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La determinacién confirmativa de la presencia de Salmonella

" typhl, bacteria causante de la fiebre tifoidea, representa ‘la

manera mds confiable para el diagnéstico de esta enfermedad. El
ensayo seroldgico cominmente utilizado (reaccién de widal); es util

para determinar la presencia de infeccién por el genero Salmonella

" en los individuos, aunque tiene la limitante de carecer de .

especificidad en la identificacién de Salmonella typhi. El método .

de determinacién mds concluyente es el - hemocultivo, pero es

‘positivo hasta la primera semana de la infeccién, lo que dificulta

el diagndstico temprano de la enfermedad.

Debido ‘a que el polisacdrido Vi componente capsular de.'s.
typhi se ha encdntrado en la mayorfa de cepas de Salmonella typhi' i
aisladas de 1la sangre de pacientes con fiebre t_:ifo'idea, y. que
ademds se. encontraron titulos elevados de anticuerpos a'nti-Viv'en’
dichos pacientes, se propone que la deteccién del antigeno Vi en el
suero de sujetos probablemente infectados permitiria un §1agnéstico

temprano de la infeccién, asi como la oportuna deteccién de

’ ppsible_s acarreadores asintomdticos que constituyen el mecanismo de

transnisién mas frecuente de la enfermedad.

Se han desarrollado diversas técnicas para este propdsito, con

el uso de anticuerpos policlonales en algunas de ellas; estos

.ensayos demostraron tener éspecificidad pero no sensibilidad, se



sugiere que mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se
aumentard en gran medida la sensibilidad y confiabilidad de las

mismas.,

Por tal motivo se desarrollaron anticuerpos monoclonales anti-
polisacdrido Vi que permitirdn disefar una metodologia apropiada

bara la determinacién del antigeno en muestras problema.

 para la produccién de hibridomas estables productores de los
anticuerpos deseados se inmunizaron ratones de la cepa BALB/c con
antigeno Vi y Citrobacter freundii. El titulo de anticuerpos anti-
Vi'se determiné por la técnica de ELISA, usando como anticuerpo
revelador un conjugado polivalente anti-Igs de ratén y peroxidasa,
el titulo mds alto se observé en los ratones inmunizados con c,
freundil, Posteriormente se fusionaron las células de bazo de los
ratones. inmunizados con células de mieloma Ags. Los hibridomas
producidos se seleccionaron. en medio HAT. Los - hibridomas

produétores se lidentificaron por la técnica de ELISA. ~ Se

realizaron dos clonaciones para aislar clonas productoras, las

: cuales se ldentificaron por la técnica de ELISA. Se lograron 

obtener 7 clonas productoras, Se identificaron los isotipos de los

anticuerpos producidos por las cinco clonas mds estables mediante

un ensayo de ELISA de doble anticuerpo, resultando 4 clonas
productoras de clase IgM y una clona productora de los isotiposlqﬁ
e IgGl. Las clonas se expandieron por cultivo y liquido de ascitis

en ratones para obtener los anticuerpos monoclonales en grandes
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cantidades.

La homogeneidad de especificidad, clase y afinidad definidas
de los anticuerpos monoclonales ofrecen 1la posibilidad de
désarrollar una metodologia con la suficiente precisién 'y

confiabilidad para la deteccidén del antigeno.

PUNDARENTACION TR 0‘l ICA
ANTIGENO VI

Félix y pitt notificaron que la Salmonella typhi,éisladafde la

sangre de pacientes con fiebre tifoidea no era aglutinada por un’. .

antisuero preparado por inmunizacidén a conejos con -organismos

muertos por' calor (suero tipo 0), -mientras que un antisuero

preparado conS. typhi fresca contenia un antiéuerpo que aglutinaba

esa bacteria. Ellos mismos descubrieron que la virulencia y la

proteccién inducida por las cepas O-no aglutinabies (Vi+) contra S.
typhi fue considerablemente mds grande que las cepas O-aglutinables
(vi-). Con base en gstbs resultados ellos propusieron la presencia
‘de un antigeno de supérficie y lo llamaron Vi por la virulencia ‘

que demostrd en los ensayos realizados (1).
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A) Composicién y Propiedades quimicas

La envolturva capsular bacteriana juega un papel importante en
la patogenia de la bacteria, porque la protege de la fagocitosis y

algunos de sus componentes pueden funcionar como adhesinas. En

algunas bacterias Gram negativas la cdpsula consiste de

polisacdridos relativamente simples con unidades repetitivas de dos

o tres azicares (2). El polisacdrido capsular Vi (PSC) es un

componente de la envoltura celular de varios miembros de la familia -

Enterobacteriaceae, . incluyendo  Salmonella - typhi, Salmonella

paratyphi ¢ y citrobacter freundii (2,3).

El antigeno Vi purificado de S. typhi o C. fre‘undii se muestra

como - un homopolimero lineal de 4cido alfa-1,4-deoxi-2-N-

acetilgalactourdénico, variablemente O-acetilado en el carbono 3

(1,3,4,). Las difracciones por rayos X lindican que este

po'lisacérido asume las formas caracteristicas de hélices c_:oh dos o

tres pliegues simétricos, siendo la distancia lineal entre los:

grupos carboxilo de aproximadamente 0.43 nm (5). El modelo -

espacial de Courtauld Koltun de un pentamezfo de vi demuestra que

" los voluminosos o-acetilos no polares sobresalen en las hileras de .-

ambos lados componiendo la mayoria de la superficie, los carboxilos
estdn menos expuestos y parcialmente protegidos por los O-acetilos

(Fig. No.1). (5).
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Figura No.1

ESTRUCTURA DE LA UNIDAD DE REPETICION DEL POLISACARIDO CAPSULAR.VI CE

galsonelld Lyphi  ACO(GAUPO 0-ACETILO), NAC({GRUPO N-ACETILO) (B).
FUENTE:Szu 8 G, 1087,

Debido a su. estructura no es susceptible a 1la
despolimerizacién, . su integridad se mantiene si se' almacena

liofilizado a»25=(':. No puede ser analizado en su estructura

~quinica por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (ERMN)

debido a su alto peso molecular'y viscosidad (4,6,7). .Los ensayos

colorimétricos ~cominmente ‘usados ~para = determinacién  de




polisacdridos no son aplidables al vi debido a su inusual
resistencia a la hidrélisis dcida pero se determina el grupo O-
acetilado cuando reacclona con hidroxilamina en presencia de dlcali

(reaccién de Hestrin) (6).
B) Propiedades inmunolégicas y Virulencia

Craigie y Brandon estudiaron la Salmonella typhi de la sangre,
heces, orina, y bills de pacientes con fiebre tifoidea y en
acarreadores crénicos, con‘ayuda de sueros de conejo anti-vi,
encontrando formas vi+ en todos los aislamientos derla'sangre, Yy
formas Vi~ (qde.revirtierdn a Vi+) en la orina y heces (8). La
invafiablg presencia de Vi+ en aislamientos dé sangre de S. typhi
y la va;iantes‘formas Vi- en aislamlentos de heces sugieren que el

Vi es esenéial para la sobrevivencia de la bacteria en sangre (1).

- En 19508 y 19606 se desarrollaron dos vacunas paré'tiebte
tifoidea a partir de la cepa de S. typhi Ty2, la vacuna K donde la
bacteria fue inactivada con acetona (reteniendo Ag Vi) yyla vacuna

L en la cual la bacteria se inactivé con calor y se preservé con

feﬁol o formol (reduciéndose el contenido de Vi), en ensayos

posteriores se demostré que la vacuna K conferfa mayor proteccién
“que la vacuna L, debida a la induccién de anticuerpos anti-Vi
(6,9,10,11), Sin embargo las vacunas de lalbacteria inacﬁivada
inducfan inmunidad limitada y producian reacciones colaterales

adversas frecuentes y muy severas (z2,13,14).



En 1970 se elaboré una vacuna a base de antfgeno Vi para
evaluacion clinica, pero el método de purificacién no fue
suficiente para remover el Lipopolisacdrido (LPS), contaminante que
produce reacciones colaterales por lo que se sometié a reflujo con
dcido acético 1 N a 100°C por 24 h para reducir el contenido de
endotoxina, la preparacién de polisacdrido Vi fue activa en la
proteccidén de ratones 'pero no produjo anticuerpos anti-vi ni
proteccién contra la infeccién por S. typhi (6), casi dos décadas
después el Dr. Robbins demostrd que el tratamiento del reflujo
despolimerizaba el PSC Vi y removia todos los grupos O-acetilos y
N-acetilos reduciéndose por esto el peso molécular'del polisacérido

Yy en consecuencia sus acciones inmunogénicas y protectoras (1).

En 1985 se desarrolld una vacuna de Vi preparada de modo
similar a la vacuna del polisacdrido del menihgococo, induciendo
proteccién y reacciones locales lige;as (6). La vacuna de PSC Vi
preparada en condiciones que no alteran su éstructgra pfoduce'altos‘
niveles de anticuerpbs y una elevada actividad protectora contra

dosis letales de S. typhi en ratones (4,6).

Ahora se sabe que la inmunogenecidad del PSC Vi esta
estrechamente relacionada al grado de O-acetilacién; la parcial O-
deacetilacibn aumenta ligeramente su inmunogenecidad mientras que
la completa O-deacetilacién elimina la inmunogenecidad del ant{geno
Vi, En éontraste, la reduccién del carboxilo tiene un efecto

comparativamente ligero en la imunogenecidad y antigenecidad del



Polisacarido Vi (5).
FIEBRE TIFOIDEA Y Salmonella typhi

En 1829, Df. P. Ch. A, Louis en Paris describid la fiebre
tifoidea, separéndola claramente de otras fiebres y asociando lé
expresién clinica de la infeccién con las lesiones patolégicas en
los intestinos, ndédulos linfdticos hesentéricos,‘y bazo (1). En
1884, Gaffkey y German, cultivaron y aislaron por'primera’vez»
Salmonella typhi en un cultivo puro de 105 bazos_dé pacientes
infectados., Posteriormente —German y‘ otros invéstigadores.
cultivaron el ‘microorganismo de heces fecales, orina, 'y bilis

(15,16).,

Preiffer y Kélle en 1896 hicieron la piimera vacuna para
humanos contra la fiebre tifoidea con_microorqanismoé nuertos por
calor y demostraron el desarrollo de anticuerpos que protegieron

pasivamente a cobayos contra la infeccién experimental (1,16).

-En_ese mismo afio Gruber, Durham y Widal, reportaron'cadé uno

' independientemente, que el suero de la fase convaleciente mezclado

con S.typhi causé que los microbrganismos se unieran en grandes
grumos y perdieran su movilidad; naciendo entonces el término de
aglutininas y el cldsico ensayo seroldgico para la infeccién por

S.typhi (16).



En 1948 Theodore Woodward y colegas introdujeron el
tratamiento para fiebre tifoidea en la era moderna de antibidticos

(16).

La fiebre tifoidea es una enfermedad septicémica severa, que
cuando no es tfatada, un 20% de los pacientes muere y un 10% sufre
una recaida con fiebre, hemorragia intestinal o peritonitis, 1la
fase critica de la patoqénesis»es la invasidn del intestino y la
diseminacién de la bacteria por la sangre al ﬁiqado, bazo y médula

6sea (2).

Salmonella typhi es una bacteria miémbro de la familia
Enterobacteriaceae, genero Salmonella, es un bacilo Gram negativo,
anaerobio facultativo, mévil, con aproximadamente 2000 difepentes
serotipos, La clasificacién seroldgica de Salmonellae éegﬁn
Kauffman~White se basa en ;os principales determinantes antigénicos
presehtes en el antigeno somidtico "O" y flagelar "H": el antigeno
no" estd presente en el lipopolisacdrido (LPS), que consiste éé un
lipido A, un nicleo jinternc de oligosacdrido y largas cadenas
laterales de poiiSacaridg. El lipido A o endotoxina que puede
activar macréfagos constituye 1avpfincipa1 porcién en lavléﬁiné‘
exterior de la membrana externa de organismos Gram negativos,
consiste de un disacdrido de glucosamina unido por un puente de
pirofosfato en el cual los grupos aminb e hidroxilo son
.substituidos por una larga cadena de 4cidos grasos que son el

prinéipal determinante de  toxicidad. El nicleo interno de



oligosacdrido es similar en todos los serotipos, mientras que las
cadenas laterales "0O" consisten de unidades repetitivas de cuatro
o cinco residuos, algunos son determinados por conversidn
lisogénica, los cuales varfan en los diferentes grupos y determinan
la principal especificidad 0. El antigeno "0" es importante en la
virulencia de Salmonella debido a que disminuye la suceptibilidad
a la fagocitosis y la habilidad para activar la via alterna del
complemento. El antfgeno "H" muestra también diversidad en sus
determinantes, variaciones en la composicidn antigénica del flagelo
de Organismos con antfgenos "O" comunes determinan los diferentes
serotipos, Algunas salmonellas (S.typhi, S.dublin, S.paratyphi)
expresan el ~antigeno de superficie capsular Vi, que puede
enmascarar al antigeno "O" y que es importante en la virulencia e

induccidén de inmunidad (17).
DIAGNOSTICO PARA FIEBRE TIFOIDEA
Debido a que el polisacdrido Vi se ha encontrado en la mayoria

de cepas de Salmonella typhi aisladas de la sangre de pacientes con

fiebre tifoidea y que ademds se encontraron titulos de antiéuerpos

anti-vVi elevados en el suero de esos pacientes se propuso que la

presencia de anticuerpos anti-vi tendria relacion con la infeccién.
Landy y Lamb (1953) estudiaron los anticuerpos contra antigeno Vi
en suero por medio de hemaglutinacién pasiva con antigeno

purificado y encontraron un elevado titulo de anticuerpos en-
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pacientes con flebre tifoidea reciente o activa, no encontrando
titulos detectables en personas sanas (1). En 1981, Nolan y col,
emplearon una ELISA para demostrar la relacién entre anticuerpos
anti-vi y la infeccién activa entre casos aisladoé de Arkansas y en
1982, Chau y col. confirmaron dicha relacién con anticuerpos anti-
vi probados por contrainmunoelectroforesis de contracorriente con
él antigeno purificado y su'diaqnéstico de fiebre tifoidea aguda y
acarreadores asintomaticos (18,19,20,21). En 1983, el Dr Lanata y
col. confirmaron que la hemaglutinacion pasiva utilizada para medir
anticuerpos contra Vi es sensible y especifica éara el diadnéstico

de acarreadores asintomdticos (16).

La deteccién de écarreadores crénicos de S. typhi no es fAcil,
el método tradicional que ha sido la coleccidén de una>seri§ de
cultivos diarios de heces, es costoso y sélo ihtefmiﬁentemente
positivo debido a que S. typhi es inhibida por la cbioniéécion_de
la flora normal. - El ensayo seroldgico mds practicade es ‘el ensayo
de aglutinacion de Widal gue no es especif;cq debido_a-Que.detqctav
anticuerpos circulantes contra la bacteria en individuos sanos

especialmente en dreas endémicas (22).

otros autores han descrito la presencia de antigenos de S.
typhi en suero y orina de pacientes que Sufrieron la  enfermedad
(15;23,24). Taylor vy col. (1983) estudiaron la utilidad de
‘antigeno Vi urinario como marcador de diagnéstico para fiebre

tifoidea. Los ensayos de aglutinacién y ELISA basados en
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anticuerpos policlonales carecieron de sensibilidad y especificidad
(25). Chaicumpa y col. (1988) describieron ensayos de ELISA de
doble anticuerpo para la deteccidén del antigeno 09 de S. typhi en
orina empleando anticuerpos policlonales como captura del antigeno
y el monoclonal anti-09 como anticuerpo revelador, los ensayos
mostraron elevada especificidad pero no tuvieron sensibilidad (16).
Los autores sugieren que el uso de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra otros antigenos especificos de Salmonella typhi
como polisacdrido Vi pueden incrementar la sénsibilidad del ensaYo
para la deteccién del antfgeno en pacientes con Fiebre Tifoidea -

(26,27,28),

Qadri 'y  col. (1988-1990) ‘desarrollaron 'anticuerposb
monoclonales altamente especificos generados contra los aﬁtlgenos
somitico (0), flagelar (H) y capsular (Vi) de S. ‘typhi. Los
antiduerpos’anti-o reconocen diferentes epitopos en los éntigenoé
09 y 012 del LPS de la bacteria. Los anticuerpos anti-vi
reaccionaron a dos determinantes discretos, uno constituido por el '
grupo Ofaceﬁilo y el otro por los grupos N-acetilo y‘carboxilo.
Los anticuerpos fueron usados en un ensayo de ELISA de dpble
anticuerpo para deteccién de la bacteria. :El O-ELISA, H-ELISA y
Vi-ELISA detectaron 10" g de LPS/ml y 2x10* S. typhi/ml, 10" g de
ant{geno H/ml y 6x10° S. typhi/ml y 107 g de vi/ml y 6x10* S,
typhi/ml respedtivamente (15,29).

Una limitacién del sistema de deteccién O-ELISA es que las
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ihfecciones causadas. por S. typhi no pueden ser distinguidas de
otras causadas por diferentes miembros de Salmonellae como S.
enteritidis; la manera de diferenciar a S. typhi de tales es
determinar la presencia de Vi y el antigeno flagelar (d-H), la
demostracion de esos dos antigenos lleva a una identificacion
definitiva de S, typhi. La muestra de sangre se cultiva en 7-8 h .
en agar sangre, para enriquecer la bacteria y se asegura el

diagnéstico répido y.confiable el mismo dfa de la toma de muestra

(25).

Los anticuerpos mwonoclonales son muy dtiles para una rdpida
identificacién de S. typhi en cultivos primarios bacterianos y
pueden reemplazar a los anticuerpos anti-Vi policlonales que son

usados rutinariamente en laboratorios bactefioidqicos-(zs,ao).

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Cuando se reta con un patdgeno o antigeno, el sistema inmune
del huésped responde montando una respuesta inmune que estd
dirigida a la eliminacién especifica del antigeno o patéqenoldel

organismo. La respuesta inmune en un animal es de naturaleza
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policlonal y se produce una mezcla de muchos anticuerpos con
diferentes especificidades y afinldades para el antigeno. Esta
respuesta policlonal es el resultado de la activacién de un gran
nimero de diferentes clonas de células B, cada clona codlifica un
tipo unico de inmunoglobulina con una especificidad unica -para el
antfgeno, interactuando y cooperando junto con otras células del
"sistema inmune, incluyendo linfocitos T y células presentadoras de

antigeno (CPA) (31).

En general aungue los anticuerpos son generados por las
células B, por rearreglo azaroso y mutacidén somdtica de,sus;genes
para inmunoglobulina, la respuesta inmune en un animal esta
dirigida hacia aquellas partes del antigeno que son diferentes de
antigenos propios. Los isotipos de un anticuerpo.éenefado por
cualquier antigeno también estdn sujetos a procesos de regulacién
que . no estdn claramente entendidos. Por esto la forma -del
antigeno, ruta de inmunizacién, acarreador, adyuvante, tiempo,.cepa '
Y especies juegan un papel importante en la predisposigién:del
sistema inmune para producir un patrén restringido de isotipos de.
inmunoglobulinas. La respuesta de células B‘a antigenos puede
ocurrir en diferentes érganos linfoides siendo esto influenciado

por la naturaleza del antigeno y ruta de administracién (31,32).

Los -anticuerpos producidos se distribuyen en diferentes
localidades anatdémicas, en la superficie de determinadas células

inmunes efectoras como fagocitos mononucleares, células asesinas
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naturales que poseen receptores especificos para su enlace, en
fluidos intersticiales como el moco y la leche, FEn el plasma o
porcién fluida de la sangre donde son un componente minoritario
dentro de una compleja mezcla de protefnas, los anticuerpos
presentes son una coleccion heterogénea de moléculas con un amplio

rango de afinidades y especificidades (33,34).

La necesidad de anticuerpos homoqéneoé en especificidad y
afinidad para un determinado epitopo se volvié un reto, Siblas
células de un téjido linfoide que responden a un antigeno
particular pudieran ser propagadas continuamente in vitro, 'él
sobrenadante de cultivo podria contener‘ﬁuléculas'dé'antlcuerpos
homogeneos. Desafortunadamente Ja progenie de linfocitos no pﬁeden
ser crecidos por largo tiempo en chltivo.- Este problema fue
. resuelto en 1974 por Kéhler y Milstein, quienas_desarfollaron una
técnica para producir una poblacién homogenea de anticﬁerpos de-

especificidad antfgenica conocida (32,35).

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

- Por largo tiempo se ha visto que las células de diferente tipo
y diferentes especies pueden ser fusionadas para formar células
hibridas, sin embargo, caracterfsticas altamente diferenciadas no
son retenidas a menos que las dos células madres sean de lineas

similares, aproximadamente del mismo estadio de diferenciacién
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(35). La técnica de K8hler y Milstein esta basada en el hecho de
que cada linfocito B produce anticuerpos de especificidad unica,

por tanto cada tumor monoclonal derivado de un linfocito B llamado

mieloma produce solo un anticuerpo. Tales tumores ocurren

espontdneamente en el hombre y pueden ser inducidos
experimentalmente por varios tratamientos, Sin embargo, la mayorfa
de los mielomas secretan anticuerpos de especificidades antigenicas

desconocidas porque el proceso de transformacién que produce el

aumento para esos tumores afecta a los linfocitos B azarosamente y

no es posible predecir la especificidad de‘ninguna'clona de célhlas

B transformadas (32,33,34).

El método involucra la fusién celular o la hibridizacién
celular somdtica entre una célula B normal productora de
anticuerpos y una linea de mieloma que propofcionu la inﬁortalidad,
con la posterior seleccién de células .fusionadaé 1lamados
hibridomas que secretan anticuerpos de la especiflcidad deseada

denominados anticuerpos monoclonules‘(36,37).
a)Lineas Celulares utilizadas para la Fusién

Las células de mieloma pueden crecer en un medio normal pero
no pueden crecer en un medio de seleccién porque carecen de un gen
funcional requerido para su desarrollo. . Esto es necesario para
evitar que continuen proliferando y solamente sobrevivan los

hibridomas resultantes. Un medio de seleccién cominmente usado es
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el que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT)

(31,37,38).

Las células normales sintetizan nucleétidos de purinas vy
timilidato a partir de fosforribosil pirofosfato y urilidato
respectivamente por varias vias, una de ellas involucra 1la
transferencia de un grupo metil o formil del tetrahidrofolato (TTH)
activado, la aminopterina bloquea la reactividad del TTH inhibiendo
la sintesis de purinas y timilidato, puesto que estos son
componentes necesarios de DNA, 1q aminopterina bloqﬁea la sintesis.
de DNA por la via de novo, Las células tratadas con aminopterina
pueden usar un camino de salvamento en el que la purina  es
sintetizada por hipoxantina suministrada exoqenamenfe‘uéhndo la
enzima Hipoxantina~Guanina Fosforribosil Transtéfaqa'(ncpnf) y el
timilidato por timidina empleando la Timidina cihhsaf(rk}, las
células crecen normalmeﬁte en la presénéia de nmiﬁobterina 8i el
medio de cultivo es tanbién suplementado con hipoxantina'y timidina

(Fig No.2).
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FIGURA NO.2

VIAS DE SINTESIS DE
PURINAS ;
FUENTE: Abbas A.K. 1994,
(33).

Las lineas celulares sin embargo, pueden hacétse defectuosas en
HGPRT si. son mutégenlzadaé y éelecclonadas en tloguanina o 8-
~ azoguanidina que son andlogos de los ﬁetabolitoé-normales que
funcionan .como = sustratos para  HGPRT pero dan purinas’ no
funcionales. De manera similar las células se pueden hacer

defectuosas en TR por mutagénesis .y  seleccionan en
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bromohidroxiuridina la cual es metabolizada por TK para formar un
producto letal ligeramente sensitivo. Tales células negativas en
HGPRT y TK no pueden usar la via de salvamento y podrian sin
embargo morir en medio HAT, Si las células normales son fusionadas
con células HGPRT" y TK", las células normales proveen estas enzimas
necesarias para que los hibridomas puédan sintetizar DNA y crecer

en medio HAT (33,35).

Las lineas de mieloma son los mejores progenitores para la
fusién con células B puesto que las células similares tienden a
fusjonarse y origipar hibridomas estables mas eficientementé que

las células no semejantes (32,34).
b)Fusién y Seleccién

Kdhler y Milstein fusionaron una linea de mieloma de ratén
deficiente en HGPRT con células B normales de ratones inmunizados
con un antigeno conocido usando el virus Sendai, que expresa una
envoltura protéica (proteina de fusién) que fusiona conjuntamente
las células, - Se han hecho algunas modificaciones a la técnica‘
bésica que incluyen el uso de lineas de mielomas que nb producen
inmunoglobulinas propias y el uso de polietilenglicol como aéenﬁe

fusionante (36,37,38,39),

Los hibridomas fueron seleccionados por crecimiento en medio

HAT , bajo estas condiciones las células de mieloma sin fusionar
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mueren porque no pueden usar la via de salvamento y las células B
viven solamente dos semanas porque termina su ciclo de vida normal

y sobreviven unicamente los hibridomas deseados (36,37,38,39).

En la fusién se pueden generar hibridomas segin las siguientes
posibilidades: 1’ fusién de células de bazo-bazo; donde se forman
células productores pero no inmortales, 2) fusién de células de
mieloma-mieloma; que dan origen a células inmortales pero no
productores, y 3) fusién de células de bazo-mieloma; dando origen
a hibridomas productores e inmortales, en el medio de seleccién
sobreviv en unicamente los hibridomas inmortales productoﬁesky no

productores de anticuerpos (36).
c)Identificacién

. Para ~diferenciar 1los - hibridomas productores - de los no
productores se analiza el sobrenadante de cultfvo de los hlbridomas'
para‘defectar el anticuerpo producido por diférentes ié@nicas como
ELISA y RIA. Una vez identificados los hibfiddmas PrOd“Cf§f°8 del
’ anticue}po deseado  son clonados en  varios ¢1clos en'vcéluLas' 
alimentadoras (macréfagos) a una densidad de una éélula por poza en’
placas de cultivo de 96 pozos para asegurar que el anticuerpo final
‘sea monoclonal y‘que la célula secretora es estable, las clonas
productoras se ldentitican por el mismo método que para los
hibridomas. Las clonas de 1os pozos positivos son aisladas y .

cultivadas en grandes volimenes o en liquido de ascitis en ratones
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para la produccién en grandes cantidades (36,37,38).

De esta manera se obtiene un reactivo que permanece constante
por grandes perfodos, 5unque su especificidad y calidad deben ser
checadas periddicamente, por 1o que tiene las propiedades de un

reactivo quimico puro altamente definido (37).

PROPIEDADES DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL

Un anticuerpo monoclonal reconoce un solo detérminante
antigenico, por lo que posee una aspadificidad unica y Qna
selectividad extremadamente alta para el epitopo. Son de clase,
especificidad y afinidad definidas, de calidad consistente con una
produccion en grandes cantidades y utilidad a gran éscala; 'df;eqen
un suministro ilimitado de anticuerpos con car&ctgristicas
constantes. Pueden ser f4cilmente puriticados‘por cromatografia
bajo condiciones suaves. Son de alta pureza y con muy bajos fondos

de -unidn. Entre otras propledades ‘estdn: pueden generarse

anticuerpos contra épitopQS'discretos'en el mismp'antigeno; la

produccidﬁ de fragmentos es més f4cil y mds controlada, tienen

rdpida equilibracién en su unidén al antigeno, se pueden obtener

anticuerpos monoespecificos incluso de inmundgenos impuros, sin
embargo, presentan élgunas desventajas: la especificidad'vda
shsceptibilidad a variacién polimérfica de antigenos y epitopos

.1abiles, usualmente no forman buenos complejos de precipitacidén con
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la mayorfa de antigenos. Se necesitan para obtener pequedas

cantidades de antigeno purificado (31,32,37).

En contraste el anticuerpo policlonal presenta otras
caracteristicas: son de especificidad, clase y afinidad variables,
existe variacién de grupo a grupo, se encuentran limitados por la
disponibilidad de animales apropiados y se necesitan para obtener

grandes cantidades de antigeno (34).

Una vez caracterizados, los anticuerpos monoclonales pueden

ser \itiles para la hisqueda y ensayo de rutina de la pre@encia del

antfgeno. Se pueden usar en ensayos de muestras cua;itativas;

semicuantitativas o totalmente cuantitativos. La avidez por el
antigeno puede ser explotada para purificar antigenos de mezciﬁs

complejas por afinidad o para remover contaminantes de 6tras

moléculas (31,37).

la significancia de los Acm es explotar 'sus propiedades
posiéivas, como reemplazar para propésitos de diagnéstico el suero

inmune gue es menos definido y que por su amplio espectro de

" especifidades no es cépaz de distinguir epitopos'individuaies y con -
precisién suficiente (31,32). k

Los Acm han tenido una entrada triunfal en los diagndsticos

inmunolégicos e inmunchistoguimicos, no solamente se han usado para

determinar la progresi6én del SIDA para determinar las proporciones
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de células T supresoras y cooperadoras, también reemplazan al
antisuero convencional en grupos sanguineos y serologfa de
trasplantes, Han establecido un lugar en el diagndstico de
enfermedades linfoproliferativas y de tumores (39,40). Los tumores
pueden ser ahora mas facilmente distinguidos formalmente de otros
lo cual tiene consecuencias para la terapia. Los sistemas de ELISA
comerclalmente disponibles para enzimas, marcadores de tumores,
hormonas y antigenos de superficie celular se incrementan

diariamente (31,32),

Existe un gran nimero de diferentes usos terépéuticos de los

anticuerpos monoclonales, por ejemplo, un uso in vitro es el

tratamiento de médula 6sea antes. de la infusién, paré’remover;

células T antes del injerto que previene la reaccién de 1hjer;o
contra huésped. En usos in vivo pueden ser la inmunizacién paéiva

para neutralizar téxinas, venenos, sobredosis de drogas, o para

proteger contra virus y otrqs patdgenos. En la_terapia de cédncer .
tiene'un uso }1mitado, en contraste, el uso en inmunosupfesion y
otras manipulaciones mds ingeniosas del sistema'inmude bgra ell
tratamiento de desérdenes autoinmunes o en el tratémientov'dev‘

‘complicaciones de trasplantes de odrganos y médula 6sea se 'ha:v :

observado un considerable progreso (31,37).

Los Acmk no estdn libres de tener reacciones cruzadas
particularmenté de clase IgM, esto sucede por el tamafio limitado

del epitopo que es reconocido en el antigeno y el cual involucra
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solo de 5 a 6 aminodclidos en una proteina, es posible que un
anticuerpo dado reconozca también secuencias similares en otros
ant{genos. La mds grande desventaja es que exponen mds
variabilidad fisicoqufmica que en suero y esto afecta su

comportamiento. Nunca se puede predecir como un buen anticuerpo

‘permanece en solucién, puede ser bien almacenado si tiende a

agregarse, Su actividad biolégica también es impredecible: los Acm .

dirigidos contra un mismo epitopo pueden unirse con diferentes

afinidades, fijar complemento mds o menos, Ser mds 0 menos téxico,

y ser mds o menos util para un marcaje. 0 una técnica de ELISA

(31,32).
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PLANTYRANRIENTO ORL PROBLENA

En la actualidad la metodologfa de diagnéstico para fiebre
tifoidea mds utilizada presenta -algunas limitaciones; no es
completamente concluyente, no permite un diaqﬁéstico rdpido en
fases temprgnas de la enfermedad. Teniendo como antecedente la-
presencia del antfgeno capsular Vi en la mayoria de cepas de
Salmonella typhi aisladas de la sangre de pacientes coh;fiébre

tifoidea, se propone la posibilidad de encontrar este antigeno de

manera soluble en el suero o en la orina de los enfermos, teniendo

adends la opcién de detectar la bacteria en los mismos fluidos por
medio de este antigeno de superficie. Por tal motivo en este
trabajd se pretenden obtener hibridomas productorés_de_anticuerpés

nonoblohales anti-polisacdrido Vi de Salmonella typhi ~paf§:‘su
posible aplicacién en diversas técnicas que peimitan un diagnést;cé

rdpido y definitivo de la infeccién.
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CBJETIVOS
OBJETIVO GENFRAL:

1. Desarrollar anticuerpos monoclonales contra polisacdrido Vi

de Salmonella typhi.
OBJFTIVOS PARTICULARES:

1.1 Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales

anti~polisacdrido Vi de Salmonella typhi.
1,2 Desarrollar clonas productoras de anticuerpos monoclbnqlés '
contra polisacdrido Vi de Salmonella typhi y detérminar' su-

reactividad con el antigeno.

1.3 Isotipificar los anticuerpos monoclonales que se logren

obtene:.‘

1.4 Producir los anticuerpos monoclonales en grandes

cantidades.,
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~ Utilizando polisacdrido Vi de Salmonella typhi como antigeno

se pretenden obtener por la técnica de fusién celular éom&tica

hibridomas murinos‘productores de anticuerpos monoclonaleé_qua se.

podran usar en diferentgs métodos para detectar al antigeno.
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LISTA DE MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

EQUIPO UTILIZADO:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Bafio Maria: marca Buchi, modelo B-465

congelador Revco: marca Diana

Bspectrofotomeﬁro: marca Beckman, modelo D-640
Potenciometro: marca corning, modelo 10
Liofilizadora: marca Heto, modelo FD4

Parrilla de agitacién: marca Lindberg, modelo 52166.
Campanas de flujo laminar: marca VECO

Microscépio invertido: Marca Bausch and Lamb

céntrifuga: marca Sorval RT, modelo 6000D

10) Incubadora de €O, marca Lab-Line

1) Jeringas de 1, 3 y 5 ml.

2) Botellas de cultivo celular de 50, 200, 500 y 2 cm’: marca:
corning. o _

3) Placas dé‘cultivo celular de 6, 12, 24, 48;‘y 96 pozos: marca
~Nunc. : :

4) Pipetas Pasteur

5) Pipetas volumetricas de 5 y 10 ml

6) Equipo de diseccién

7) Placas de ELISA de 96 pozos: marca Nﬁnc

NATERIAL:
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REACTIVOS:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)

11)

12)
13)
14)
15)
16)

17)
18)

19)
20)
21)
22)

23)

24)

Agar Infusion Cerebro-~Corazén: marca Bioxon
Caldo Infusién Cerebro-Corazén: marca Bioxon
Adyuvante Incompleto de Freund: marca GIBCO
Adyuvante Completo de Freund: marca GIBCO
Antigeno Vi: purificado de C. freundii

Medio de cultivo RPMI: marca SIGMA

Medio de cultivo D’MEM: marca SIGMA
Glutamina 200mM: marca HyQ

Piruvato de Sodio 100mM: marca SIGMA

Betaf Mercaptoetanol ‘54)110‘z M: marca HyQ
Suero fetal bovino: marca GIBCO BRL
Penicilina

Estreptomicina

g-azoguanidina

Solucién de HANK’S: marca SIGMA

Conjugado suero anti-Igs de ratdn- Peroxidasa: marca SIGMA
Ortofenilendiamina: marca SIGMA | ‘

HS0y 2.5 N

Tween 20: marca SIGMA

Polietilenglicol 4000: marca GIBCO

Hipoxantina: marca SIGMA

Timidina: marca SIGMA

Aminopterina: marca SIGMA

Antibuerpos anti~cadena pesada de Jgs de ratdn Iga, IgD, IqgM,
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IgE, e IgG: marca SIGMA
24) Gelatina Tipo A de plel de cerdo: marca SIGMA

MATERIAL BICLOGICO:
1) Citrobacter freundii

2) Ratones hembras de la cepa BALB/c de 1 mes de edad, con un pesc
de 14-16 Kg.

1) Linea celular murina de mieloma Ag8
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PREPARACION DE SOLUCIONES UTILIZADAS

SOLUCION SALINA ISOTONICA: Disolver 8.5 g de NaCl en 1 1 de agua
destilada.

AMORTIGUADOR DE = BICARBONATO~-CARBONATO: Disolver 2.93g de
bicarbonato de sodio (NaHCO,) y 1,599 de carbonato de sodio (Na,CO,)
en 800 ml de agua desionizada, ajustar el pH a 9.6 y aforar a 1000
nl,

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINO (PBS): Disolver en 800 ml de agua
desionizada los siguientes componentes:

Cloruro de S80dio (NACl)eueisesssseassosssssssssscorensess 8.0 @
Cloruro de Potasio (KCl).uiveessvsocnosesassisasssssersas 0.2 @
Fosfato dibdsico de 80410 (NaHPO,)iesevrerersossaraseess 1,44 @
Fosfato monobdsico de Potasio (KH,PO,}:vvseeesevasnaessas 0.24 g

Ajustar a pH 7,2 y aforar a 1000 ml.

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINO-TWEEN (PBS~-TWEEN):

Msolver 1 ml de Polyoxyethylene (20) sorbitol monolaurate (Twaen-
20) en 1000 ml de PBS.

AMORTIGUADOR DE CITRATOS:

Disolver 29 g de Citrato de sodio y 4.1 g de Acido citrico en 800 -
ml de agua desionizada, ajustar el pH a 5.6 y aforar a 1000 ml,
AMORTIGUADOR DE LISIS:

Disolver en 800 ml de agua desionizada los siguientes componenetes:
Cloruro de amonio (NHACL) v euvournivonnsonsrersnssansess 8,29 @
Bicarbonato de Potasio (KHCO,) s envvennrrasssrnvensessses 1,00 g
NAZEDTAL s s sisusiansssssnaviossovsssossasersssnssssesvess 37.20 Mg
Ajustar el pH a 7.2-7.4 con HCl 1IN y aforar con agua a 1000 ml,
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Filtrar en membrana de 0,2mM.
_ SOLUCION DE BLOQUEO:

Disolver 3 g de gelatina en 100 ml de amortiguador de fosfatos
salino pH 7.2, ’
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NATERTIALES ¥ NETODOS

cultivo y Aislamiento Bacteriano: Se trabajé con una cepa
caracterizada de Citrobacter freundii en el INDRE (Instituto
Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiologica), que se
cultivé en agar Infusién Cerebro Corazén (BHI) marca Bioxon, tanto
en placas como envtubos. La cepa se congeld de la siguiente
manera: de una colonia aislada de la bacteria se sembré en forma
masiva una placa de agar y se incubé a 37°C por 24 hrs. Con un
hisopo estéril se resuspendié el crecimiento bacteriano en caldo

BHI con glicerol al 30% en esterilidad y se almacend a -70+C,
Inmunizacién: Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c
de 1 mes de edad y con un peso de 14-169. = Se realiédron los

sigquientes esquemas de inmunizacién:

a) Inmunizacién con C. freundii: De un cultivo reciente de la

bacteria se hizo una suspensién en solucién salina isoténiéa (ss1) - .
estéril y se someti¢ a calor por 60 min. a 60°C en baflo Haria'para.

" matar la bacterié, después se ajusté la suspensién a una densidad’

éptica (D.0.) de 0.6 a 540 nm que representa 10° bacterias por ml.
De esta suspensién se inocularon intraperitonealmeﬁte (ip) 0.2ml a

cada ratdn que corresponden a 2x10’ bacterias.

b) Inmunizacidén con C. freundii mas Adyuvante Incompleto de

~Freund (AIF): se mezcld 1 ml de la misma suspensién bacteriana con
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1 ml de AIF y se inocularon 0.4 ml ip a cada ratdn.

c) Inmunizacidn con antigeno Vi mds Adyuvante completo de
Freund (ACF): se utilizé el antigeno Vi a una concentracidén de
1l0ug/ml en SSI y se mezcld 1 ml con 1 ml de ACF, de esta mezcla se

inocularon 0.2ml a . cada ratén.

Los esquemas de inmunizacién se aplicaron cada 2 semanas a 5

ratones por tres veces,
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ESQUENA DE INWUNIZACION

~ SANGRIA

ANTIGENO DOSIS Y VIA DE DIA DE RATONES

ESQUEMA A

C.freundii 2x107 bacterias en 0
0.2ml de PBS,i.p.

C. freundii 2x107 bacterias en 15
0.2ml de PBS,i.p.

C, freundii -2%107 bacterias en 30
0.2ml de PBS,i.p.

SANGRIA

ESQUEMA B

C. freundii 2x107 bacterias en 0
AIF,i.p.

C. freundii 2x107 bacteria§ en 15
: AIF,i.p.
C. freundii 2x107 bacterias en 30
o AIF,i.p. :
| saNGRIA
" ESQUEMA C

Antigeno Vi {loug/ml en ACF,i.p. -0

Antigeno Vi 10ug/ml ‘en ACF,i.p. 15

Antigeno Vi |10ug/ml en ACF,i.p. 30
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_Cistaminacion de Antfgeno Vi: Se pesaron 97mg de polisacdrido
Vi y se disolvieron en solucién de NaCl 0.2M con agitacién en
cuarto fr[o por 24h. A esta solucién se le agregaron 200mg de
Cistamina y se ajusto el pH a 4.9 con HCl 0.1N agitdndose a
temperatura ambiente. Se agregaron 100mg de carbodimida (EDAC) con
agitacién, ajustdndose nuevamente el pH a 4.9 y manteniéndose asf

por 3h, Se dializ6é contra agﬁa destilada y se liofilizé.

Cultivo celular: Se utilizaron canpanas de flujo laminar que
proporcionan una atmdésfera de esteriildud. Se'trabnjé con una
1inea celular de mieloma de ratén Ag8 que se cultivé en botellas de
50 y 200 ml, utilizando medios de cultivo RPMI vy 'DfHEH :
complementados con glutamina 2oomM, piruvato de sodio 100mM, 28~
mercaptoetanol 5x'°*? M, suero fetnl‘bovlno al 10% (marca GIBCO BRL)
y como antibloticos penicilina (100 ul/ml) y estreptomicina
(100ug/ml). Lué cé;ulus se incubaron a 379C con una atmdsfera de
co, ul 5%.. Para observar el degarrollo y estado de las célulns se

util;zo un microscopio invertido..

Trataniento con 8-azoquanidina: La lfinea colilar Ag8 - se
cultivo con 8-azoguanidina en concentraciones de 20 a ioo ug/ml,

durante un mes.
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Clonacién célular: Se clonaron las células de mieloma Ag8 por
el método de dilucién limitante. Las células se diluyeron con
solucidén de HANKS hasta tener 0.3 células por pozo y se cultivaron
en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano, se observéd el
crecimiemto celular a los 7 dfas y aquellos pozos donde hubo
"golamente 'una clona se pasaron a placas de 24 pozos Yy

"posteriormente a botellas para expander cada clona obtenida.

Obtencién de Macréfaqgos 6 Células Alimentadoras: Se sacrificéd
un ratén de 3 meses de edad por dislocacidn cervical y se bafié en
alcohol al 70%. Con un equipo de diseccidn se fetiré la piel y se
descubridé el peritoneo, se sujeté el ratén con agujas sobre un -
tabla de diseccién y se le inyectaron con cuidado 5 ml de HANKS
frio, se agitd con fuerza durante S‘minutos y después se rétird el
liquidq del peritoneo con la misma aguja cuidando dé no picai
6rganos o tejidos para no llevarse eritrocitos. Posteriormente se
coioéé el liquido en un tubo estéril de 10ml y se centrifugé a 1200
r.p.m. durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante y el botén

celular se resuspendié en medio fresco.

'Ensayo Inmunoenzimitico en fase sélida (ELISA):

a) Titulacién de suero: Se utilizaron placas de ELISA marca Nunc,

la placa se sensibiiizé con 100 . ul de antigeno Vi-C (Vi-
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cistaminado) en una concentracién de l0ug/ml en amortiguador de’
carbonatos pH 9.5 incubdndose 1 hr. a 37¢C y toda la noche a 4°C,
Posteriormente se lavé 2 veces y se bloqued con PBS-Gelatina al 3%
durante 2 hrs. a 37°C, Enseguida se lavé 2 veces y se adiciond por
duplicado el suero de ratén en PBS~-Gelatina al 2% en varias
diluciones, se colocaron 100 ul por pozo y se incubdé por 2 hrs, a
37¢9C, Después se hicieron 4 lavados Yy se agregé el -conjugado anti-
Ig polivalente de ratén-peroxidasa diluido en PBS~Gel al 2%
depositando 1004l por pozo y se incubé 1 1/2 hr. a 379,
Posteriormente se lavé 4 veces y se adicioné el substrato de la
enzima (H,0,) y el cromégeno ihdicador de la reacéién orto~
fenilendiamina  (OPD) en amortiguador de citratos pﬂ 5,6, la
reaccién se protegid de la luz y se detuvo a los 10 min. con H,S0,
2.5 N. La intensidad de color producido se leyé a 492 nm. Los
lavados 'se hicieron con PBS-Tween al 0.1%. »

Se utilizé como control negativo un suero de ratén preinmuné.

Fusion Celular: Se trabajé con loé ratones inmunizados segﬁh_
los esquemas descritos y reforzados tres dias antes de la fusién,
Se sangraron a blanco y se sacrificaron por dislocaciéh cervical,
Con ayuda de un equipo de diseccidn se retird la piel y se extrajo
el bazo, se colocé en una caja petri sobre un pedaio de organza
estéril y 10 ml de medio RPMI sin suero fetal, el bazo se maceré
con una aguja y émbolo en medio de la organza, con una pipeta

" pasteur se colecté el medio y las células de bazo presentes ahi, se
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colocé en un tubo y se centrifugé a 1200 r.p.m. por 5 min., se
decanté el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio
suavemente en 5 ml de cloruro de amonio y se incubd 1 min. después
se centrifugé a 1200 r.p.m. durante 5 min., se decanté el
sobrenadante y el botén se resuspendid suavemente en medio fresco,
se realizaron dos lavados con medio para eliminar residuos de
cloruro de amonio y células muertas, se resuspendidé el botén en un
volumen final de 10 ml de medio sin suero y se contaron las células
vivaé o célulaé de bazo, por otro lado las células de mieloma Ag8
se concentraron en un solo paquete celular que se lavé dos veces
con medio sin suero y se resuspendié en un volumen final de 10 ml
para contarsegdespués.< Las células Ag8 (14,2x10°) se mezclaron con

las células de bazo (35.5x10°) en relacidén 2:5, la mezcla se

centrifugé a 800 r,p.m, por 5 min, y se decanté el sobrenadante, el

botén celular se resuspendié con golpes suaves en el'fondo del tubo

y lentamente se adicionaron 0.8 ml de poletilenglicol manteniendo
el tubo durante 1 minuto entre las manos. Posteriormente se -
“adicion4 1 ml de medio sin suero gota a gota, y después 20 ml de

medio sin suero durante 5 min. y se centrifugé a 1200 r,p.m. por 5

nin., el sobrenadante se retiré con una pipeta estéril y el botdn

de células se resuspendié suavemente en 50 ml de medio con suera

fetal al 20%. En placas de microcultivo de 96 pozos de fondo pland

se colocaron 100ul de la suspensién anterior por pozo (100 000

células) y se incubaron a 37°C y 5% de CO,. Al dia siguiente de la
fusién se adicionaron 1004l de medio selectivo HAT a cada pozo de

las placas de microcultivo y se realizaron cambios de medio fresco
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por dia, se evalué el desarrollo de las células diariamente. A los
12 dias de la fusién se adicioné medio selectivo HT reemplazando al
medio HAT, manteniéndose el cultivo durante 8 dias wmés, y
realizando cambios de medio fresco diariamente. Después de la
seleccién en los medios HAT y HT se evalué el estado y desarrollo
de los hibridomas sobrevivientes y se cultivaron en medio RPMI al

20% de suero fetal bovino.

Clonacion de Hibridomas: Los hibridomas obtenidos se clonaron

-usando la misma metodologia que para la linea Ag8.

Identificacién de ilibrido-ls y Clonas Productoras: De los
hibridomas que lograron sobrevivir en los medios seleciivon HAT y
HT, k‘se analizé el sobrenadante de cultivo de cada uno de ellos
utilizando la misma metodologia que para suero, sin embargo; el
primer anticuerpo de; sobrenadante de cuitivo se agregé sin
dilyuciones' y se 1ncub6 lbr. a 37¢C y toda la noche a 4°C. Como
control negativo se utilizé sobrenadante de cultivo de la linea de
pieloma Ag8, De la misma manera se identificaron las cionas

productoras obtenidas de las clonaciones realizadas.

Produccién en grandes cantidades: Después de haberse expandido
las clonas caracterizadas en botellas de cultivo de 500 ml se

cultivaron en recipientes de 2 L para obtener los anticuerpos
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monoclonales en grandes cantidades, ademds se obtuvo liquido de
ascitis de la siguiente manera: se inyectaron ratones hembras de 1
mes de edad de la cepa BALB/c con 0.5 ml de adyuvante incompleto de
freund y a los 15 dfas se inocularon i.p. de 5-7 millones de
células productoras de anticuerpos en 0,5 ml de PBS estéril,
Después de aproximadamente 10 a 15 dfas se obtuvo el liquido de
ascitis por puncién en el peritoneo del ratén, Se centrifugd a
2000 r.p.m. por 5 minutos para' separar las células presentes,
después se centrifugé a 5000 r.p.m. durante media hora y 4°C para
eliminar la grasa que lleva el ascitis, el sobrenadante obtenido se

almacend a -20°C.

Determinacion del isotipo de los Anticuerpos Monoclonales: Se
determiné el isotipo de los anticuerpos monoclonales obteniqu,
mediante la técnica de ELISA de doble anticuerpo, realizdndose de
la siguiente manera: se sensibilizé una placa de ELISA marca ﬁunc
* con anticuerpos monoclonales de cabra anti-isotipos de ratén VIqA,_ -
IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgM diluidos 1:1000 en PBS incubdndose
1h/37¢C. ' Se 1avé 2 veces y se bloqued con PBS-Gelatina al 2% por
2h a 37°C. Posteriormente se lavé 2 veces y se adiclond el
sobrenadante dek cultivo de cada clona a probar, incubéndqse durante
2h a temperatura ambiente. Se lavd 4 veces y ée agrégé conjugado
anti-Ig polivalente de ratén-peroxidasa diluido en PBS incub&ndose
lh a 37°C, Se lavd después 4 veces y se revelé con H,0, y OPD. La

reaccién se detuvo a los 10 minutos por adicién de H,S0, 2.5N. La
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intensidad del color producido se leyé a 492 nm. Como control
negativo se utilizé sobrenadante de cultivo de la linea celular

Ag8. Los lavados se hicieron con PBS-Tween al 0,1%,
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RESVULTADOS

~ Andlisis de los sueros inmunes: ge analizé el tftulo de
anticuerpos anti-Polisacdrido Vi mediante un ensayo de ELISA donde
la densidad dptica leida a 490 nm corresponde a la cantidad de
anticuerpos presentes en el suero. De los tres esguemas de
inmunizacién utilizados se obtuvo un titulo de anticuerpos en todos
ellos; a una dilucién (iel suero 1:20 la lectura mayor fue de 1.3
correspondiente a la inmunizacién con C¢. freundii mas adyuvante

incompleto de Freund como se observa en la grdfica numero 1.

‘MMulacion de sueros de ratédénNn anti-vi
Técnica de ELISA

D.O. a 4890NM

1.8
1.4
1.2

BBc. reundi+AF
BB C.sreundil
M Ag vi+ACF

1
0.8

o.e
0.4
0.2

o
NI,

RS 7

Diluciones de Suero

Grafica No.1

Reconocimiento del Ag Vi por sueros de ratones inmunizados
Se utilizé Ag Vi~C a 10 ug/ml

Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratén-Peroxidasa
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El ratdn del que se obtuvieron las células de bazo utilizadas en
la fusién exitosa mostrd un elevado titulo de anticuerpos que
reconocen al antigeno Vi, a una dilucidn de 1:100 se obtuvé una
lectura de 1.3 mayor que el control positivo, esto se observa en la

grdfica nuimero 2.

TITULACION DE SUERO DE RATON ANTI-VI
Técnica de ELISA

D.O. a 490Nnm

1,8
1,4
1,20

0,8}
0,8/

o,4|"
0.2}

Diluciones de suero

Grafica No.2

Reconocimiento del antigeno Vi por el suero de un ratén inmunizado
Se utiliz6 Ag Vi-C a 10 ug/ml

Ac revelador: Conjugado suero anti-Ilgs de ratén-Peroxidasa
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~Generacién de Hibridomas: Se realizaron varias fusiones bajo
todos los esquemas de inmunizacién utilizados teniendo exito la
fusidén de células de bazo de un ratén inmunizado con C. freundii en
relacién 2:5 con células de mieloma Ag8. La posibilidad de que una
fusion sea exitosa es muy azarosa y no se pueden fijar condiciones
estdndar para lograrlo. Los hibridomas generados se seleccionaron
en medio HAT y HT, observdndose desarrollo de pequefas clonas en
algunos de los pozos y células muertas en el resto de ellos. De
cinco placas de cultivo utilizadas en la fusién se encontrd un
mayor desarrollo de hibridomas productores en las‘plaqas cubiertas
con macréfagos, la qficiencia4fue mayor en'presencia de macréfados;
‘los hibridomas en estas condiciones de cultivo se'observaron_mas
estables yen su crecimiento y produccién de ‘anticuerﬁos, esto
refleja la importancia de contar con la preseﬁcia de células
‘alimentadoras que liberan diversos factores de crecimiento éémb |

interleucinas que favorecen el desarrollo de las células.
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~Identificacidén de hibridomas productores: El rastreo de los
hibridomas productores de anticuerpos anti-Vi se realizé analizando
su sobrenadante de cultivo mediante un ensayo indirecto de ELISA
donde el anticuerpo revelador fue un antisuero polivalente para Igs
de ratén conjugado a peroxidasa, el titulo de los anticuerpos
producidos en cada uno de los pozos de las placas de fusién
identificados se muestra en la grdfica nimero 3. Los titulos mds
altos se obtuvieron en las placas con macréfagos; los hibridomas
con mayor produccién fueron B? y F6 para la placa Mac 1 y BS y C?
para la placa Mac 2. Como control negativo se utilizé sobrenadante
de cultivo de la 1linea de mieloma AgS.
Hibridomas productores de Anticuerpos anti-Vi

Técnica de ELISA

D.O. a 490nNm

By R

.....

os!’
04!}
02!’}

o ;
PELRIRPTAQCRIR S

Clonas productoras

Gréafica No.3

Hibridomas productores de Acs anti-vi
Se utilizd Ag Vi-C a 10 ug/ml

Ac revelador: Conjugado suero anti-Ig
ratdn-Peroxidasa
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~-Identificacién de clonas productoras: Para obtener
anticuerpos monoclonales anti-Vi se clonaron los hibridomas mas
estables en crecimiento y produccion de anticuerpos por la técnica
de dilucién limitante, los hibridomas clonados fueron de la placa
Mac 1 el F6, de la placa Mac 2 el BS5, B10 y C4. Las clonas
productoras se buscaron por andlisis de su sobrenadante utilizando
el sistema de ELISA descrito. De una primera clonacién se
obtuvieron 6 clonas C6/F6, G9/F6, E3/F6, B5/B10, D6/B10 y C4/F4
productoras, los titulos de anticuerpos producidos se muestran en
la grdfica nimero 4. La clona mas productora fue la D6/B10 con una

densidad dptica de 1.1, el control negativo fue sobrenadante de

CLONAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS ANTI-VI

Primera Clonacién
Técnica de ELISA

D.O. a 490nm

ce (c]] B10 De Ea Age
Cionas productoras

Bl Hib Fe lHib B35 Bl Hib 810 B Hbca llAg 8

Grdfica No.4'

Clonas productoras de Acs monoclonales anti-Vi

Se utilizé Ag Vi~C a 10 ug/ml

Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratén—Peroxidasa
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Se realizd una segunda clonacidn a partir de la clona D6/B10
obteniéndose 7 clonas productoras de anticuerpos anti-vi, los
titulos de anticuerpos producidos se observan en la grdfica numero
5, las clonas con mayor produccién fueron H12, y E9 con densidades

épticas de 1,2 y 0.9 respectivamente.

CLONAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPO ANTI-VI

Segunda Clonacién
Téonica de ELISA

D.O. a 490nm

14"
el

08| .-
06|
04|
0.2

B2 Ci2 E9 G7 H® Hit Hi2 Ags

clonas productoras

Grafica No.S5 :
Clonas productoras de. Acs monoclonales anti-vi
Se utilizé Ag Vi-C a 10 ug/ml

Ac revelador: Conjugade susro anti-Igs de
ratén-pPeroxidasa
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-Deterainacién del isotipo de los Anticuerpos Monoclonales:
Para identificar el isotipo de cada uno de 1los anticuerpos
monoclonales obtenidos se utilizd un sistema ELISA de doble
anticuerpo donde el anticuerpo de captura es anti-cadenas pesadas
de Igs de ratdén (anti-IgA, IgM, IgGl, IgG2a, IgG2b e IgG3) que
reconoce ia fraccién Fc del anticuerpo producido por las células y
el anticuerpo revelador es un suero anti~Igs de ratdén conjugado a
peroxidasa. De cinco clonas analizadas se identificaron 4 clonas
productoras de anticuerpos monoclonales de clase Igﬁ, la clona B2,
Cl2, E9, G7? y Hi2, y una clona que muesﬁra produccidén de
anticuerpos IgM e I1gGl, este resultado muestra que aun existe
nezcla de clonas en ella, los tftulos de los anticuerpos producidos

por las clonas se muestran en la grdfica numero 6.

Determinaclén de! lsotipo de Acs Monocionales anti-Vi
Téonica de ELISA (Doble antiouerpo) .

DO, a 490N M

1.4

1.2

O.8

0.8

B2 <2 S V2 [ =4 =] X7 Hta2
Clormmas Procduotaoras

Grafica no.6
Determinacién del isotipo de los Acs monoclonales anti-Vi

El Ac de captura reconoce la cadena pesada de Ig de raton
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratén_Peroxidasa
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Dado que en la clona Cl2 existe mezcla de dos clonas se debe
clonar una vez mas para separarlas y tener cultivos de una sola
clona. Por otro lado se logro obtener liquido de ascitis de las

clonas C12 y F9 en ratones.

CLONACION DE HIBRIDOMAS ANTL-VI

BI/MACT | [B7/WACT FB/MAC! C12/MACT
0.933 1,080 0.96 , 0.766

- / ¥
Primera clonacidn cm G9/F6
oL 0.84

BS/MAC2 | [BO/MAC2 | .
1.086 0.69 | 8'8 _’5‘3” ] C?,’g"” L] C7/MAC2 | ] E7/MAC2 F5/MAC2

) l 5 1.033 0.69 0.737
. v S '

(B1os8s eee{D8/B10 E4/C4 ' -
0.98 ,/ ,' I Prinerd clonacifn
( > S -

i

. ; l —Mht1/oe/eto
2/06/810 £9/06/810] | L- :
0.45 ¢ 0.994 085 _J- _ :
I .
y H9/D6/BIO) ‘ _ i::::czdn
¢12/08/B10 0.544 H12/06 /B10
0.55 o Py
47/06/B10 '
0.790

Figura Nao.3 .

Clonas productoras de Acm anti-vi
obtenidas por técnica de dilucidén
limitante
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el diagnéstico actual para fiebre tifoidea, el ensayo
seroldgico mds practicado es la prueba de Widal que determina
infeccién causada por miembros del genero Salmonella, especialmente
en zonas no endemicas y representa una herramienta muy Gtil en
palses subdesarrollados donde la metodologia de diagnéstico no
puede ser costosa; sin embargo, tiene la limitante de no ser
especifica para Salmonella typhi debido a que detecta anticuerpos
circulantes contra la bacteria en individuos sanos especialmente en
dreas endémicas, los anticuerpos anti-0O no son exclusivamente para
Salmonella typhi, otras salmonellas del serogrupo D comparten el
antigeno usado en la prueba, los anti-§ muestran reacciones
cruzadas y los anti-Vi se deteétan hasta 3 6 4 semanas después

(22).

Se desarrollaron algunas metodologias para la deteccién de los
antfgenos somdtico (0), flagelar (H) y capsular (V1) de Salmonella
typhi, la determinacidn del antigeno O tiene 1a limitacién de que
la infeccidén causada por S. typhi no puede ser distinguida de otras
infecciones causadas por diferentes miembros ~de la familia
Salmonellae. . La manera confirmativa de identificar salmonellav
typhi es demostrar la presencia de antigeno vi y del antigeno
flagelar (d=H) (22).

El uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos
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especificos de Salmonella typhi como Vi pueden incrementar la
sensibilidad en los ensayos para detectar al antigeno en fases

tempranas de la enfermedad (29).

Por tal nmotivo, en el presente trabajo se desarrollaron
hibridomas productores de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
el polisacdrido Vi de Salmonella typhi. Para generar estos
hibridomas se fusionaron células B productoras de anticuerpos con

células de mieloma Ag8.

El rendimiento de la fusién fue mds grande cuando se contd con
la presencia de macréfagos de peritoneo como células alimentadoras,
que en aquellas placas de la fusién en las‘ime no se colocafoh
macréfagos, debido a que crean un microambiente de cultivo tido en
factores de crecimiento como interleucihas, ademds de que eliminan
desechos y restos celulares generados durante -i_a- seleccidn,
ayudando - al crecimiento y estabilizacién de los hibridomas

producidos.

~ Los hibridomas obtenidos mostraron diferenéias en cuanto vé
vproduccién de anticuerpos y cinética de“crgcimiento, - algunos:
producian elevada cantidad de anticuerpos pero un crecimiento
lento, otros presentaron baja produccién de anticuerpos y un
_desarrollo fapido, y el resto de hibridomas mostraron alta
produccién de anticuerpos y un crecimiento rdpido. Estas dos

caracteristicas no permanecieron constantes en muchos de los
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hibridomas generados, con el tiempo en cultivo algunos empezaron a
producir menor cantidad de anticuerpo que al inicio 1llegando
incluso a no producir en absoluto, por otro lado aquellos
hibridomas que mostraron un desarrollo lento con el tiempo dejaron
de crecer y alqunos se perdieron por completo., Para obtener clonas
productoras ge trabajé con los hibridomas mds estables, aquellos
que mostraron: 1) una cinética de crecimiento rdpida y 2) una

elevada produccién de anticuerpos, ambas caracteristicas de manera

constante,

Pensando en que un posible sistema de deteccidén del antigeno
Vi sea un ensayo de ELISA, este método se utilizé para el rastreo
de los hibridomas y de las clonas productorhs de anticuerpos
capaces de reconocer al polisacdride Vi. ' Dado que el antigeno Vi
66 quimicamente un ocarbohidrato que se sabe induce unanrespuesta
inmune de tipo primaria principalnente con la activacion de células
, B productoras de IgM; éunque en algunos reportes se han generado
anticuerpos anti-vi de tipo 114G, se esperaba que la mayoria de
hibridomas fueran productores de IgM, por esto, en el sondeo de 108
hibridomas y clonas pioductoras se utilizo en el ensayb de ELISA_
" como anticuerpo revelador un conjugado de suero ahti-Igs-de ratdén
y peroxidaSa, posteriormente al idenéificarkbor una -técnica de
ELISA de doble anticuerpo o sandwich el isotipo de cadena pesada de
los anticuerpos monoclonales qenerados,‘ resulté que como  se
esperaba la_ mayoria dev ellos ~£ueroh de clase IgM, aungue se

encontré una clona produtora de IgGl.
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De manera similar Luk J M y col. desarrollaron hibridomas

productores de anticuerpos anti-Vi, obteniendo cuatro clonas

- productoras de anticuerpos monoclonales de clase IgM y una clona

que produce anticuerpos de isotipo IgG3 (41). Mohan N en 1989
obtuvo hibridomas que producen anticuerpos anti~Vi de clase IgM
(42). El grupo de Qadri desarrollo anticuerpos monoclonales que
reconocen el antf{geno Vi, siendo la mayorfa de ellos de clase IgG
(29). Aunque  la mayoria de los anticuerpos producidos se

utilizaron en ensayos de aglutinacién, para detectar la bacteria

‘completa de muestras de sangre de los pacientes o de aislamientos

en cultivo.

Para obtener los anticuerpos monoclonales anti-Vi_en grandes

~ cantidades se inocularon ratones 1ntraper1tpnealhente 'éon las

células productoras de los anticuerpos para 1ndudirles unréumor del
hibtidoma que se esta inoculando, y puesto que el animal ;opresenta
un excelente medio de cultivo para el crecimiento.de los hibridomas
prbduccores la proliferacidén de estas células es‘ﬁuy tﬁpidé Y alta
permitiéndo a la vez tener una elevada proddcciéﬁ‘:dé los
anticuerpos en un pequeiio volumen de liquido‘de'asciﬁis...ﬁo.todos
los ratones respondieron favorablemente a la formacién de tumores

productores de anticuerpos, algunos no desarrollaron nunca los

tumores inducidos, la capacidad de respuesta es particular de cada

‘animal, asi algunos ratones  formaron = tumores = productores

rdpidamente mientras que otros tardaron mds tiempo o la cantidad de

anticuerpos producidos fue menor. La respuesta de los aniﬁales a
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desarrollar tumores también fue distinta para cada hibridoma, la
clona C12 tardo mas tiempo en generar liquido de ascitis que la
clona E9, ademds de que el liquido de ascitis obtenido de la clona
E9 se observé mds claro y libre de células que el liquido de
ascitis producido por la clona C12, que se observd mds turbio y con

mas cantidad de células de arrastre.

Puesto quev los anticuerpos monoclonales constituyen un
reactivo de caracteristicas definidas y constantes como son la
especificidad, homogeneidad y afinidad ademds de poderse obtener de
manera ilimitada se han utilizado como herramientas muy valiosas
para distintos propésitos, en este caso para desarrollar un sistema
de deteccién que permita establecer un diagnéstico temprand de
fiebre tifoidea o para identificar acarreadores asintomdticos de

Salnoneila typhi.

Con la disponibilidad actual de sistemas'que aumentan en gran
medida la sensibilidad y rapidez de los ensayos como el éfstema
avidlna-bibtlna,‘ antisueros conjugados a enzimas (pe?oxidééé),
fluorocromos (isotiocianato de ' fluorescefna) o a isétopos
,radioactlvos como I'**, se puede pensar en un’ ensayo que, éunado al
uso -del o de los anticuerpos monoclonales obtenidos, permitard
posiblemente detectar el antigeno Vi en forma soluble en fluidos
bioldgicos como orlna y suero, o en forma constitutiva en la

bacteria como en las heces, de manera confiable y rdpida.
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CONCLUSIONES

- Se obtuvieron siete clonas productoras de anticuerpos que

reconocen el Polisacdrido Vi de Salmonella typhi.

- Se identificaron cuatro clonas productoras de anticuerpos

monoclonales de tipo IgM.,

- Finalmente, se puede diseilar un sistema para pt@béblemente’b'
- detectar el antigeno Vi, utilizando.los anticuerpos monoclonales

obtenidos en este trabajo y que permita un diagnéstico de fiebre

tifoidea.
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PERSPECTIVAS

Una vez desarrollado el sistema de deteccién mas conveniente
se deberd probar con un niimeroc adecuado de muestras de enfermos de
Fiebre Tifoidea para evaluar su eficacia, reproducibilidad,
sensibilidad y rapidez, as{ como probarse con muestras de posibles
enfermos y de personas sanas para detectar acarreadores
asintomaticos, de esta manera se podrd estandarizar el sistema para
su posterior aplicacién, ademds de su comparacion con sistemas ya

reportados.
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