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RESUMEN 

La determinación confirmativa de la presencia de Salmonella 

typhi, bacteria causante de la fiebre tifoidea, representa la 

manera más confiable para el diagnóstico de esta enfermedad. El 

ensayo serológico comúnmente utilizado (reacción de Widal), es útil 

para determinar la presencia de infección por el genero Salmonella 

en los individuos, aunque tiene la limitante de carecer de 

especificidad en la identificación de Salmonella typhi, El método 

de determinación más concluyente es el hemocultivO, pero 

positivo hasta la primera semana de la infección, lo que dificulta 

el diagnóstico temprano de la enfermedad. 

Debido 'a que el polisacárido Vi componente capsular de S. 

typhi se ha encontrado en la mayoría de cepas de Salmonella typhi.  

aisladas de la sangre de pacientes con fiebre tifoidea, y que 

además se encontraron títulos elevados de anticuerpos anti-Vi en 

dichos pacientes, se propone que la detección del,antígeno'Vi en el 

suero de sujetos probablemente infectados permitiría un diagnóstico 

temprano de la infección, así como la oportuna detección de 

posibleé acarreadores asintomáticos que constituyen el mecanismo de 

transmisión mas frecuente de la enfermedad. 

Se han desarrollado diversas técnicas para este propósito, con 

el uso de anticuerpos policlonales en algunas de ellas; estos 

ensayos demostraron tener especificidad pero no sensibilidad, se 



sugiere que mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se 

aumentará en gran medida la sensibilidad y confiabilidad de las 

mismas. 

Por tal motivo se desarrollaron anticuerpos monoclonales anti-

polisacárido Vi que permitirán diseñar una metodología apropiada 

para la determinación del antígeno en muestras problema. 

Para la producción de hibridomas estables productores de ].os 

anticuerpos deseados se inmunizaron ratones de la cepa BALB/c con 

antígeno Vi y Citrobacter freundit. El título de anticuerpos anti-

Vi se determinó por la técnica de ELISA, usando como anticuerpo 

revelador un conjugado polivalente anti-Igs de ratón y peroxidasa, 

el título más alto so observó en los ratones inmunizados con C. 

freundit. Posteriormente se fusionaron las células de bazo de los 

ratones inmunizados con células de mieloma Ag8. Los hibridomas 

producidos se seleccionaron en medio MAT. 	Los hibridomas 

productores se identificaron por la técnica de ELISA. 	Se 

realizaron dos clonaciones para aislar clonas productoras, las 

cuales se identificaron por la técnica de ELISA. Se lograron 

obtener 7 clonas productoras. Se identificaron los isotipos de los 

anticuerpos producidos por las cinco clonas más estables mediante 

un ensayo de ELISA de doble anticuerpo, resultando 4 clonas 

productoras de clase IgM y una clona productora de los isotipos IgM 

e IgGl. Las clonas se expandieron por cultivo y liquido de ascitis 

en ratones para Obtener los anticuerpos monoclonales en grandes 



cantidades. 

La homogeneidad de especificidad, clase y afinidad definidas 

de los anticuerpos monoclonales ofrecen la posibilidad de 

desarrollar una metodología con la suficiente precisión y 

confiabilidad para la detección del antígeno. 

P111124111211211CI011 	11 1021C4A 

ANTIGUO VI 

Félix y Pitt notificaron que la Salmonella typhi aislada de la 

sangre de pacientes con fiebre tifoidea no era aglutinada por un 

antisuero preparado por inmunización a conejos con organismos 

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

preparado con S. typhi fresca contenía un anticuerpo que aglutinaba 

esa bacteria. Ellos mismos descubrieron que la virulencia y la 

protección inducida por las cepas 0-no aglutinables (Vi+) contra S. 

typhi fue considerablemente más grande que las cepas 0-aglutinables 

(Vi-). Con base en estos resultados ellos propusieron la presencia 

de un antígeno de superficie y lo llamaron Vi por la virulencia 

que demostró en los ensayos realizados (1). 



A) Composición y Propiedades químicas 

La envoltura 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 Gran negativas la cápsula consiste de 

polisacáridos relativamente simples con unidades repetitivas de dos 

o tres azúcares (2). 	El polisacárido capsular Vi (PSC) es un 

componente de la envoltura celular de varios miembros de la familia 

Enterobacteriaceae, incluyendo Salmonella typhi, Salmonella 

paratyphi C y Citrobacter freundii (2,3). 

El antígeno Vi purificado de S. typhi o C. freyndii se muestra 

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

acetilgalactourónico, variablemente 0-acetilado en el carbono 3 

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

polisacárido asume las formas características de hélices con dos o 

tres pliegues simétricos, siendo la distancia lineal entre los 

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

espacial de Cpurtauld Koltun de un pentamero de Vi demuestra que 

los voluminosos O-acetilos no polares sobresalen en las hileras de 

ambos lados componiendo la mayoría de la superficie, los carboxilos 

están 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 REPFTICION DEL POLISACARIDO CAPSULAR VI DE 

Ulaanella Lyoh1 Aco(GRUPO 0.ACETIL0). NAc(ORUPO N•ACETILO) (8). 

FUENTE:UN 8 C. 1987. 

Debido a su estructura no es susceptible a la 

despolimerización, su integridad se mantiene si se almacena 

liofilizado a 25ºD. 	No puede ser analizado en su estructura 

química por espectroscopia de resonancia magnética - nuclear (ERMN) 

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

colorimétricos comúnmente usados para determinación de 



polisacáridos no son aplicables al Vi debido a su inusual 

resistencia a la hidrólisis ácida pero se determina el grupo 0-

acetilado cuando reacciona con hidroxilamina en presencia de álcali 

(reacción de Hestrin) (6). 

8) Propiedades inmunológicas y Virulencia 

Craigie y Brandon estUdiaron la Salmonella typhi de la sangre, 

heces, orina, y bilis de pacientes con fiebre tifoidea y en 

acarreadores crónicos, con ayuda de sueros de conejo anti-Vi, 

encontrando formas Vi+ en todos los'aislamientos de la sangre, y 

formas Vi- (que revirtieron a Vi+) en la orina y heces (8). La 

invariable presencia de Vi+ en aislamientos de sangre de S. typhi 

y la variantes, formas Vi- en aislamientos de heces. sugieren que el 

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

En 1950s y 1960s se desarrollaron dos vacunas para fiebre 

tifoidea a partir de la cepa de S. typhi Ty2, la vacuna K donde la 

bacteria fue inactivada con acetona (reteniendo Ag Vi) y la vacuna 

L en la cual la bacteria se inactivó con calor y se preservó con 

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

posteriores se demostró que la vacuna K confería mayor protección 

que la vacuna L, debida a la inducción de anticuerpos anti-Vi 

(6,9,10,11). Sin embargo las vacunas de la bacteria inactivada 

inducían inmunidad limitada y producían reacciones colaterales 

adversas frecuentes y muy severas 112,13,14). 



En 1970 se elaboró una vacuna a base de antígeno Vi para 

evaluación clínica, pero el método de purificación no fue 

suficiente para remover el Lipopolisacárido (LPS), contaminante que 

produce reacciones colaterales por lo que se sometió a reflujo con 

ácido acético 1 N a 100°C por 24 h para reducir el contenido dé 

endotoxina, la preparación de polisacárido Vi fue activa en la 

protección de ratones pero no produjo anticuerpos anti-Vi ni 

protección contra la infección por S. typhi (6), casi dos décadas 

después el Dr. Robbins demostró que el tratamiento del reflujo 

despolimerizaba el PSC Vi y removía todos los grupos O-acetilos y 

N-acetilos reduciéndose por esto el peso molecular del polisacárido 

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

En 1985 se desarrolló una vacuna de Vi preparada de modo 

similar a la vacuna del polisacárido del meningococo, induciendo 

protección y reacciones locales ligeras (6). La vacuna de PSC Vi 

preparada en condiciones que no alteran su estructura produce altos 

niveles de anticuerpos y una elevada actividad protectora contra 

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

Ahora se sabe que la inmunogenecidad del PSC Vi 

estrechamente relacionada al grado de 0-acetilación; la parcial O-

deacetilación aumenta ligeramente su inmunogenecidad mientras que 

la completa 0-deacetilación elimina la inmunogenecidad del antígeno 

Vi. En contraste, la reducción del carboxilo tiene un efecto 

comparativamente ligero en la imunogenecidad y antigenecidad del 



Polisacárido Vi (5). 

FIEBRE TIFOIDEA Y Salmonella typhi 

En 1829, Dr. P. Ch. A. Louis en París describió la fiebre 

tifoidea, separándola claramente de otras fiebres y asociando la 

expresión clínica de la infección con las lesiones patológicas en 

los intestinos, nódulos linfáticos mesentéricos, y bazo (1). En 

1884, Gaffkey y German, cultivaron y aislaron por primera vez 

Salmonella typhi en un cultivo puro de los bazos de pacientes 

infectados. 	Posteriormente German y otros 

cultivaron el microorganismo de heces fecales, 

(15,16). 

investigadores 

orina, .y bilis 

Pfeiffer y Rale en 1896 hicieron la primera vacuna para 

humanes contra la fiebre tifoidea con microorganismos muertos por 

calor y demostraron el - desarrollo de anticuerpos que protegieron 

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

En,  ese mismo año Gruber, Durham y Widal, reportaron cada uno 

independientemente, que el suero de la fase convaleciente mezclado 

con S.typhi causó que los microorganismos se unieran en grandes 

grumos y perdieran su movilidad, naciendo entonces el término de 

aglutininas y el clásico ensayo serológico para la infección por 

S.typhi (16). 



En 1948 Theodore Woodward y colegas introdujeron el 

tratamiento para fiebre tifoidea en la era moderna de antibióticos 

(16). 

La fiebre tifoidea es una enfermedad septicémica severa, que 

cuando no es tratada, un 20% de los pacientes muere y un 10% sufre 

una recaída con fiebre, hemorragia intestinal o peritonitis. La 

fase crítica de la patogénesis es la invasión del intestino y la 

diseminación de la bacteria por la sangre al hígado, bazo y médula 

ósea (2). 

Salmonella typhi es una bacteria miembro de la familia 

Enterobacterlaceae, genero Salmohella, es un bacilo Gram negativo, 

anaerobio facultativo, móvil, con aproximadamente 2000 diferentes 

serotipos. 	La clasificación serológica de Salmonellae según 

Kauffman-White se basa en los principales determinantes antigénicos 

presentes en el antígeno somático "O" y flagelar oliml el antígeno 

00" está presente en el lipopolisacárido (LPS), que consiste de un 

lípido A, un núcleo interno de oligosacárido y largas cadenas 

laterales de polisacárido. El lípido A o endotoxina que puede 

activar macrófagos constituye la principal porción en la lámina 

exterior de la membrana externa de organismos Gram negativos, 

consiste de un disacárido'de glucosamina unido por un puente de 

pirofosfato en el cual los grupos amino e hidroxilo son 

substituidos por una larga cadena de ácidos grasos que son el 

principal determinante de toxicidad. 	El núcleo interno 



oligosacárido es similar en todos los serotipos, mientras que las 

cadenas laterales "0" consisten de unidades repetitivas de cuatro 

o cinco residuos, algunos son determinados por conversión 

lisogénica, los cuales varían en los diferentes grupos y determinan 

la principal especificidad 0. El antígeno "0" es importante en la 

virulencia de Salmonella debido a que disminuye la suceptibilidad 

a la fagocitosis y la habilidad para activar la vía alterna del 

complemento. El antígeno "H" muestra también diversidad en sus 

determinantes, variaciones en la composición antigénica del flagelo 

de organismos con antígenos "0" comunes determinan los diferentes 

serotipos. Algunas salmonellas (S.typhi, S.dublin, S.paratyphi) 

expresan el antígeno de superficie capsular Vi, que puede 

enmascarar al antígeno "0" y que es importante en la virulencia e 

inducción de inmunidad (17). 

DIAGNOSTICO PARA FIEBRE TIFOIDEA 

Debido a que el polisacárido Vi se ha encontrado en la mayoría 

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

fiebre tifoidea y que además se encontraron títulos de anticuerpos 

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

presencia de anticuerpos anti-Vi tendría relación con la infección. 

Landy y Lamb (1953) estudiaron los anticuerpos contra antígeno Vi 

en suero por medio de hemaglutinación pasiva con antígeno 

purificado y encontraron un elevado título de anticuerpos en 

10 



pacientes con fiebre tifoidea reciente o activa, no encontrando 

títulos detectables en personas sanas (1). En 1981, Nolán y col. 

emplearon una ELISA para demostrar la relación entre anticuerpos 

anti-Vi y la infección activa entre casos aislados de Arkansas y en 

1982, Chau y col. confirmaron dicha relación con anticuerpos anti-

Vi probados por contrainmunoelectroforesis de contracorriente con 

el antígeno purificado y su diagnóstico de fiebre tifoidea aguda y 

acarreadores asintomáticos (18,19,20,21). En 1983, el Dr Lanata y 

col. confirmaron que la hemaglutinación pasiva utilizada para medir 

anticuerpos contra Vi es sensible y específica para el diagnóstico 

de acarreadores asintomáticos (16). 

La detección de acarreadores crónicos de S. typhi no es fácil, 

el método tradicional que ha sido la colección de una serie de 

cultivos diarios de heces, es costoso y sólo intermitentemente 

positivo debido a que S. typhi es inhibida por la colonización de 

la flora normal. El ensayo serológico más practicado es el ensayo • 

de aglutinación de Widal que no es específico debido a que detecta 

anticuerpos circulantes contra la bacteria en individuos sanos 

especialmente en áreas endémicas (22). 

Otros autores han descrito la presencia de antígenos de S. 

typhi en suero y orina de pacientes que sufrieron la enfermedad 

(15,23,24). 	Taylor y col. (1983) estudiaron la utilidad de 

antígeno Vi urinario como marcador de diagnóstico para fiebre 

tifoidea. 	Los ensayos de aglutinación y ELISA basados en 

11 



anticuerpos policlonales carecieron de sensibilidad y especificidad 

(25). Chaicumpa y col. (1988) describieron ensayos de ELISA de 

doble anticuerpo para la detección del antígeno 09 de S. typhi en 

orina empleando anticuerpos policlonales como captura del antígeno 

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 antígenos específicos de Salmonella typhi 

como polisacárido Vi pueden incrementar la sensibilidad del ensayo 

para la detección del antígeno en pacientes con Fiebre Tifoidea 

(26,27,28). 

Qadri y col. (1988-1996) desarrollaron anticuerpos 

monoclonales altamente específicos generados contra los antígenos 

somático (0), flagelar (H) y capsular (Vi) de S. typhi. 	Los 

anticuerpos anti-0 reconocen diferentes epitopos en los antígenos 

09 y 012 del LPS de la bacteria. 	Los anticuerpos anti-Vi 

reaccionaron a dos determinantes discretos, uno constituido por el 

grupo 07-acetilo y el otro por los grupos N-acetilo y carboxilo. 

Los anticuerpos fueron usados en un ensayo de ELISA de doble 

anticuerpo para deteOción de la bacteria. El 0-ELISA, N-ELISA y 

Vi-ELISA detectaron 10' g de LPS/ml y 2x10' S. typhi/ml, 10' g de 

antígeno N/m1 y 6x103  S. typhi/ml y 10"°  g de Vi/ml y 6x102  S. 

typhi/m1 respectivamente (15,29). 

Una limitación del sistema de detección 0-ELISA es que las 
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infecciones 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 antígeno flagelar (d-H), la 

demostración de esos dos antígenos lleva a una identificación 

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 

diagnóstico rápido y confiable el mismo día de la toma de muestra 

(25). 

Los anticuerpos monoclonales son muy útiles para una rápida 

identificación de S. typhi en cultivos primarios bacterianos y 

pueden reemplazar a los anticuerpos anti-Vi policlonales que son 

usados rutinariamente en laboratorios bacteriológicos (26,30). 

ANTICUERPOS NONOCLONALES 

Cuando se reta con un patógeno o antígeno, el sistema inmune 

del huésped responde montando una respuesta inmune que está 

dirigida a la eliminación específica del antígeno o patógeno del 

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 afinidades para el antígeno. Esta 

respuesta policlonal es el resultado de la activación de un gran 

número de diferentes clonas de células B, cada clona codifica un 

tipo único de inmunoglobulina con una especificidad única para el 

antígeno, interactuando y cooperando junto con otras células del 

sistema inmune, incluyendo linfocitos T y células presentadoras de 

antígeno (CPA) (31). 

En general aunque los anticuerpos son generados por las 

células B, por rearreglo azaroso y mutación somática de sus genes 

para inmunoglobulina, la respuesta inmune en un animal esta 

dirigida hacia aquellas partes del antígeno que son diferentes de 

antígenos propios. Los isotipos de un anticuerpo generado por 

cualquier antígeno también están sujetos a procesos de regulación 

que no están claramente entendidos. 	Por esto la forma del 

antígeno, ruta de inmunización, acarreador, adyuvante, tiempo, cepa 

y especies juegan un papel importante en la predisposición del 

sistema inmune para producir un patrón restringido de isotipos de 

inmunoglobulinas. La respuesta de células B a antígenos puede 

ocurrir en diferentes órganos linfoides siendo esto influenciado 

por la naturaleza del antígeno y ruta de administración (31,32). 

Los anticuerpos producidos se distribuyen en diferentes 

localidades anatómicas, en la superficie de determinadas células 

inmunes efectoras COMO fagocitos mononucleares, células asesinas 
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naturales que poseen receptores específicos para su enlace, en 

fluidos intersticiales como el moco y la leche. En. el plasma o 

porción fluida de la sangre donde son un componente minoritario 

dentro de una compleja mezcla de proteínas, los anticuerpos 

presentes son una colección heterogénea de moléculas con un amplio 

rango de afinidades y especificidades (33,34). 

La necesidad de anticuerpos homogéneos en especificidad y 

afinidad para un determinado epitopo se volvió un reto. Si las 

células de un tejido linfoide que responden a un antígeno 

particular pudieran ser propagadas continuamente in vitro, el 

sobrenadante de cultivo podría contener moléculas de anticuerpos 

homogeneos. Desafortunadamente la progenie de linfocitos no pueden 

ser crecidos por largo tiempo en cultivo. 	Este problema fue 

resuelto en 1974 por Kóhler y Milstein, quienes desarrollaron una 

técnica para producir una población homogenea de anticuerpos de 

especificidad.antigenica conocida (32,35). 

PRODUCCION DE ANTICUERPOS NONOCLONALES 

Por largo tiempo se ha visto que das células de diferente tipo 

y diferentes especies pueden ser fusionadas para formar células 

híbridas, sin embargo, características altamente diferenciadas no 

son retenidas a menos que las dos células madres sean de líneas 

similares, aproximadamente del mismo estadio de diferenciación 
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(35). La técnica de 'Chiller y Milstein esta basada en el hecho de 

que cada linfocito B produce anticuerpos de especificidad única, 

por tanto cada tumor monoclonal derivado de un linfocito B llamado 

mieloma produce solo un anticuerpo. 	Tales tumores ocurren 

espontáneamente en el hombre y pueden ser inducidos 

experimentalmente por varios tratamientos. Sin embargo, la mayoría 

de los mielomas secretan anticuerpos de especificidades antígenicas 

desconocidas porque el proceso de transformación que produce el 

aumento para esos tumores afecta a los linfocitos B azarosamente y 

no es posible predecir la especificidad de ninguna clona de células 

B transformadas (32,33,34). 

El método involucra la fusión celular o la hibridización 

celular somática entre una célula B normal productora de 

anticuerpos y una línea de mieloma que proporciona la inmortalidad, 

con la posterior selección de células fusionadas llamados 

hibridomas que secretan anticuerpos de la especificidad deseada 

denominados anticuerpos monoclonales (36,37). 

a)Lineas Celulares utilizadas para la Fusión 

Las células de mieloma pueden crecer en un medio normal pero 

no pueden crecer en un medio de selección 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 selección comúnmente usado es 
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el que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) 

(31,37,38). 

Las células normales sintetizan nucleótidos de purinas y 

timilidato a partir de fosforribosil pirofosfato y urilidato 

respectivamente por varias vías, una de ellas involucra la 

transferencia de un grupo metil o formil del tetrahidrofolato (TTH) 

activado, la aminopterina bloquea la reactividad del TTH inhibiendo 

la síntesis de purinas y timilidato, puesto que estos son 

componentes necesarios de DNA, la aminopterina bloquea la síntesis 

de DNA por la vía de novo. Las células tratadas con aminopterina 

pueden usar un camino de salvamento en el que la purina es 

sintetizada por hipoxantina suministrada exogenamente usando la 

enzima Hipoxantina-Guanina Fosforribosil Transferasa (HGPRT) y el 

timilidato por timidina empleando la Timidina cinasa (TE), las 

células crecen normalmente en la presencia de aminopterina si el 

medio de cultivo es también suplementado con hipoxantina y timidina 

(Fig No.2). 
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Las lineas Celulares sin embargo, pueden hacerse defectuosas en 

HGPRT si son mutagenizadas y seleccionadas en tioguanina o 8-

azoguanidina que son análogos de los metabolitos normales que 

funcionan como sustratos para HGPRT pero dan purinas no 

funcionales. 

defectuosas 

De manera similar las células se pueden hacer 

en TK 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 vía de salvamento y podrían sin 

embargo morir en medio HAT. Si las células normales son fusionadas 

con células HGPRT-  y TE-, las células normales proveen estas enzimas 

necesarias para que los hibridomas puedan sintetizar DNA y crecer 

en medio HAT (33,35). 

Las líneas de mieloma son los mejores progenitores para 

fusión con células B puesto que las células similares tienden a 

fusionarse y originar hibridomas estables mas eficientemente que 

las células no semejantes (32,34). 

b)Fusión y Selección 

~ler y Milstein fusionaron una línea de mieloma de ratón 

deficiente en HGPRT con'células B normales de ratones inmunizados 

con un antígeno conocido usando el virus Sendai, que expresa una 

envoltura protéica (proteína de fusión) que fusiona conjuntamente 

las.  células.. Se han hecho algunas modificaciones a la técnica 

básica que incluyen el uso de líneas de mielomas que no producen 

inmunoglobulinas propias y el uso de polietilenglicol como agente 

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 

viven solamente dos semanas porque termina su ciclo de vida normal 

y sobreviven  únicamente los hibridomas deseados (36,37,30;39). 

En la fusión se pueden generar hibridomas según las siguientes 

posibilidades: 1) fusión de células de bazo-bazo; donde se forman 

células productores pero no inmortales, 2) fusión de células de 

mieloma-mieloma; que dan origen a células inmortales pero no 

productores, y 3) fusión de células de bazo-mieloma; dando origen 

a hibridomas productores e inmortales, en el medio de selección 

sobreviv en únicamente los hibridomas inmortales productores y no 

productores de anticuerpos (36). 

OIdentificación 

diferenciar los  hibridomas productores de los 

productores se analiza el sobrenadante de cultivo de los hibridomas 

pareudetectar el anticuerpo  producido por diferentes técnicas como 

ELISA y RIA. Una vez identificados los hibridomas productores del 

anticuerpo deseado son clonados en varios ciclos en célulal 

alimentadoraS (macrófagos) a una densidad de una célula por pozo en 

placas de cultivo de 96 pozos para asegurar que el anticuerpo final. 

sea monOclonal y que la célula secretora es estable, laá clonas 

productoras se identifican por el mismo método que para los 

hibridomas. Las donas de los pozos positivos son aisladas y. 

cultivadas en grandes volúmenes o en líquido de ascitis en ratones 
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para la producción en grandes cantidades (36,37,38). 

De esta manera se obtiene un reactivo que permanece constante 

por grandes períodos, aunque su especificidad y calidad deben ser 

checadas periódicamente, por lo que tiene las propiedades de un 

reactivo químico puro altamente definido (37). 

PROPIEDADES DE UN ANTICUERPO NONOCLONAL 

Un anticuerpo monoclonal reconoce un solo determinante 

antígenico, por lo que posee una especificidad única y una 

selectividad extremadamente alta para el epitopo. Son de clase, 

especificidad y afinidad definidas, de calidad consistente con una 

producción en grandes cantidades y utilidad a gran escala. Ofrecen 

un suministro ilimitado de anticuerpos con características 

constantes. Pueden ser fácilmente purificados por cromatografía 

bajo condiciones suaves. Son de alta pureza y con muy bajos fondos 

de unión. 	Entre otras propiedades están: pueden generarse 

anticuerposcontra epitopos discretos en el mismo antígeno, la 

producción de fragmentos es más fácil y más controlada, tienen 

rápida equilibración en su unión al antígeno, se pueden obtener 

anticuerpos monoespecíficos incluso de inmunógenos impuros, sin 

embargo, presentan algunas desventajas: la especificidad da 

susceptibilidad a variación polimárfica de antígenos 'y epitopos 

lábiles, usualmente no forman buenos complejos de precipitación con 
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la mayoría de antígenos. 	Se necesitan para obtener pequeñas 

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

En contraste el anticuerpo policlonal presenta otras 

características: son de especificidad, clase y afinidad variables, 

existe variación de grupo a grupo, se encuentran limitados por la 

disponibilidad de animales apropiados y se necesitan para obtener 

grandes cantidades de antígeno (34). 

Una vez caracterizados, los anticuerpos =nacionales pueden 

ser útiles para la búsqueda y ensayo de rutina de la presencia del 

antígeno. Se pueden usar en ensayos de muestras cualitativas, 

semicuantitativas o totalmente cuantitativos. La avidez por el 

antígeno puede ser explotada para purificar antígenos de mezclas 

complejas por afinidad o para remover contaminantes de otras 

moléculas (31,37). 

La significancia de los Acm es explotar sus propiedades 

positivas, como reemplazar para propósitos de diagnóstico el.suero 

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

especifidades no es capaz de distinguir epitopos individuales y con 

.precisión suficiente (31,32). 

Los Acm han tenido una entrada triunfal en los diagnósticos 

inmunológicos e inmunohistoquímicos, no solamente se han Usado para 

determinar la progresión del SIDA para determinar las proporciones 
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de células T supresoras y cooperadoras, también reemplazan al 

antisuero convencional en grupos sanguíneos y aerología de 

trasplantes. 	Han establecido un lugar en el diagnóstico de 

enfermedades linfoproliferativas y de tumores (39,40). Los tumores 

pueden ser ahora mas fácilmente distinguidos formalmente de otros 

lo cual tiene consecuencias para la terapia. Los sistemas de ELISA 

comercialmente disponibles para enzimas, marcadores de tumores, 

hormonas y antígenos de superficie celular se incrementan 

diariamente (31,32). 

Existe un gran número de diferentes usos terapéuticos de los 

anticuerpos monoclonales por ejemplo, un uso in vitro es el 

tratamiento de médula ósea antes de la infusión, para remover 

células T antes del injerto que previene la reacción de injerto 

contra huésped. En usos in vivo pueden ser la inmunización pasiva 

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

proteger contra virus y otros patógenos. En la terapia de cáncer 

tiene un uso limitado, en contraste, el uso en inmunosupresión y 

otras manipulaciones más ingeniosas del sistema.  inmune para el 

tratamiento de desórdenes autoinmunes o en el tratamiento d 

complicaciones de trasplantes de órganos y médula ósea se ha 

obserliado un considerable progreso (31,37). 

Los Acm no están libres de tener reacciones 

particularmente de clase IgM, esto sucede por el tamaño limitado 

del epitopo que es reconocido en el antígeno y el cual involucra 
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solo de 5 a 6 aminoácidos en una proteína, es posible que un 

anticuerpo dado reconozca también secuencias similares en otros 

antígenos. 	La más grande desventaja es que exponen más 

variabilidad fisicoquímica que en suero y esto afecta su 

comportamiento. Nunca se puede predecir como un buen anticuerpo 

permanece en solución, puede ser bien almacenado si tiende a 

agregarse. Su actividad biológica también es impredecible: los Acm 

dirigidos contra un mismo epitopo pueden unirse con diferentes 

afinidades, fijar complemento más o menos, ser más o menos tóxico, 

y ser más o menos útil para un marcaje o una técnica de ELISA 

(31,32). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la actualidad la metodología de diagnóstico para fiebre 

tifoidea más utilizada presenta algunas limitaciones; no es 

completamente concluyente, no permite un diagnóstico rápido en 

fases tempranas de la enfermedad. Teniendo como antecedente la 

presencia del antígeno capsular Vi en la mayoría de cepas de 

Salmonella typhi aisladas de la sangre de pacientes con fiebre 

tifoidea, sepropone la posibilidad de encontrar este antígeno de 

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

además la opción de detectar la bacteria en los mismos fluidos por 

medio de este antígeno de. superficie. Por tal motivo en este 

trabajo se pretenden obtener hibridomas productores de anticuerpos 

monoClonales anti-polisacárido Vi de Salmonella typhi para: su 

posible aplicación en diversas técnicas que permitan un diagnóstico 

rápido y definitivo de la infección. 



1.3 Isotipificar los anticuerpos monoclonales que se logren 

los anticuerpos monoclonales 

1. Desarrollar anticuerpos monoclonales contra polisacárido Vi 

de Salmonella typhi. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.1 Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales 

anti-polisacárido Vi de Salmonella typhi. 

1.2 Desarrollar clonas productoras de anticuerpos 

contra polisacárido Vi de Salmonella typhi y determinar 

reactividad con el antígeno. 

1.4 Producir 

cantidades. 

en grandes 
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0111/ITIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 



Utilizando polisacárido Vi de Salmonella typhi como antígeno 

se pretenden obtener por la técnica de fusión celular somática 

hibridomas murinos productores de anticuerpos monoclonales que se 

podrán usar en diferentes métodos para detectar.al antígeno. 
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LISTA DE MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS 

EQUIPO UTILIZADO: 

1) Baño Maria: marca Buchi, modelo B-465 

2) Congelador Reveo: marca Diana 

3) Espectrofotometro: marca Beckman, modelo D-640 

4) Potenciometro: marca corning, modelo 10 

5) Liofilizadora: marca Meto, modelo FD4 

6) Parrilla de agitación: marca Lindberg, modelo 52166 

7) Campanas de flujo laminar: marca VECO 

8) Microscópio invertido: Marca Bausch and Lamb 

9) Centrifuga: marca Sorval RT, modelo 6000D 

10) Incubadora de CO2: marca Lab-Line 

MATERIAL: 

1) Jeringas de 1, 3 y 5 ml. 

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

Placas de cultivo celular de 6, 12, 24, 48, y 96 pozos: marco 
Nunc, 

4) Pipetas Pasteur 

5) Pipetas volumétricas de 5 y 10 ml 

Equipo.de disección 

7) Placas de ELISA de 96 pozos: marca Nunc 
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REACTIVOS: 

1) Agar Infusión Cerebro-Corazón: marca Sioxon 

2) Caldo Infusión Cerebro-Corazón: marca Bioxon 

3) Adyuvante Incompleto de Freund: marca GIBCO 

4) Adyuvante Completo de Freund: marca CISCO 

5) Antígeno Vi: purificado de C. freundii 

6) Medio de cultivo RPMI: marca SIGMA 

Medio de cultivo D'MEM: marca SIGMA 

Glutamina 200mM: marca HyQ 

Piruvato de Sodio 100mM: marca SIGMA 

Beta- Mercaptoetanol 5x10-2  M: marca HyQ 

Suero fetal bovino: marca GIBCO BBL 

Penicilina 

Estreptomicina 

8-azoguanidina 

Solución de HA1K'S: marca SIGMA 

Conjugado suero anti-Igs de ratón- Peroxidasa: 

Ortofenilendiamina: marca SIGMA 

H%So• 2.5 N 

Tween 20: marca SIGMA 

Polietilenglicol 4000: marca GIBCO 

Hipoxantina: marca SIGMA 

Timidina: marca SIGMA 

Aminopterina: marca SIGMA 

Anticuerpos anti-cadena pesada de Igs 

2q 

marca SIGMA 

de ratón IgA, IgD, IgM, 



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

3) Linea celular murina de mieloma Ag8 

IgE, e IgG: marca SIGMA 

24) Gelatina Tipo A de piel de cerdo: marca SIGMA 

MATERIAL BIOLOGICO: 

1) Citrobacter freund11 



Cloruro de sodio (NaC1) 	  
Cloruro de Potasio (KC1) 	  
Fosfato dibásico de sodio (NaJWPO,) 	 
Fosfato monobásico de Potasio (KH,P0,) 

Ajustar a pH 7.2 y aforar a 1000 ml. 

8.0 g 
0.2 g 
1.44 g 
0.24 g 

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

Disolver 1 ml de Polyoxyethylene (20) sorbitol monolaurate (Tween-
20) en 1000 ml de PBS. 

AMORTIGUADOR DE CITRATOS: 

Disolver 29 g de Citrato de sodio y 4.1 g de Acido cítrico 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 (NH4C1) 	 
Bicarbonato de Potasio (KHCO,) 	  
Na2EDTA 	  

 

8.29 g 
1.00 g 
37.20 mg 

 

Ajustar el pH a 7.2-7.4 con HCl 1N y aforar con agua a 1000 ml. 
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PREPARACION DE SOLUCIONES UTILIZADAS 

SOLUCION SALINA ISOTONICA: Disolver 8.5 g de NaC1 en 1 1 de agua 
destilada. 

AMORTIGUADOR DE BICARBONATO-CARBONATO: Disolver 2.93g de 
bicarbonato de sodio (NaHCO,) y 1.59g de carbonato de sodio (Na,CO3) 
en 800 ml de agua desionizada, ajustar el pH a 9.6 y aforar a 1000 
ml 

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



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, 



MATERIALES Y MODOS 

Cultivo y Aislamiento Bacteriano: Se trabajó con una cepa 

caracterizada de Citrobacter freundii en el INDRE (Instituto 

Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiologica), que se 

cultivó en agar Infusión Cerebro Corazón (BHI) marca Bioxon, tanto 

en placas como en tubos. La cepa se congeló de la siguiente 

manera: de una colonia aislada de la bacteria se sembró en forma 

masiva una placa de agar y se incubó a 37°C por 24 hrs. Con un 

hisopo estéril se resuspendió el crecimiento bacteriano en caldo 

BHI con glicerol al 30% en esterilidad y se almacenó a -70°C. 

Inmunización: Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c 

de 1 mes de edad y con un peso de 14-16g, Se realizaron los 

siguientes esquemas de inmunización: 

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

bacteria se hizo una suspensión en solución salina isotónica (SSI) 

estéril y se sometió a calor por 60 min. a 60°C en baño Maria para 

matar la bacteria, después se ajustó la suspensión a una densidad 

óptica (D.0.) de 0.6 a 540 nm que representa 10' bacterias por ml. 

De esta suspensión se inocularon intraperitonealmente (ip) 0.2m1 a 

cada ratón que corresponden a 2x101  bacterias. 

b) Inmunización con C. freundii más Adyuvante Incompleto de 

Freund (AIF): se mezcló 1 ml de la misma suspensión bacteriana con 
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inocularon 0.2m1 a cada ratón. 

Los esquemas de inmunización se aplicaron cada 2 semanas a 5 

ratones por tres veces. 

1 ml de AIF y se inocularon 0.4 ml ip a cada ratón. 

c) Inmunización con antígeno Vi más Adyuvante completo de 

Freund (ACF): se utilizó el antígeno Vi a una concentración de 

104g/m1 en SSI y se mezcló 1 ml con 1 ml de ACF, de esta mezcla se 



ESQUINA DE IMMDMIZACIOM 

ANTIGENO DOSIS Y VIA DE  DIA No. DE RATONES 

ESQUEMA A 

C.freundli 2x10" bacterias en 0 
0.2ml de PBS,i.p. 

C. freundii 2x10' bacterias en 15 
0.2m1 de PBS,i.p. 

C. freundii 2x10" bacterias en 30 
0.251 de PBS,i.p. 

SANGRIA 

ESQUEMA B 

C., freundli 2x10' bacterias en O 5 
AIF,i.p. 

C. freundli 2x10' bacterias en 15 5 
AIF,i.p. 

C. freundil 2x10' bacterias.  en 30 5 
AIF,i.p. 

SANGRIA 

ESQUEMA C 

Antígeno Vi 10µg/m1, en ACF,Lp. 0 

Antigeno.Vi 10µg/m1Mn. ACV,i.p.. 15 

Antígeno Vi 10µg/m1 en ACF,i.p. 30 

SANGRIA 
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Cistaminación de Antígeno Vi: Se pesaron 97mg de polisacdrido 

Vi y se disolvieron en solución de NaC1 0.2N con agitación en 

cuarto frío por 24h. A esta solución se le agregaron 200mg de 

Cistamina y se ajusto el pH a 4.9 con HC1 0.1N agitdndose a 

temperatura ambiente. Se agregaron 100mg de carbodimida (EDAC) con 

agitación, ajustándose nuevamente el pH a 4.9 y manteniéndose así 

por 3h, Se dializó contra agua destilada y se liofilizó. 

Cultivo celular: Se utilizaron campanas de flujo laminar que 

proporcionan una atmósfera de esterilidad. Se trabajó con una 

línea celular de ■ieloma de ratón Ag8 que se cultivó en botellas de 

50 y 200 ml, utilizando medios de cultivo RPMI y USEN 

complementados con glutamina 2oomM, piruvato de sodio 100mM, 28-

merceptoetanol 5x1'"M, suero fetal bovino al 10% (marca CIRCO BRL) 

como antibiótiCos penicilina (100 µ1/51) y estreptOmicine 

(100µg/m1). Las células se ,incubaron a .37ºC con una atmósfera de 

CO, al' 5%. Para observar el desarrollo y estado de las células se 

utilizó un microscopio invertido.. 

Tratamiento con 8-eaoquanidina: La linea celular Ag8 se 

Cultivo con 8-azoluanidina en concentraciones de 20 a 100 mg/ml, 

durante un mes. 
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Clonación celular: Se clonaron las células de mieloma Ag8 por 

el método de dilución limitante. Las células se diluyeron con 

solución de HANKS hasta tener 0.3 células por pozo y se cultivaron 

en placas de microcultivo de 96 pozos de fondo plano, se observó el 

crecimiento celular a los 7 días y aquellos pozos donde hubo 

sOlamente una clona se pasaron a placas de 24 pozos y 

posteriormente a botellas para expander cada clona obtenida. 

Obtención de Nacrófagos ó Células Alimentadoras: Se sacrificó 

un ratón de 3 meses de edad por dislocación cervical y se bailó en 

alcohol al 70%. Con un equipo de disección se retiró la piel y se 

descubrió el peritoneo, se sujetó el ratón con agujas sobre 'un 

tabla de disección y se le inyectaron con cuidado 5 ml de HANKS 

frío, se agitó con fuerza durante 5 minutos y después se retiró el 

líquido del peritoneo con la misma aguja cuidando de no picar 

órganos o tejidos para no llevarse eritrocitos. Posteriormente se 

colocó el líquido en un tubo estéril de 10m1 y se centrifugó a 1200 

r.p.m. durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y el botón 

celular se resuspendió en medio fresco. 

Ensayo Inaunoenziadtico en fase sólida (ELISA): 

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

la placa se sensibilizó con 100 sl de antígeno Vi-C (Vi- 
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cistaminado) en una concentración de 10µg/m1 en amortiguador de 

carbonatos pH 9.5 incubándose 1 hr. a 3790 y toda la noche a 49C. 

Posteriormente se lavó 2 veces y se bloqueó con PBS-Gelatina al 3% 

durante 2 hrs. a 3790. Enseguida se lavó 2 veces y se adicionó por 

duplicado el suero de ratón en PBS-Gelatina al 2% en varias 

diluciones, se colocaron 100 pl por pozo y se incubó por 2 hrs. a 

379C. Después se hicieron 4 lavados y se agregó el conjugado anti-

Ig polivalente de ratón-peroxidasa diluido en PBS-Gel al 2% 

depositando 100µ1 por pozo y .se incubó 1 1/2 hr. a 379C. 

Posteriormente se lavé 4 veces y se adicionó el substrato de la 

enzima (H,0,) y el cromógeno indicador de la reacción orto- 

fenilendiamina (OPD) en amortiguador de citratos pH 5.6. 	La 

reacción se protegió de la luz y se detuvo a los 10 min. con H,S0, 

2.5 N. La intensidad de color producido se leyó a 492 nm. Los 

lavados se hicieron con PBS-Tween al 0.1%. 

Se utilizó como control negativo un suero de ratón preinmune. 

Fusión Celular: Se trabajó con los ratones inmunizados según 

los esquemas descritos y reforzados tres días antes de la fusión. 

Se sangraron a blanco y se sacrificaron por dislocación cervical. 

Con ayuda de un equipo de disección se retiró la piel y se extrajo 

el bazo, se colocó en una caja petri sobre un pedazo de organza 

estéril y 10 ml de medio RPMI sin suero fetal, el bazo se maceró 

con una aguja y émbolo en medio de la organza, con una pipeta 

Pesteur se colectó el medio y las células de bazo presentes ahí, se 
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colocó en un tubo y se centrifugó a 1200 r.p.m. por 5 min., se 

decantó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió 

suavemente en 5 ml de cloruro de amonio y se incubó 1 min. después 

se centrifugó a 1200 r.p.m. durante 5 min., se decantó el 

sobrenadante y el botón se resuspendió suavemente en medio fresco, 

se realizaron dos lavados con medio para eliminar residuos de 

cloruro de amonio y células muertas, se resuspendió el botón en un 

volumen final de 10 ml de medio sin suero y se contaron las células 

vivas o células de bazo, por otro lado las células de mieloma AgE3 

se concentraron en un sólo paquete celular que se lavó dos veces 

con medio sin suero y se resuspendió en un volumen final de 10 ml 

para contarsedespués. Las células Ag8 (14.2x106) se mezclaron con 

las células de bazo (35.5x10º) en relación 2:5, la mezcla se 

centrifugó a 800 r.p.m. por 5 min. y se decantó el sobrenadante, el 

botón celular se resuspendió con golpes suaves en el fondo del tubo 

y lentamente se adicionaron 0.8 ml de poietilenglicol manteniendo 

el tubo durante 1 minuto entre, las manos. Posteriormente se 

adicionó 1 ml de medio sin suero gota a gota, y después 20 ml de 

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

min., el sobrenadante se retiró con una pipeta estéril y el botón 

de células se resuspendió suavemente en 50 ml de medio con suero 

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

se colocaron 100u1 de la suspensión anterior por pozo (100 000 

células) y se incubaron a 37'C y 5% de CO,. Al día siguiente de la 

fusión se adicionaron 100µ1 de medio selectivo HAT a cada pozo de 

las placas de microcultivo y se realizaron cambios de medio fresco 
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por día, se evaluó el desarrollo de las células diariamente. A los 

12 días de la fusión se adicionó medio selectivo In reemplazando al 

medio NAT, manteniéndose el cultivo durante 8 días más, y 

realizando cambios de medio fresco diariamente. Después de la 

selección en los medios NAT y NT se evaluó el estado y desarrollo 

de los hibridomas' sobrevivientesy se cultivaron en medio RPMI al 

20% de suero fetal bovino. 

donación de Mibridomes: Los hibridomas obtenidos se clonaron 

usando la misma metodología que para la línea Ag8. 

Identificación de Mibridomms y Clonas Productoras: De los 

hibridomas que lograron sobrevivir en los medios selectivos NAT y 

NT, se analizó el sobrenadante de cultivo de cada uno de ellos 

utilizando la misma metodología que para suero, sin embargo; el 

primer anticuerpo del sobrenadante de cultivo se agregó sin 

diluciones y se incubó lbr. a 37°C y toda la noche a 4°C. Como 

control negativo se utilizó sobrenadante de cultivo de la línea de 

mieloma Age. De la misma manera se identificaron les clonas 

productoras obtenidas de las Clonaciones realizadas. 

Producción 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, además se obtuvo líquido 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 días 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 días se obtuvo el liquido de 

ascitis por punción en el peritoneo del ratón. Se centrifugó a 

2000 r.p.m. por 5 minutos para separar las células presentes, 

después se centrifugó a 5000 r.p.m. durante media hora y 4°C para 

eliminar la grasa que lleva el ascitis, el sobrenadante obtenido se 

almacenó a -20°C. 

Determinación del isotipo de los Anticuerpos monoclonales: Se 

determinó el isotipo de los anticuerpos monoclonales obtenidos, 

pediante la técnica de ELISA de doble anticuerpo, realizándose de 

la siguiente manera: se sensibilizó una placa de ELISA marca Nunc 

con anticuerpos monoclonales de cabra anti-isotipos de ratón IgA, 

IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgM diluidos 1:1000 en PBS incubándose 

lh/37°C Se lavó 2 veces y se bloqueó con PBS-Gelatina al 2% por 

2h a 37°C. 	Posteriormente se lavé 2 veces y se adicionó el 

sobrenadante de cultivo de cada clona a probar, incubándose durante 

2h a temperatura ambiente. Se lavó 4 veces y se agregó conjugado 

anti-Ig polivalente de ratón-peroxidasa diluido en PBS incubándose 

lh a 37°C. Se lavó después 4 veces y se reveló con H2O, y OPD. La 

reacción se detuvo a los 10 minutos por adición de H,S0, 2.5N. La 
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intensidad del color producido se leyó a 492 nm. Como control 

negativo se utilizó sobrenadante de cultivo de la linea celular 

Ag8. Los lavados se hicieron con PBS-Tween al 0.1%. 



3 U L. T A D O 3 

- Análisis de los sueros inmunes: se analizó el titulo de 

anticuerpos anti-Polisacárido Vi mediante un ensayo de ELISA donde 

la densidad óptica leida a 490 nm corresponde a la cantidad de 

anticuerpos presentes en el suero. 	De los tres esquemas de 

inmunización utilizados se obtuvo un titulo de anticuerpos en todos 

ellos; a una dilución del suero 1:20 la lectura mayor fue de 1.3 

correspondiente a la inmunización con C. freundii mas adyuvante 

incompleto de Freund como se observa en la gráfica número 1. 

ltulación 	mulpreis d• ratón anta-VI 
Técnica da ELISA 

C.O. a 490n m 

1.4 

1.2 

1 

0.8 

0.0 

0.4 

0.2 

Diluoion•s d• Su•ro 
Gráfica No.1 
Reconocimiento del Ag Vi por sueros de ratones inmunizados 
Se utilizó Ag Vl-C a 10 ug/ml 
Ao revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratón-Peroxidasa 
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El ratón del que se obtuvieron las células de bazo utilizadas en 

la fusión exitosa mostró un elevado título de anticuerpos que 

reconocen al antígeno Vi, a una dilución de 1:100 se obtuvo una 

lectura de 1.3 mayor que el control positivo, esto se observa en la 

gráfica número 2. 

TITULACION DE SUERO DE RATON ANTI-VI 
Técnica do ELISA 

D.O. a 490nm 

Diluciones de suero 

Gráfica No.2 
Reconocimiento del antígeno Vi por el suero de un ratón inmunizado 
Se utilizó Ag Vi-C a 10 ug/ml 
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratón-Peroxidasa 
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-Generación de Hibridomas: Se realizaron varias fusiones bajo 

todos los esquemas de inmunización utilizados teniendo exito la 

fusión de células de bazo de un ratón inmunizado con C. freundii en 

relación 2:5 con células de mieloma Ag8. La posibilidad de que una 

fusión sea exitosa es muy azarosa y no se pueden fijar condiciones 

estándar para lograrlo. Los hibridomas generados se seleccionaron 

en medio HAT y HT, observándose desarrollo de pequeñas clonas 

algunos de los pozos y células muertas en el resto de ellos. 

cinco placas de cultivo utilizadas en la fusión se encontró 

mayor desarrollo de hibridomas productores en las placas cubiertas 

con necrófagos, la eficiencia fue mayor en presencia de macrófagos; 

los hibridomas en estas condiciones de cultivo se observaron mas 

estables en su crecimiento y producción de anticuerpos, esto 

refleja la importancia de contar con la presencia de células 

alimentadoras que liberan diversos factores de crecimiento como 

interleucinas que favorecen el desarrollo de las células. 
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-Identificación de hibridomas productores: El rastreo de los 

hibridomas productores de anticuerpos anti-Vi se realizó analizando 

su sobrenadante de cultivo mediante un ensayo indirecto de ELISA 

donde el anticuerpo revelador fue un antisuero polivalente para Igs 

de ratón conjugado a peroxidasa, el titulo de los anticuerpos 

producidos en cada uno de los pozos de las placas de fusión 

identificados se muestra en la gráfica número 3. Los títulos más 

altos se obtuvieron en las placas con macrófagos; los hibridomas 

con mayor producción fueron B7 y F6 para la placa Mac 1 y B5 y C7 

para la placa Mac 2. Como control negativo se utilizó sobrenadante 

de cultivo de la línea de mieloma Ag8. 

Hibridomas productores de Anticuerpos anta-Vi 
Técnica de ELISA 

D.O. e 490nm 

40 c>q, 474 40 C, 43  CP Po4  

Clonas productoras 
Gráfica No.3 	 Place de fusión 
Hibridomas productores de Acs anta-vi 	II M.o gibe 2 ERPMI PAPI  
Se utilizó Ag Vi -C a 10 ug/ml 
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de 
ratón-Peroxidasa 
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-Identificación de clonas productoras: Para obtener 

anticuerpos monoclonales anti-Vi se clonaron los hibridomas mas 

estables en crecimiento y producción de anticuerpos por la técnica 

de dilución limitante, los hibridomas clonados fueron de la placa 

Mac 1 el F6, de la placa Mac 2 el B5, B10 y C4. Las clonas 

productoras se buscaron por análisis de su sobrenadante utilizando 

el sistema de ELISA descrito. De una primera clonación se 

obtuvieron 6 alones C6/F6, G9/F6, E3/F6, B5/B10, D6/1310 y C4/F4 

productoras, los títulos de anticuerpos producidos se muestran en 

la gráfica número 4. La clona mas productora fue la D6/B10 con una 

densidad óptica de 1.1, el control negativo fue sobrenadante de 

CLONAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS ANTI-VI 
Primera Cloneslán 

Téenlaa de ELISA 

D.O. a 490nm 

E3 G9 BIO DO 

Clones productores 

Hlb Fe HIb B5 0 HIb B10 S Hib C4 MI Ag 8 

Gráfica No.4 
Clones productoras de Acs monoclonales anti-Vi 
Se utilizó Ag Vi-C a 10 ug/ml 
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratón-Peroxidasa 
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D.O. a 490nm 

donas productoras 

Gráfica No.5 
Clonas productoras de Ace monoclonales anti-Vi 
Se utilizó Ag Vi-C a 10 ugtml 
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de 
ratón-Peroxidasa 

4B 

Se realizó una segunda clonación a partir de la clona D6/010 

obteniéndose 7 clonas productoras de anticuerpos anti-Vi, los 

títulos de anticuerpos producidos se observan en la gráfica número 

5, las clonas con mayor producción fueron HI2, y E9 con densidades 

ópticas de 1.2 y 0.9 respectivamente. 

CLONAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPO ANTI-VI 
Segunda Clonación 

»orlad de ELISA 



az 41130 m 

J:JúL21;1;  
B2 	c 12 G12 E6 Q7 FI 1 2 

I 	ifts producecariu 

4.8  

O. 

0.4  

0.2  

1 .4 

1.2  

-Determinación del isotipo de los Anticuerpos Monoclonales: 

Para identificar el isotipo de cada uno de los anticuerpos 

monoclonales obtenidos se utilizó un sistema ELISA de doble 

anticuerpo donde el anticuerpo de captura es anta-cadenas pesadas 

de Igs de ratón (anti-IgA, IgM, IgGl, IgG2a, IgG2b e IgG3) que 

reconoce la fracción Fc del anticuerpo producido por las células y 

el anticuerpo revelador es un suero anti-Igs de ratón conjugado a 

peroxidasa. De cinco clonas analizadas se identificaron 4 clonas 

productoras de anticuerpos monoclonales de clase IgM, la clona B2, 

C12, E9, G7 y H12, y una clona que muestra producción de 

anticuerpos IgM e IgGl, este resultado muestra que aun existe 

mezcla de donas en ella, los títulos de los anticuerpos producidos 

por las clonas se muestran en la gráfica número 6. 

Determinación del laotipo de Acs Monocionalea anta-Vi 
Técnica da ELISA (Doble anticuerpo) 

Gráfica no.6 
Determinación del isotipo de los Acs monoclonales 
El Ac de captura reconoce la cadena pesada de Ig de ratón 
Ac revelador: Conjugado suero anti-Igs de ratón_Peroxidasa 
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Dado que en la clona C12 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 E9 en ratones. 

CLONACION DE NIBRIDOMAS ANTINI 

 

81/MACI] 	87MMI1 	.1F6/MACTI_ 
0.933 	1.080 	 0.96 

  

  

[C12 /MACH 
0.768  

  

   

   

Primera clonación C 0 76/F6 09/F6 	E3/F6 
0.84 	0.5 

 

Figura No.3 
Clonas productoras de Acm anti-Vi 
obtenidas por técnica de dilución 
llmitante 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

En el diagnóstico actual para fiebre tifoidea, el ensayo 

serológico más practicado es la prueba de Widal que determina 

infección causada por miembros del genero SalmoneIla, especialmente 

en zonas no endemicas y representa una herramienta muy útil en 

países subdesarrollados donde la metodología de diagnóstico no 

puede ser costosa; sin embargo, tiene la limitante de no ser 

específica para Salmonella typhi debido a que detecta anticuerpos 

circulantes contra la bacteria en individuos sanos especialmente en 

áreas endémicas, los anticuerpos anti-o no son exclusivamente para 

Salmonella typhi, otras salmonellas del serogrupo D comparten el 

antígeno usado en la prueba, los anti-H muestran reacciones 

cruzadas y los anti-Vi se detectan hasta 3 6 4 semanas después 

(22). 

Se desarrollaron algunas metodologlas para la detección de los 

antígenos somático (0), flagelar (H) y capsular (Vi) de Ulmonella 

typhi, la determinación del antígeno O tiene la limitación de que 

la infección causada por S. typhi no puede ser distinguida de otras 

infecciones causadas por diferentes miembros de la familia 

Salmonellae. 	La manera confirmativa de identificar Salmonella 

typhi es demostrar la presencia de antígeno Vi y del antígeno 

flagelar (d-H) (22). 

El uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra antígenos 
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específicos de Salmoneila typhi como Vi pueden incrementar la 

sensibilidad en los ensayos para detectar al antígeno en fases 

tempranas de la enfermedad (29). 

Por tal motivo, en el presente trabajo se desarrollaron 

hibridomas productores de anticuerpos monoclonales dirigidos contra 

el polisacárido Vi de Salmonella typhi. 	Para generar estos 

hibridomas se fusionaron células B productoras de anticuerpos con 

células de mieloma Ag8. 

El rendimiento de la fusión fue más grande cuando se contó con 

la presencia de macrófagos de peritoneo como células alimentadoras, 

que en aquellas placas de la fusión en las que, no se colocaron 

macrófagos, debido a que crean un microambiente'de cultivo rico en 

factores de crecimiento como interleucinas, además de que eliminan 

desechos y restos celulares generados durante la selección, 

ayudando al crecimiento y estabilización de los hibridomas 

producidos. 

Los hibridomas obtenidos mostraron diferencias en cuanto a 

producción de anticuerpos y cinética de crecimiento, algunos 

producían elevada cantidad de anticuerpos pero un crecimiento 

lento, otros presentaron baja producción de anticuerpos y un 

desarrollo rápido, y el resto de hibridomas mostraron alta 

producción de anticuerpos y un crecimiento rápido. Estas dos 

características 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 llegando 

incluso a no producir en absoluto, por otro lado aquellos 

hibridomas que mostraron un desarrollo lento con el tiempo dejaron 

de crecer y algunos se perdieron por completo. Para obtener clonas 

productoras se trabajó con los hibridomas más estables, aquellos 

que mostraron: 1) una cinética de crecimiento rápida y 2) una 

elevada producción de anticuerpos, ambas características de manera 

constante. 

Pensando en que un posible sistema de detección del antígeno 

Vi sea un ensayo de ELISA, este método se utilizó para el rastreo 

de los hibridomas y de las clonas productoras de anticuerpos 

capaces de reconocer al polisacárido Vi. 'Dado que el antígeno Vi 

es qUimicamente un carbohidrato que se sabe -induce una respuesta 

inmune de tipo primaria principalmente con la activación de células 

B productoras de IgM; aunque en algunos reportes se han generado 

anticuerpos anti-V1 de tipo IgG, se esperaba que la mayoría de 

hibridomas fueran productores de IgM, por esto, en el sondeo de los 

hibridomas y clonas productoras se utilizo en el ensayo de ELISA 

como anticuerpo revelador un conjugado de suero anti-Igs de ratón 

y peroxidala, posteriormente al identificar por una técnica de 

ELISA de doble anticuerpo o sandwich el isotipo de cadena pesada de 

los anticuerpos monoclonales generados, resultó que como se 

esperaba la mayoría de ellos fueron de clase IgM, aunque se 

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

productores de anticuerpos anta-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 antígeno Vi, siendo la mayoría de ellos de clase IgG 

(29). 	Aunque la mayoría de los anticuerpos producidos se 

utilizaron en ensayos de aglutinación, 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 intraperitonealmente con las 

células productoras de los anticuerpos para inducirles un tumor del 

hibridoma que se esta inoculando, y puesto que el animal representa 

un excelente medio de cultivo para el crecimiento de los hibridomas 

productores la proliferación de estas células es muy rápida y alta 

permitiendo a la vez tener una elevada producción de los 

anticuerpos en un pequeño volumen de líquido de ascitis. No todos 

los ratones respondieron favorablemente a la formación de tumores 

productores de anticuerpos, algunos no desarrollaron nunca los 

tumores inducidos, la capacidad de respuesta es particular de cada 

animal, así algunos ratones formaron tumores productores 

rápidamente mientras que otros tardaron más tiempo o la cantidad de 

anticuerpos producidos fue menor. La respuesta de los animales a 
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desarrollar tumores también fue distinta para cada hibridoma, la 

clona C12 tardo mas tiempo en generar líquido de ascitis que la 

clona E9, además de que el liquido de ascitis obtenido de la clona 

E9 se observó más claro y libre de células que el liquido de 

ascitis producido por la clona C12, que se observó más turbio y con 

mas cantidad de células de arrastre. 

Puesto que los anticuerpos monoclonales constituyen un 

reactivo de características definidas y constantes como son la 

especificidad, homogeneidad y afinidad además de poderse obtener de 

manera ilimitada se han utilizado como herramientas muy valiosas 

para distintos propósitos, en este caso para desarrollar un sistema 

de detección que permita establecer un diagnóstico temprano de 

fiebre tifoidea o para identificar acarreadores asintomáticos de 

Salionella typhi. 

Con la disponibilidad actual de sistemas que aumentan en gran 

medida la sensibilidad y rapidez de los ensayos como el sistema 

avidina-biotina, antisueros conjugados a enzimas (peroxidasa), 

fluorocromos (isotiocianato de fluoresceína) 	isótopos 

radioactivos como I15, se puede pensar en un ensayo que, aunado al 

uso del o de los anticuerpos monoclonales obtenidos, permitará 

posiblemente detectar el antígeno Vi en forma soluble en fluidos-

biológicos como orina y suero, o en forma constitutiva 

bacteria como en las heces, de manera confiable y rápida. 
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- Se obtuvieron siete clonas productoras de 'anticuerpos que 

reconocen el Polisacárido Vi de Salmonella typhi. 

- Se identificaron cuatro clonas productoras de anticuerpos 

monoclonales de tipo IgM; 

•-• Finalmente, se puede diseñar un sistema para probablemente 

detectar el antígeno Vi, utilizandolos anticuerpos monoclonelee 

obtenidos en este trabajo y que permita un diagnóstico de fiebre 

tifoidea. 

CONCLUSIONES 



57 

PERSPECTIVAS 

Una vez desarrollado el sistema de detección mas conveniente 

se deberá probar con un número adecuado de muestras de enfermos de 

Fiebre Tifoidea para evaluar su eficacia, reproducibilidad, 

sensibilidad y rapidez, así como probarse con muestras de posibles 

enfermos y de personas sanas para detectar acarreadores 

asintomaticos, de esta manera se podrá estandarizar el sistema para 

su posterior aplicación, además de su comparación con sistemas ya 

reportados, 
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