-
cibn del microorganismo patbgeno y, por Gltimo, con la pronta
administraci®én de la terapla mAs adecusda, por eso es necesarlo
contar con mBtodos rlpldos y conflables de dlagnbstico, como
aquellos en los que se usan antlcuerpos monoclonales, como
herramienta dlagndstica.

Como se menclond en el capitulo correspondlente,

numerosas invéstigaciones sobre los diferentes slstemas y trac-



tos del cuerpo humano se han enfocado a estudiar, mediante
anticuerpos monoclonales, una amplia variedad de microorganls-
mos, tales como bacterias, hongos, levaduras, virus y parfsli-
tos, Algunos aercblos estrlctos, otros anaeroblos estrictos, un
buen nfmero de facultativos, otros mbs oportunlistas, algunos
mesbfilos, varlos mAs termdfilos, pero todos mediante el empleo
de los anticuerpos monoclonales.

Las investigacliones indican que los antlicuerpos mono-
clonales son capaces de aplicarse en diferentes ensayos, prue-
bas y equlipos entre los que se 1incluyen; inmunofluorescencla
directa e Indirecta, coaglutinacibn, radioinmunoensayo, ensa-
yos Inmunoenzim@ticos, lnmunoelectrotransferencla, microscopia
electrébnica, pruebas de aglutinacibn, de precipitacldn, neutra-
lizacibn (toxinas), etc,

Las técnicas en que se usan los anticuerpos monoclo-
nales se han comparado con técnicas de referencia, encontr&ndo-
3e que en algunos casos, inclusive las superan en resultados y
en economia, tal es el caso de la microscopia electrbnica, los
ensayos de hibridlzacibn de Beidos nucleicos y las tEcnicas de
tineibn que involucran marcas radloactivas, que al compararlos
con ensayos inmunofluorescentes, inmunoenzimlticos, stc. en los
que se usan anticuerpos monoclonales, se imponian estas técni-
cas,

Los resultados fueron muy satisfactorios en la mayo-
ria de los casos estudiados, como se mencionb con anterioridad,

en tErminos de: sensibllidad, especificidad, rapldez y facili-
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dad de manejo de las técnicas, ya queAno es necesario personal
altamente entrenado nl equipos en extremo costdsos. Por todo
lo anterior, 108 anticuerpos moncclonales hacen mis conflables
las técnicas en que se usan, demostrande asi su versatilidad,

Sin embargo, tambifn se encontraron inconvenientes en
au uso, que evidenclan discrepancias en lag opinlones de diver-
303 autores, por ejemplo:

- En torno a la polémlea de sustitulr los anticuerpos
policlonalea por anticuerpos monoclonales en todos las campos
al parecer por las investigaclones de la gran mayoria de los
autores consultados, los resultados demuestran que dicha sustli-~
tuclbn eatd plenamente Justificada, a pesar de que algunos tra-
bajos demuestran que los primeros produjeron resultados sobre-
sallentes superands a 108 anticuerpos monoclonalea y sorpren-
diendo lincluso a los mismos autores, aungue usaron solamente un
equipo en partlcular.

~ Mo se ha decidido 31 el antigeno con el nque ge. ge-
neran los anticuerpos monoclonales debe o no estar puro, puesg
los resultados a este respecto son inconsistentes y nl siqulera
se habla del grado de pureza, sino de purificar o no.

- Los anticuerpos monoclonales se pueden usar pars
examinar muestras directas a cultivos, sin embargo, 8l mues-
treo, tranaporte y aislamiento de clertns microorganismos es a
veces contraproducente, ya que no se logra la ldentiflcacibn
categhbrica de un determlnado agente patdgeno, aunque &ste se

encuentre en la muestra.
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Desde tiempes inmemorables, el muestreo ha sido tal
vez la mayor preocupacifn de los estudiosos de la Microbiologia
Sus implicaclones son tantas y tan importantes, que afin para
emplear tBcnicas tan sensibles como las de 1los anticAuerpos
monoclonales se debe tomar en cuenta como uno de los parfimetros
cruciales de los que depende el &xito de la prueba.

Asl pues, san dignos de estudiarse: el tlpo de mues-
tra Optimo, el sitio mbs adecuado para muestrear, la cantidad
de muestra necesaria {(en términos de volumen, para concentrar
la muestrs o la cantidad de microorganismos viables), la conve-
niencla de usar segundos o hasta terceros muestreoa (en el ca-
so de hisopos), la 2zona geogrifica de donde proviene el paclen-
te cuya muestra se estudia, la conservacidn de 1la muestra du-
rante el tranaporte, el medlo de transporte b6ptimo para cada
microorganismo y la administracibn de terapias antimicrobianas
previas al muestreo.

Regpecta & los medlos de cultivos Optimos (ya sea
para bacterlas o, en el caso de los virus, el cultivo de c&lu-
las) se prefleren usar los anticuerpos monsclonales directamen-
te slempre que sea posible, ya gue al cultivar un microorganis-
mo E&ste tlende a variar no sblo genétlcamente s8ino que las
implicacliones van hasta variaciones antigénicas causadas por
las variaclones gendmicas.

Tambi&n ase descubrlf que 1la conservacidn de 1la
muestra, invarlablemente la deteriora en mayor o menor medida,

ocasionando la pérdida de antigenos y consecuentemente un de-
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terioro en la capacidad antigénica dei microorganismo en estu-
dio, asi como camblos conformacionales importanhes o inclusive
la pérdida de su viabilidad, lo cual provoca una disminucidn en
el nGmero de &stos en la muestra y conlleva a la necesldad de
técnicas en extremo sensibles.

De igual maners, se ha observadc que el uso de algu-
nos medlos de cultivo presentan toxicldad hacia las c&lulas
cultivadas, lo que les provoca mutaciones y cambios indesea-
bles, dificultando su 1dentificacibn por los efectos de varia-
cibn del pH, presencia de enzimas, tlempo involucrado desde la
recoleccidn de la muestra hasta su procesamlento, etc.

Empero, con tantos reveses se ha sorteado la proble-
mitica involucrada por las varlables anterlormente citadas, de
diferentes formas, por ejemplo:

Se observd que en algunos casos las especlificaciones
de los fabricantes de reactivos en que se involucran anticuer-
pos monoclonales eran demaslado conservadoras, razdn por 1la
cual se ajustaron los criterlos de positividad de las reacclo-
nes, disminuyendo el nlmero de hallazgos en pruebas de micros-
copia sin sacriflcar especificldad.

Se realizd el camblc del diluyente que 1ncluifa el
fabricante,

Las determinaclones se hicleron espectrofotom&tricas
en log casos en que era posible, incluyendo téenicas de proce-
samiento de muestras que no involucran el uso de tensoactlvos,-

pero 8% de enzimas. Se concentraron las muestras por centrifu-



gacibn, se empled el calor o agentes quimicos para exponer los
epitopes que podrian estar ocultos o bloqueados formando
complejos 1inmunes, inaccesibles a 1los anticuerpos monoclo-
nales,

En los casos en que no se tuvo un epitope al cual di-
rigir los anticuerpos monoclonales se decidid trabajar con cb-
lulas completas, en casos como el de Salmonella typhl y otros,
se confirmd que 1los anticuerpos monoclonales son clertamente
reconocidos por la superficie de la c@&lula del microorganismo
en cuestibn; sin embargo, resulta gque se reconoce a mhs de un
determinante antigénlico de Bsta, en virtud de que 1las c¢Blulas
estudiadas tienen una membrana externa particularmente compleja
y presentan una enorme gama de determinantes antigénicos.

Por otro lado, hay que recordar que si las c&lulas no
eatin completas y viables, se plerde especificidad y sensibilil-
dad, o tlenen que estar presentes en una proporcibn mayor, por
otro lado, no es posible asegurar cull fue la estructura de 1la
c&lula que realmente se ldentificd, es decir, qu& parte de la
c®lula reacciond, ya que podrian ser epitopes de antigenos
capsulares, flagelares o somhticos, o bien una comblnacibn de
éstos,

Al trabajar con c&lulas completas se tiene otro in-
convenlente, este es, que sl las cBlulas no estln completas y
viables se plerde especificidad por lo que se necesita un mbto-
do de muestreo que garantice la presencia de un nlmero de mi-

croorgenismos suficlente para obtener buenos resultades, como
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por e)emplo, en los aspirados; pero, s'i por otro lado se toman
en cuenta las reacclones cruzadas que son otre inconvenlente
tan grande como el muestreo, &l emplearse anticuerpos mono-
clonales, que 1dentlfican un determinado antigeno de una bacte-
ria, puede regultar gque ese antigeno lo comparten otros micro-
organismos y que nlnguno realmente es el responsable, este
inconveniente redunda en la administracidn de una terapla
inGtil, que en ocasiones para lo Gnico que slrve es para alte-
rar la flora normal del paclente favorecléndose las infecciones
por oportunistas y por flora patbgena. Kl problema as jue se
ha descublerto que mientras m&s complefa e3 una estructura, es
mis frecuente encontrar reaccliones cruzadas, por eso es lbgico
pensar que estructuras mhs simples como virus o micoplasmas,
deberian presentar menos reacclones cruzadaz pero no es esfi,
puesto que &l ser parfisitos intracelulares obllgados, se multi-
plican dentro de las c¢klulas y 86lo se 1liberan al estallar
8stas pudliéndose entonces detectarlos; lo peor del caso es que
los virus tambi&n evoluclonan, se enmagcaran o liberan antige-
nos solubles y muestran varlacliones antigénicas o genéticas que
dificultan su deteccldn confilable y oportuna.

En relacidbn con el pili de HNelsserla gonorrhoeae se

generaron antleuerpos monoclonales dirigidos a las proteinas
PIA y PIB ercontrando rnue la primera es la de elecclibn para
ldentificar dicha bacterla.

Acerca del mismo miecroorganismo, tamblén se han estu-

diado los fragmentos de las proteinas PI3 producidos luego de



ataques enzimfticos para encontrar un supuesto epitope conser-
vado, a efecto de conocerlo y evaluarlo como un blanco poten-
clal para preparar una vacuna, encontrando resultados alentado-
res, ya que se vid un grupo de epitopes que se conservan reco-
nocibles. De hecho uno de los anticuerpos monoclonales obteni-
do es efectivo en tres niveles: produciendo inmunidad en las
mucosas, generando defensas bactericidas medladas por comple-
mento (C') e induclendo fagocitosis activada por el mismo antl-
cuerpo.

Por 1o anterlor se deduce que el antigeno peptidico
de la proteina IB es un buen candidatc para preparar una vacuna
mul ticomponente en la que necesariamente se deberia incluir un
componente comln a& la proteina IA, por lo mismo aln se requie-
ren de ulterlores investligaclones,

Yientras tanto, este antlicuerpc monoclonal se ha usa-
do para ldentificar las diferentes cepas de gonococos produ-
clendo resultados contundentemente alentadores y un minimo de
reacclones cruzadas,

Al disminuir el nlmero de reacclones cruzadas se ha
sumado importancia al punto de la evolucibn de las especles, es
'decir, que todas las cepas estudliadas cambian su estructura
antigénica y sus propledades al someterlas a condiciones
nuevas.

Asil mismo, se ha desarrollado un equipo, el Syva Mi-
crotrack, en el que se usan anticuerpos monoclonales fluorescen

tes, con los gque no se presentan las reacclones cruzadas; de



cualquier forma se recomienda usar una bateria de pruebas mhs
amplia y asi evitar al méximo las reacclones crizadas.

De 1gual manera se han desarrocllado otros equipos
como el PBGOT que involucra el uso de una mezcla de antleuerpos
monoclonales, dichas técnicas se han mejorado con una disminu-
cibn de los costos facilitando la iInterpretaclén de las prue-
bas.

“n relacibn a la téenica de coaglutinacibdn podemos
declr jue los resultados asi obtenldos son categbricos, confla-
bles y no requleren microscople de fluorescencla, ni de otros
equipos costosos, personal altamente capacltado, o cuartos es-
tériles, etc., por 1o cual es una técnica recomendable.

Por otro lado, se ha discutido que no exlste método
ni prueba con conflabllidad que se base en sensibllliad y
especlificlidad al 100%, puesto gque, entre otras razones, cada
examen que se disefla se ha evaluado y comparado con otros, cuya
confiabllidad no es al 1009, por esoc al enfrentarla a muestras
"dificlles”, las técnicas fallan. T.bas variaclones en la dis=
tribucidn de las gervovarledades de diferentes reglones geogrk-
ficas, exlgen segulr evaluando la configuracldn entigénlca de
las cepas de gonococosd Infectantes para mantener la sensibilidad
de 1las pruehas y para depurar o selecclonar los mBtodos y equi-
pos usadns hasta optimizarlos.

¥n relacldn a Chlamydia trachomatls ~que es un parl-

sito Intracelular- cada vez se ldentifica con mayor frecuencia

en paclentes con infecclones genlto-urinarlas y oculares.



Al comparar la técnica de inmunofluorescencla con los
antlicuerpos moncclonales para ldentificar a §. trachomatis con
las té&cnicas de tincldn con Giemsa y con yodo, las primeras se
eligleron sobre las segundas, ya que al tomar en cuenta el
nlmero de inclusiones en cada muestra, se separan las poblaclo-
nes de los paclentes, resultando més dificil identificar las
poblaciones con cuentas bajas, Tambl&n se susclto pelémica con
otras pruebas que involucran anticuerpos monoclonales en rela-
eibn & culil antigeno dirlgirlos, conslderando que muy dificil-
mente se dlagnosticaria ¢, psitacci cuando se tratara de C.
trachomatis o el antigeno proteico de la membrana externa mayor
de C. trachomatis; aungue con el primero se obsevaron mejores
resul tados,

Sin embargo, en la lectura de los frotls de anticuer-
pos monoclonales, algunos investligadores encontraron errores
debldos a la reactividad cruzada y a la unibn de la fraccibn Fe
de los antlcuerpos monoclonales conjugados con la proteina A de
estafilococo dorado, por lo cual se incluyeron clertas modifl-
caciones en la técnica de inmunofluorescencia Indirecta y en la
de cosglutinacldn, incluyéndose el uso de colorantes de con-
traste para tefilr el fondo y evitar los errores de apreclaclbn
debldos al fondo brlllante de la muestra, tratamiento de mues-
tras con enzlimas, etc.

Se han usado ampllamente métodos inmunoenzimAticos

para demostrar a microorganismos como Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coll y Shigella sp por medlo de antlcuerpos mnono-
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clonales dirigldos a la fosfatasa aldalina, que aparece casl
inmediatamente en el cultivo y se conserva en la muestra, como
se puede detectar directamente, se adelanta aproximadamente 24h
a los resultados obtenldos por otros métodos y puede automati-
zarse a un costo relativamente bajo.

Sin embargo, en relacidn a Pseudomonag aeruginosa se

produjeron reacciones cruzadas con otras especles del género en
virtud de la homologia de su ARM. HNo obstante, algunos asutores
conslderan de poca Importanclia estas reacclones cruzadas dado
que otras bacterlas del género que cruzan con P. aeruginosa son
sensibles a les mlsmos antihldtlcos y 2omo este microorganismo
ge puede 1identiflcar por 3us caracteristicas macroscbdplcas,
microscbpicas, bloquimicas y seroldgicas, con alta conflabili-
dad como haata la fecha se ha reallzado, ase consaldera Irrele-
vante dlscriminar entre una y otra especle usando una técnica
réipida, especifica, sensible, costosa y dificil de montar como
1los anticuerpos monoclonales, adem8s de que 103 utillzados no
fueron lo suflclentemente especificos para detectar al micro-
organismo en cuestldn encontrfndose algunos de otra u otras
especles o hasta séneros que podrian cruzar e interferir con el
dlagnbstico de esta bacterla oportunista que tan Importante es
en 1Infecclones slstémlcas, en paclentes guemados e inmuno-
comprometl-dos. Se podria pensar que lo anterlor se debld a que
las bacterlas examinadas se habian sometlido a condiciones tales
que cambiaron sus caracteristicas estructurales y antigénicas,

que es otra de las razones con las que 3e Justifican las reac~



clones cruzadas.

Los resultados obtenidos con anticuerpos monoclona-
les son de cualquier forma mhs conflables que los obtenldos con
los policlonales y mAs rfpldos, razbn por la cual se recomlenda
austitulr uncs por otros.

Resultados simllares se encontraron al examlnar mues-—
tras en busca del homopolimero de C. tropicalis por ensayos
inmunoenzimbticos y de Inmunoflucrescencia con antlicuerpos
monoclonales comparfindolos con pollclonales, Tomando en cuenta
que los primeros son muy sensibles, los resultados obtenidos
son confiables a diferencia de otras técnlcas,

En relacidn a Vibrlo cholerae, se ha dividido en
fune1dén de su antigeno "O" en varlios sub-grupos, y en tres
serotipos. Entre los hallazgos mfs importantes de estas inves-
tigecicones debe cltarse que con los antlcuerpos monoclonales
producidos se propone una solucldbn a las reacclones cruzadas

entre V. cholerae, Brucella abortus y Yersinls enterococlitica

cuyo antigeno "0" es muy simllar.

Esta 1nvestlgacibdbn se considera muy 1importante dado
que permlte demostrar que con una seleccibn de anticuerpos
monoclonales es poslble evitar les reaccliones cruzadas, elevar
su confiabilidad y, por supuesto, detectar sl mleroorganismo
sogpechoso.

De 1gual manera se han estudiado par&slitos como
Glardia muris encontrando un antigeno especifico del género.

Este parfsito se estudid por medlo de inmunoensayo usando anti-



cuerpos monoclonales, los resultados obtenldos fueron satisfac-
torios dado que se identificd al antigeno del género sin reac-
clones indeseables con antigenos especificos de otros géneros
de protozoarios Intestinales comunes. El anticuerpo monoclonal
usado permite 8u unibn a tubos de plhstico, l&tex u otros
soportes, el tiempo para 1dentificar al parfsito se puede redu-
cir a un intervalo de entre 10 y 30 minutos por muestra. Estas
caracteristicas son muy Llmportantes si se compara a los anti-
cuerpos monoclonales con los resultados obtenldos actualmente
por microscopia,

Observaciones aimilares se encontraron al examinar
heces con un anticuerpo monoclonal para la identificacibn de

Cryptesporidium parvum, agente causal de dlarrea en humanos

inmunocomprometidos. Se encontrd que los tipos de tineibn con
los que se compard &8l anticuerpo monoclonal (tineién con
fluoresceina, biotina, auramlna-rodamina, dilamino-bencidina,
ete.) si producian diferenclas en t&rminos de sensibilidad, lo
cual significa que estas tEenicas no son inocuas prefiriendose
por ello la de inmunofluorescenclia Indirecta.

Esta situacibn también se observd al estudlar anti-

genos de MNaeglaseria fowleri por métodos enzimiticos, por lo

cual se prefirid el método de inmunofluorescencla indirecta con
anticuerpos monclonales.

En relacibn a la deteccidbn de agentes etlolbdglcos a
nivel de Sistema Nervioso, se estudl® su capacidad para detec-

tar a los (Cltomegalovirus usando antlcuerpos monoclonales
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fluorescentes directos, anticuerpos monoclonales fluorescentes
indirectos y otros; asimismoc se compararon varios métodos
dilagnbsticos.

Los hallazgos son relevantes en funclbn de las altas
especificidad y sensibilidad demoatradas, lo cual, era de espe-
rarse ya que estas caracteristicas son inherentes a los anti-
cuerpos monoclonales,

Tambi®n se compard el uso de equlpos de hibridizacibn

de ADN 1in situ, con el cultivo del virus y téenicas con mono-
¢loneles. La primera t&cnica resultd ser superior al cultivo
pero también es clerto que requiere de personal técnleco experto
y de reactivos costosos, mientras que las técnicas tradiciona-
les de cultivo no presentan este Gltimo problema.

Otra caracteristica muy Gtil e 1importante de 1los
anticuerpos monoclonales fue la rapidez, se cita que las técni-
cas que involucran su uso identificaron a Cltomegalovirus 42
horas antes que €1 tiempo necesario para su identificacibn por
la t&enica de hibridizacibn y por el cultivo de cBlulas que
involuera dias.

Asi mismo, debemos cltar que se prefiere el anticuer-
po monoclonal fluorescente indirecto sobré el directo por su
rﬁpldez ¥y confiabilidad, aunque se recomienda usar dicho anti-
cuerpo en peralelo con el cultivo de teJidos para muestras
especlalmente dificiles.

En otros estudlos sobre el efecto pre-citopftico se

encontraron resultados muy similares, pues se detectd un alto
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porcentajle de cepas del virus en cuesiibn entre 16 y 24 horas
con el anticuerpo monoclonal y entre 40 a 48 horas con el cul-
tivo del virus en c8lulas en monocapa.

Todo esto confirma que 1la prueba de antlcuerpos mono-
clonales fluorescentes 1ndirectos estf a la cabeza de la lista
de pruebas dliagndsticas de eleccidn en enfermedades del Sistema
Nervioso.

Se puede complicar la identificacldn del virus al di-
rigir los antlicuerpos monoclonales preferentemente indirectos,
a alglhn antigeno que aparezce inmedlatamente luego de la infec-
cldn, asi se desarrolld otro método, llamado de cuantificacibn
réplda de Citomegalovirus en el que los anticuerpos monoclona-
les, se dirigieron a una proteina que aparece casl inmediata-
mente despufs de la infeccidn, Se recomlendia continuar estos
estudios hasta optimizar la técnlca.

Otro estudio corrobora el hecho de gue les anticuer-
pos monclonales son muy versltlles, en relacibn a la familia
Plcornaviridae se estudld al virus de la encefalomiocarditis
por medio de un ensayo inmunoenzimBtico para detectar anticuer-
pos neutralizantes despu&s de 8 horas de infecelfn, se encontrbd
un aumento ripldo en la absorbancla en cé&lulas infectadas, Es
evidente que por esta metodologia se puede diagnostlcar otros
Piaornavirus como el pollovirus, titulando el interferdn,

Por otro lado, los esfuerzos por demostrar y descri-
bir un nuevo subgrupo de rotavirus son notables, Sin embargo

fueron infructuosos en virtud de que no se logrd el objetivo.



No obstante, es muy importante citar que al parecer lo que se
predijo como una nueva clase o subgrupo de rotavirus en reali-
dad corredpondia a una infeccldn mixta, 1o cual se detectd por
medlo de t8cnicas de hibridizaci®n de &cldos nucleicos que
incluyen antlicuerpos monoclonales, esta técnica al compararse
con electroferesls en gel de poliacrilamlda se caracterizd por
3us mejores reaultados particularmente en casos en que el nlme-
ro de virus en la muestra es bajo y en aquellos en que muchos
no estfn viables, 1o cual habla de la muy alta sensibllidad de
easta metodologia,

En relacldn a las reacclones cruzadas y demAs lncon-
venientes, se han tratado de evitar de diferentes formas;

1. Se estudiaron, usaron y selecclonaron anticuerpos
monoclonales empleandose con muestras directas,

2. Se usaron muestras de anticuerpos monoclonales
culdadosamente dirigidas hacla diferentes antigenos de una cepa
de un microorganismc en partieular, tomandc en cuenta antigenos
especificos de género y de especle.

3. Se depuraron las técnicas y alin se sigue con esta
tarea, usando ensayos basados en Blologia Molecular para dife-
renclar un &cldo nuclé&lco de otro, hasta establecer las reglo-
nes especificas del patdgeno para encontrar, 81 1a hay, una re-
g16n que se puede alslar y hacla ella dirigir anticuerpos mono-
alonales con los que luego reacclone.

y, Se continfian alin los estudlos para encontrar

antigenoa Sptimos y la técnica 1deal para cade microorganismo.
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5. Se trabaja con c&lulas cbmpletas.

6. Se usan los anticuerpos monoclonales para estu-
dlar la topografias de las cBlulas, y asil evidenclar la existen-
cla y perlodicidad de clertos determinantes antigénicos y 1la
localizacibn de estos en la cBlula. -La importancia de esos es-
tudlos radlca en el conoclimlento del papel de cada estructura
en la patogenicidad del microorganismo en estudioc y sus carac-
teriaticas antigBnicas, para conocer la din&mica de la reaccibn
antigeno-anticuerpo, Los hallazgos en este campo demuestran
que todavia se esti lejos de entender la estructura intima de
ios mleroorganismas pero se siguen haclendo esfuerzos 2 este
respecto.,

Tambien e3 importante y se continfla avanzando en el
esatudio de la Biologia Molecular de cada microorganismo, pues
31 se logran conocer las diferenclas del material genétlco
entre un micreoorganismo patbgeno y otro no patbgeno, se podré
neutrallzar su virulencla o por lo menos, diagnosticarlo vy

combatirlo en forma especifica y de la mejor manera poslble.



CONCLUSIONES

1, ios anticuerpos monoclonales constituyen una
herramienta dlagnfstica muy (til para realizar la identifica-
¢ibn de varios microorganismos.

2. Para usar los antlcuerpos monoclonales como
herramienta diagnbstica es necesario encontrar un antigeno bp-
timo contra el cual dirigir a los primeros.

3. En ocaslones se recomienda purificar al antigeno
selecclonado para producir los antlcuerpos monoclonales. Ello
depende de 8! dicho antigeno ez dominante, de su locallzacibn
en la cB®lula y de las proporciones en que se le encuentre en su
forma nativa.

4, E1 tratamiento de las muestras con agentes gquimil-
cos y flsicos es, en ocasiones, recomendable para exponer los
determinantes antigénicos de los microorganismos en estudio; no
obstante, dicho tratamlento dependerk de la localizacidn y la
gusceptiblilidad de los determinantes antigénicos.

5. Las t&cnicas que Involucran el uso de anticuerpos
moqoclonales deben continuar estudifindose para depurarlas y se-
leccionar las mejores.,

6. Se pueden presentar reacciones cruzadas, 1las
cuales se deben conslderar y evitar, en la medlda de lo posi-
ble,

7. ‘Tento la recoleccifn de la muestra bptima, como

el tiempo y las caracterizticas de su procesamiento son facto-
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res cruélales-para obtener resultados confiables.

8 La administracibn previa de antibibticoé al pa'—
clente no 1n£erf1ere en 1la sensibilldad de 1los anticuerpos
monoclonales .

' . 9. Los anticuerpos monoclonales son especificos y
srensrlbles, las téenicas que 1los emplean son rfpidas e inocuas
pat‘;l el Anallsta ¥ ~hasta clerto punto- no afectan a las mues-
tre;s. Por ello, se recomlenda la sustitucidn de los anticuer-
pos ‘policlonales por monoclonales.

10. De entre todas las técnlcas estudladas, la de
inmunofluorescencia indlirecta con anticuerpos monoclonales es
la mas conflable; sin embarge, exlsten otras de dlferente natu-
raleza -como la de coaglutinaci1bn y el ensayoc inmunoenzimétlco-
las cuales se prefleren por su senclllez, répidez y bajo costo
y porgque poseen una senslbllidad y especificldad comparables
con la mencionada en primer térmlino.

11, Se emplezan a usar los antlcuerpos monoclonales
para identiflcar antigenos que despu&s de su purificaclibn se
emplean como estimuladores potenclales de ¢8&lulas T para proli-
feraclbn de linfocitos en sangre periférica y para ldentificar

antigenos con los cuales generar posibles vacunas.
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