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RESUMEN 

 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un patógeno intestinal, causa 

diarrea persistente y diarrea con sangre; principalmente en niños de países en desarrollo. 

La adherencia y la producción de toxinas se consideran entre los más importantes 

mecanismos de patogenicidad de la bacteria. La proteína involucrada en la colonización 

intestinal Pic, es una toxina producida por EAEC y Shigella flexneri 2ª. Esta molécula  

pesa alrededor de 110 kDa y posee actividad de mucinasa, resistencia al suero, actividad 

de hemaglutinina, participa en la ruptura de hemoglobina y en menor grado rompe 

fodrina. Esta proteína pertenece a la familia de proteínas autotransportadoras de serina 

proteasa de Enterobacteriaceae (SPATE) que se han relacionado con virulencia 

bacteriana. 

En este trabajo se describe la producción de anticuerpos monoclonales (AcMo) 

contra la proteína Pic de EAEC y su reactividad contra otras proteínas 

autotransportadoras. La proteína Pic se purificó a partir del sobrenadante del cultivo de 

la clona p56 por medio de precipitación con sales y cromatografía de intercambio 

iónico. Con la proteína Pic se inmunizaron ratones Balb/c para obtener títulos altos de 

anticuerpos, los cuales fueron determinados por ELISA. Para la obtención de 

hibridomas productoras de AcMo anti-Pic, células esplénicas de ratones hiperinmunes 

se fusionaron con células de mieloma X63Ag8.653 (Ag8), utilizando polietilenglicol. 

Los híbridos resultantes de la fusión fueron seleccionados metabólicamente con medio 

HAT. Células productoras de anticuerpos anti-Pic fueron detectados probando el 

sobrenadante del cultivo de los hibridomas por ELISA. Las células positivas se clonaron 

y subclonaron por dilución limitante. Mediante inmunoelectrotransferencia (IET) se 

determinó que las clonas reconocían la proteína Pic de 110 kDa. Los AcMo generados 

mostraron ser de la clase IgG. Se selecciónó una clona (52F7) y se indujo líquido de 

ascitis en ratón, del cual se purificó el AcMo por cromatografía de afinidad en Protein 

A-Sepharose. Al determinar la reactividad de este AcMo con otras proteínas 

autotransportadoras se encontró que presenta reacciones cruzadas con las proteínas Pet, 

Sat, EspC y con una proteína de alto peso molecular de la cepa EAEC 2403. Estos 

resultados indican que este anticuerpo reconoce un epitope que es compartido o similar 

dentro de esas proteínas autotransportadoras. Estos anticuerpos pueden ser de utilidad en la 

detección de proteínas autotransportadoras presentes en diferentes grupos patógenos de E. 

coli.  
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1.  INTRODUCCIÓN 

 

1.1      Escherichia coli 

  

E. coli es un bacilo corto Gram negativo, no esporulado generalmente con flagelos 

perítricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una cápsula y algunas cepas producen 

colonias mucoides. Es un anaerobio facultativo, crece en medios de cultivo simples y 

sintéticos en presencia de glicerol o glucosa, como única fuente de carbono y energía. 

Fermenta la glucosa y produce ácido y gas. El cultivo en medio líquido de cepas lisas 

producen una turbiedad uniforme, mientras que las cepas rugosas presentan un 

sobrenadante claro, con un depósito granular de crecimiento. Sobre medios sólidos, las 

colonias son circulares y lisas, con borde bien definido. En medio conteniendo 

eritrocitos lavados, se observa alfa o beta hemólisis, relacionados con la producción de 

hemolisinas. Este microorganismo es un predominante de la microbiota del colon 

humano, ya que coloniza el tracto digestivo dentro de las primeras horas de vida y 

establece una asociación benéfica con su hospedero (1). 

 

1.2       Mecanismos de patogenicidad y clasificación. 

E. coli es inocuo cuando esta confinado al lumen intestinal; su hábitat natural, 

sin embargo, cuando el huésped se encuentra en estados de debilidad o 

inmunosupresión, o cuando la bacteria sale del tracto gastrointestinal y coloniza otros 

órganos, pueden causar enfermedad. A semejanza de muchos patógenos de mucosas, E. 

coli causante de enfermedad en el intestino, sigue una secuencia de infección, y sus 

mecanismos básicos de patogenicidad son de tres tipos: 1) Adherencia, esta permite que 

la bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el epitelio de ciertas áreas del intestino; 

2) Producción de proteínas bacterianas (toxinas); estas son liberadas una vez que la 

bacteria ha colonizado el intestino. Dependiendo de las características de éstas; su 

efecto puede ser la estimulación de secreción de agua y electrolitos (enterotoxinas) o la 

destrucción celular (citotoxinas), entre otros; 3) Invasión, éste mecanismo permite la 

reproducción bacteriana dentro del citoplasma de las células epiteliales del intestino, 

con esta propiedad la bacteria evade los mecanismos de protección del hospedero. La 

participación de cada uno de estos eventos celulares conduce al daño de órganos y/o 

tejidos del hospedero (2). 
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Considerando su distribución, epidemiología, los factores de virulencia y los 

síndromes clínicos que ocasionan, han permitido clasificar a E. coli en los grupos: 

Enterotoxigénico (ETEC), enteropatógeno (EPEC), enterohemorrágico (EHEC), 

enteroinvasor (EIEC) y enteroagregativo (EAEC) (3-4). 

 

1.2.1            E.coli Enterotoxigénica (ETEC) 

 

Las cepas ETEC elaboran al menos uno de los dos grupos de enterotoxinas: 

toxina termolábil (LT) y toxina termoestable (ST). Las cepas ETEC son causa frecuente 

de diarrea severa en lactantes en países en vías de desarrollo, así como la causa más 

común de diarrea en individuos de países industrializados que viajan a zonas menos 

desarrolladas del mundo; síndrome conocido como diarrea del viajero. (5). 

 

1.2.2             E.coli Enteropatógena (EPEC) 

 

Estudios con microscopía electrónica revelan que las cepas EPEC se adhieren a la 

membrana del enterocito de manera íntima, observándose destrucción importante de las 

vellosidades intestinales, causando un esfacelamiento del epitelio intestinal (6). 

 

Diversos estudios muestra que existen cuando menos tres tipos de adherencia de   

E. coli, observados en células en cultivo HEp-2: 1) Localizada, caracterizada por la 

formación de microcolonias en la superficie celular (7); 2) Difusa, cuando las bacterias se 

adherían a toda la superficie celular y 3) Agregativa, cuando las bacterias formaban 

acúmulos, con una apariencia de ladrillos apilados tanto en la superficie celular, como en 

el vidrio de la preparación (8,9). 

 

Diferentes estudios señalan que las cepas de E. coli, con adherencia de tipo 

localizado, se aíslan significativamente con mayor frecuencia de niños con diarrea 

secretora aguda (10-12). 
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1.2.3             E.coli Enterohemorrágica (EHEC) 

           

            EHEC incluye cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas 

características clínicas, epidemiológicas y patogénicas del serotipo 0157:H7; 

considerado como prototipo de este grupo (14). EHEC se asocia con la etiopatogenia de 

la colitis hemorrágica y el síndrome urémico hemolítico. Las cepas responsables de 

estos cuadros tienen la capacidad para elaborar una o más citotoxinas semejante a la de 

Shiga (SLT), por la característica que tiene una de las variedades de cruzar 

antigénicamente con la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 y, el término de verotoxina 

(VT), por su efecto citotóxico sobre monocapas de células Vero.  

 

1.2.4                 E.coli Enteroinvasiva (EIEC) 

 

Las cepas EIEC tienen características bioquímicas, genéticas y patogénicas 

relacionadas con las del genero Shigella, agente etiológico de la disentería bacilar. A 

semejanza del genero Shigella, las cepas EIEC son generalmente lisina descarboxilasa 

negativas, no móviles y no fermentadores de lactosa (14). 

 

Para que estas bacterias invadan y se multipliquen en el interior de las células, se 

requiere que posean un lipopolisacárido liso, ya que las cepas rugosas son incapaces de 

producir queratoconjuntivitis en la cornea de cobayo (Prueba de Sereny) (15). 

 

Las características clínicas de la enfermedad se manifiestan por fiebre, severo 

dolor abdominal, diarrea acuosa, que sugiere la producción de algún tipo de 

enterotoxina, seguido de diarrea tipo disentería con sangre y moco.  
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1.2.5              E.coli Enteroagregativa (EAEC) 

 

Las cepas EAEC derivan su nombre por la forma de adherencia que presenta en 

células HEp-2 en cultivo (16-17). Esta adherencia se caracteriza  por la formación de 

agregados bacterianos, con una apariencia de ladrillos apilados (“stacked brick”), que se 

observa tanto sobre las células como en la superficie del vidrio de la preparación   

(Figura 1). La adherencia agregativa está relacionada con la presencia de un plásmido 

de 65 MDa (17). 

 

 
 

Figura 1. Patrón de adherencia agregativa a células en cultivo HEp-2. Las bacterias se 

adhieren tanto a la superficie del citoplasma de la célula como al vidrio de la preparación 

formando empalizadas (100x). 

 

El grupo EAEC ha adquirido relevancia en los últimos años por considerársele 

responsable de cuadros de diarrea persistente (duración de 14 días o más), diarrea aguda 

(duración de hasta 13 días) y diarrea con sangre, en niños de diversas regiones 

geográficas, principalmente de países en vías de desarrollo (17-22). Diversos estudios 

epidemiológicos han demostrado que existe asociación entre el aislamiento de EAEC y 

la presencia de diarrea, comparado con lo observado en individuos sanos (p<0.05) (23). 
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Las características clínicas de la infección intestinal por EAEC muestran una 

diarrea acuosa con moco, fiebre en bajo grado y en ocasiones vomito. La presencia de 

sangre en heces se ha reportado en un poco mas de la tercera parte de pacientes con 

diarrea asociada a EAEC (19). Voluntarios infectados con la cepa EAEC 042 (044:H18) 

presentaron diarrea escasa, con moco, sin sangre ni leucocitos fecales ocultos; en este 

estudio se observo que todos los voluntarios permanecieron sin fiebre y que el periodo 

de incubación de la bacteria era de 8-18 horas (24). 

 

Para explicar el mecanismo por el cual EAEC causa diarrea, se ha recurrido a la 

observación de pacientes infectados, se han realizado estudios con voluntarios, se han 

utilizado modelos con animales y se han realizado ensayos in vitro. Con los resultados 

obtenidos, se ha propuesto un modelo hipotético que comprende tres estados. El I, 

involucra la adherencia inicial de la bacteria a la mucosa intestinal y/o a la capa de 

moco, a través de estructuras fimbriadas, fimbrias de adherencia agregativa I (AFF/I), II 

(AFF/II) y III (AFF/III). En la etapa II, se plantea la participación de un proceso que 

incrementa la producción de moco, el depósito de una capa gruesa de moco en la que 

está incrustada la bacteria, formando una biopelícula. El estado III, propone la 

elaboración de toxinas y/o la inflamación (sugerido por las evidencias histológicas y 

moleculares), lo cual conduce al daño de la mucosa intestinal (1, 23). 

 

 

 

1.3            SPATE (Serine Protease Autotransporter of Enterobacteriaceae) 

 

Las especies de E. coli y Shigella son responsables de una variedad de 

enfermedades, extendiéndose de infecciones del tracto urinario a diarrea persistente. Un 

mecanismo de patogenicidad que comparten estos microorganismos es la secreción de 

proteínas de alto peso molecular con propiedades toxicas, las cuales le confieren a estas 

bacterias su carácter de virulencia. Estos factores están incluidos dentro de una 

subfamilia nombrada SPATE (serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae), 

las cuales a su vez pertenecen a las proteínas autransportadoras de tipo V. Estas 

proteínas tienen como característica común un dominio funcional de serina proteasa y se 

han relacionado con las proteasas para inmunoglobulina A de bacterias de las especies 

Neisseria y Haemophilus (25). Las proteínas autotransportadoras poseen una estructura 
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unificada compuesta por la secuencia líder amino-terminal, la proteína madura secretada 

(dominio pasajero), que posee los dominios funcionales, incluyendo el dominio de 

serina proteasa (G256DSGSGV) y un dominio carboxilo terminal (beta) que forma un 

poro barril-β para permitir la secreción de la proteína pasajera (Figuras 2 y 3). Estas 

proteínas incluyen a la proteína involucrada en la colonización intestinal Pic (protein 

involved in intestinal colonization) de EAEC y Shigella flexneri (26), EspC de EPEC, 

EspP de EHEC, Pet (Plasmid-encoded toxin) de EAEC, Sat de E. coli uropatogénica 

(UPEC), Tsh de E. coli patógena de aves y SepA de S. flexneri. 

Varias funciones han sido propuestas para las proteínas SPATE. Se ha 

demostrado que EspC actúa como una enterotoxina sobre el tejido jejunal de rata 

montado en cámara de Ussing. EspP degrada tanto pepsina como el factor V de 

coagulación humano, el efecto mas reciente es que se cree que actúa potencialmente en 

la exacerbación de la colitis hemorrágica. Además, EspP puede actuar como una 

citotoxina, causando la interrupción de la red de actina cuando es cultivada en células 

Vero. Sat, aislado de una cepa de E. coli uropatógena CFT073, produce efectos 

citopaticos sobre células HEp-2 y células Vero de riñón de mono. Estos efectos no sólo 

incluyen el alargamiento de estas células sino también vacuolización en otras líneas de 

células y tejidos de animal. Benjelloun - Touimi y colaboradores (27) demostraron que 

SepA es una proteína abundante en el sobrenadante de Shigella spp., y juega un papel 

importante causando inflamación intestinal e invasión de tejido. Provenza y Curtis 

describieron Tsh como una hemaglutinina sensible a la temperatura en E.coli patógenas 

de aves. Otros investigadores han confirmado el efecto de hemaglutinación de una 

proteína idéntica, Hbp, y desde entonces también han demostrado su capacidad para 

degradar la hemoglobina y el papel que juega en la formación de abscesos por 

Bacteroides fragilis. (25). 

Se cree que Pet contribuye en la patogénesis de EAEC y ha sido estudiado 

exhaustivamente. Recibió la nominación Pet (Plasmid-encoded toxin), por ser una 

proteína codificada por plásmido (28).El blanco celular de Pet es la molécula de fodrina 

o espectrina (29), molécula cuya función es de servir de andamio o sostén a la 

membrana celular. La actividad de Pet es desestabilizar el citoesqueleto membranal y la 

disminución de las fibras de estrés de actina.   
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Figura 2. Estructura básica de las proteínas autotransportadoras. Estas proteínas poseen una 
estructura funcional formada por tres dominios; una secuencia líder amino-terminal, un dominio 
pasajero, y un dominio carboxilo terminal (β-dominio).  

 

 

 
Figura 3. Mecanismo de secreción TipoV, de las SPATE. 
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1.3.1              Pic (Proteína Involucrada en la Colonización) 
Se ha reportado la presencia de Pic en los sobrenadantes de los cultivos de las 

cepas EAEC aisladas de niños con diarrea. Al evaluar la actividad de esta proteína en el 

modelo de asa ligada de intestino de rata (30), se observó que se presentaba 

acortamiento de las vellosidades intestinales, hemorragia, necrosis y ulceración del 

epitelio superior. Las alteraciones histológicas son semejantes a las descritas 

previamente en otros estudios, en los que se utilizaron cepas EAEC vivas. 

El gen que codifica para la proteína de Pic se localiza en el cromosoma, tanto de 

las cepas EAEC, como en las cepas de Shigella flexneri. Este gen se nombró she o pic 

(26). La proteína codificada por éste gen se ha relacionado con la colonización al 

intestino, por lo que se le denominó Pic por ser una proteína involucrada en 

colonización al intestino (protein involved in intestinal colonization). 

Esta molécula pesa alrededor de 110 kDa y posee actividad como mucinasa, 

además posee actividad de hemaglutinina y participa en la ruptura de la molécula de 

hemoglobina para la liberación de hierro y posteriormente en la captación del mismo. 

También, aunque en menor grado rompe fodrina (26), como lo hace Pet. Esta proteína 

pertenece a la familia SPATEs, proteasas que se han relacionado con virulencia.  

Pic muestra homología con la proteína EspP de EHEC (31); con EspC de EPEC 

(32), con SigA, ShMu (proteína que participa en la invasión a los tejidos), SepA y She 

(33) de Shigella (33,34), también, con Tsh, una hemaglutinina de cepas de E. coli 

patógenas de aves (35). 

La detección de Pic por métodos moleculares para estudios de epidemiología 

molecular para ver la frecuencia de la presencia del gene pic, y por otro lado, la 

frecuencia de expresión de las proteínas Pic en el sobrenadante de los cultivos de las 

cepas EAEC es de gran utilidad para estudiar la distribución de estos factores de 

patogenicidad dentro del grupo enteroagregativo (36-37), ya que como anteriormente se 

ha mencionado, este factor es una causa directa de daño al intestino, como lo demuestra el 

hecho de que las cepas EAEC aisladas de pacientes expresan este factor y los individuos 

que las portan presenta cuadros de diarrea persistente, diarrea aguda o diarrea con sangre. 

Hasta el momento, aunque se han descritos diferentes metodologías para su detección 

como son el ELISA, dot-blot e Inmunoblot, en los cuales se han utilizado anticuerpos 

policlonales, no se ha podido eliminar el cruce inmunológico con otras proteínas 

autotransportadoras de otros grupos patógenos de E. coli, por lo que es indispensable el 
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desarrollo de una prueba inmunológica simple, rápida y altamente sensible y específica 

(38); una alternativa es la producción de anticuerpos monoclonales contra Pic de EAEC 

como herramienta para diseñar estas técnicas inmunológicas con mayor especificidad. 

 

 

1.4            Las Inmunoglobulinas  

La respuesta humoral es efectuada por inmunoglobulinas (Ig), que son moléculas 

solubles con actividad de anticuerpo, es decir se combinan específicamente con un 

determinado epítopo del antígeno que indujo su producción. Estructuralmente todas las 

Ig están formadas por una unidad básica de cuatro cadenas unidas entre si por puentes 

disulfuro: dos pesadas (H, del inglés heavy), con secuencias exclusivas en cada isotipo, 

y dos ligeras (L) que son comunes para todas. Esta unidad está conformada por tres 

porciones globulares, dos Fab (del inglés antigen binding fragment, fragmento que se 

une al antígeno) que poseen dos sitios activos, y un Fc (del inglés crystallizable 

fragment, fragmento que se cristaliza); cada Fab consta de una de las cadenas ligeras y 

la mitad amino-terminal de una cadena H (donde se ubican las regiones variables que 

confieren especificidad de anticuerpo), y el Fc incluye las dos mitades carboxi-

terminales de ambas cadenas H (Figura 4).(39) 

 

 
  

 Figura 4. Representación gráfica de un anticuerpo como una IgG. 
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         En el humano existen cinco clases de Ig: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE; la IgG tiene 

cuatro subclases (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) y la IgA dos (IgA1 e IgA2). En el ratón se 

encuentran  cuatro diferentes subclases IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 (Tabla 1) .Todas las 

Ig tienen actividad de anticuerpo y, a excepción de la IgD, participan en fenómenos de 

protección y daño. La unión de los anticuerpos con su antígeno puede bastar para que 

éste quede neutralizado y ya no se adhiera a células blanco; la reacción antígeno-

anticuerpo también favorece que la Ig se una a receptores para su porción Fc en la 

superficie de células o active otros sistemas moleculares. En prácticamente todas las 

infecciones se ha documentado alguna forma de protección mediada por anticuerpos, 

con o sin participación del complemento o de células. La patogenicidad de muchos 

agentes infecciosos es debida a que cuentan con mecanismos de evasión del efecto de 

los anticuerpos, por ejemplo que queden recubiertos de moléculas del hospedero de 

modo que el agente queda mimetizado, la presencia de cubiertas protectoras, la 

secreción de mitógenos inductores de respuestas policlonales heterólogas con formación 

de anticuerpos no específicos para el agente, la secreción de enzimas que rompen las Ig 

en fragmentos Fisiológicamente inactivos, etc. (40) 
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Tabla 1.  Características de  las Inmunoglobulinas de ratón. 

Características IgM IgD IgG IgE IgA 
Peso Molecular 900 000 180 000 160 000 190 000 170 000  -   

500 000 

Cadenas ligeras κ  ó  λ κ  ó  λ κ  ó  λ κ  ó  λ κ  ó  λ 

Cadenas pesadas µ 
(80 000) 

δ 
(65 000) 

γ 
(55 000) 

ε 
(80 000) 

α 

(70 000) 

 Subclases 1 1 4 
(IgG1, 
IgG2a, 
IgG2b, 
IgG3) 

1 1 

Carbohidratos 9 – 12% 12 – 15% 2 – 3% 12% 7 – 11% 

Concentración en 
suero 

0.1-1.0 0.001-0.01 3-20 0.0001-0.001 1-3 

Vida media en suero 
(días) 

1 < 1 4 
( IgG1, 
IgG2a,       
IgG3 ) 

2   (IgG2b) 

Corto   < 1 1 

Citotoxicidad 
mediada por 
complemento 

+ - + - - 

Pase a través de la 
placenta 

- - + - - 

Propiedades 
especiales 

Primer 
anticuerpo 

en la 
mayoría de 
respuestas. 

Clase mayor 
en la 

superficie de 
los linfocitos. 
Clase menor 

en suero. 

Clase mayor 
en suero. 
Linfocitos 
que lleven 
IgG son 
raros. 

Clase menor 
en suero. 

Responsable 
de la 

respuesta 
alérgica, 

liberación de 
histamina y 
serotonina. 

Clase mayor 
en 

secreciones 
(lágrimas, 

saliva, bilis y 
estómago). 
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1.5          Los Anticuerpos Monoclonales 

        Los anticuerpos monoclonales (AcMos), son inmunoglobulinas homogéneas 

secretadas por clones celulares derivados de una única célula, capaces de              

proliferar en cultivo y/o propagarse en animales genéticamente compatibles (41). Son 

producidos por células hibridas producto de la fusión de células B de un ratón 

inmunizado con células de mieloma. Estas células hibridas o hibridomas heredan dos 

características principales de las células que les dieron origen, de la célula B heredan la 

capacidad de producir anticuerpos y de la célula de mieloma su característica de crecer 

indefinidamente en cultivo. 

               Para comprender mejor todas las ventajas que ofrecen los AcMo´s se 

mencionan a continuación las características de los anticuerpos policlonales. Al 

inmunizar un ratón con un antígeno, se produce la activación de varias células B con 

diferentes receptores específicos para los epitopos del antígeno. La proliferación de 

estas células lleva a la generación de células plasmáticas secretoras de los respectivos 

anticuerpos, por lo que la sangre del animal posee una mezcla de inmunoglobulinas de 

distinta subclase, afinidad y especificidad para el antígeno. El resultado es un antisuero 

con anticuerpos demasiado heterogéneos en términos del isotipo, afinidad y epitopo 

reconocido, además, difieren de un individuo a otro, e incluso en el mismo animal a 

distintos tiempos de inmunización. 

             Es de tomarse en cuenta que si el antígeno comparte epitopos con otros 

antígenos de diferente origen, las preparaciones policlonales resultantes pierden la 

capacidad de discriminar entre los dos antígenos. Esto es poco deseable en el caso de 

tipificación de células, microorganismos y moléculas complejas. (42). 

              En el caso de los anticuerpos monoclonales las preparaciones tienen las 

siguientes propiedades: reconocen un solo epitopo, las reacciones cruzadas sólo se dan 

cuando el antígeno comparte epitopos con otros antígenos; se pueden preparar en 

grandes cantidades, es un producto homogéneo, y se pueden congelar por largos 

periodos. Algunas desventajas de los AcMos son que solo se pueden hacer en 

laboratorios con cierto nivel tecnológico, el costo se eleva por el uso de técnicas de 

cultivo celular, el tiempo de producción es de mínimo seis meses, en algunos casos se 

llega a tener AcMos poco específicos. 

             La tecnología de producción de anticuerpos monoclonales se diseño por primera 

vez en 1975 por Köhler y Milstein (43), y esta herramienta consiste en la generación de 
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anticuerpos con especificidad conocida (44), lo que permite la posibilidad de obtener 

anticuerpos monoespecíficos en contra del antígeno deseado. 

              La producción de los AcMo se logra mediante la fusión de dos tipos celulares 

que tienen características muy especiales mediante el empleo de un desestabilizante de 

membranas como el polietilenglicol, el cual es un agente químico que promueve la 

adhesión célula a célula debido a su naturaleza hidrofilica,  y que interactúa con las 

membranas celulares, incrementando  su fluidez y por tanto la probabilidad de fusión. 

(Figura 5). Una de estas células son los linfocitos B de ratón, productores de anticuerpos 

específicos, los cuales son fusionados con un  mieloma celular el cual además de 

dividirse indefinidamente como toda célula cancerosa, presenta dos mutaciones 

genéticas que los hacen carentes de las enzimas hipoxantina-guanina-fosforribosil 

transferasa (HGPRT) y timidina cinasa (TK). Estas características inhabilitan a los 

mielomas para efectuar síntesis de DNA por la vía alterna (45); de tal forma, que al 

agregarle a la fusión celular un bloqueador de la síntesis normal de producción de DNA, 

como es la aminopterina (medio HAT) solamente podrán sobrevivir aquellos híbridos 

(Linfocito B-Mieloma) que contengan las enzimas HGPRT y TK aportadas por la célula 

B (figura 6), las cuales producirán su DNA de novo a partir de bases púricas y 

pirimídicas presentes en el medio de cultivo (46,47 ). 
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Figura 5. Esquema general de la producción de anticuerpos monoclonales. 
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Una vez efectuada la fusión y la selección bioquímica, los sobrenadantes de todos los pozos 

con células en crecimiento son sometidos a pruebas para determinar si producen el 

anticuerpo deseado; si el resultado es positivo, los cultivos se clonan, es decir, se siembran 

en los pozos de una placa de modo que sólo haya una célula por pozo y de esta forma 

obtener anticuerpos monoclonales específicos, homogéneos y capaces de proliferar en 

cultivo o propagarse en animales genéticamente compatibles (48). Dado que cada 

anticuerpo monoclonal reconoce un determinante antigénico único, es posible seleccionar 

aquel que identifica exclusivamente la molécula de interés, evitando las reacciones 

cruzadas que son características de muchos antisueros policlonales. De esta forma, las 

reacciones cruzadas inesperadas se deberán exclusivamente a la presencia de epitopos 

idénticos o muy similares (49).  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

La importancia clínica y epidemiológica de EAEC está ampliamente demostrada. 

La toxina Pic es uno de los mecanismos de virulencia asociados con la patogénesis de la 

diarrea y se ha identificado preferentemente en cepas aisladas de  niños que presentan 

diarrea con sangre  (37). El análisis de las secuencias de aminoácidos de esta proteína 

muestra homología con el grupo SPATE, que se ha identificado en bacterias causantes de 

enfermedad en humanos.  

La producción de anticuerpos monoclonales contra la proteína Pic permitirá diseñar 

herramientas inmunológicas de detección de este factor mediante el cual se podrá dar un 

diagnóstico específico de esta enfermedad. Implementar un sistema de diagnóstico que 

permita la detección de Pic en pacientes con diarrea, para un mejor manejo de los pacientes. 

El diseño a futuro de un ensayo rápido, en el menor tiempo posible; a bajo costo, con 

capacidad de analizar una gran cantidad de muestras a la vez, sería de gran utilidad.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 

Producir anticuerpos monoclonales contra la proteína Pic de Escherichia coli enteroagregativa 

y evaluar su reactividad contra proteínas autotransportadoras, para determinar su especificidad 

y su potencial diagnóstico. 

 

 

     3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Purificar la proteína Pic de EAEC a partir del sobrenadante del cultivo de la clona p56. 

 

2. Producir y caracterizar anticuerpos monoclonales contra la proteína Pic, para 

determinar su reactividad contra dicha proteína. 

 

3. Determinar por ELISA e IET la reactividad del AcMo anti-Pic contra las proteínas 

autotransportadoras Pet, Sat, EspC y la cepa EAEC 2403. 
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4. MATERIAL Y METODOS 

4.1      OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS AUTOTRANSPORTADORAS 

4.1.1    Cepas Bacterianas 

 Las características de las cepas que se utilizaron en este trabajo son las siguientes: la cepa 

p56 (clona productora de Pic); clona productora de Pet pCEFN1; clona productora de Sat 

HB101 (pDG7); clona productora de EspC pJLM174 y la cepa EAEC 2403 obtenida de un 

niño. Las cepas bacterianas se conservaron en medio de Dorset, su pureza se comprobó 

cultivándolas en medio de gelosa sangre y Mac Conkey,  p56 fue mantenida en agar y caldo 

Luria con 100 µg/ml de tetraciclina, mientras que las otras cepas se mantuvieron en los 

mismos medios pero con 100 µg/ml de ampicilina. 

4.1.2  Purificación de la Proteína Pic 

Para la producción de Pic, la cepa p56 se sembró previamente por separado en cajas con 

agar Luria y del cultivo obtenido se inocularon tubos con 5 ml de caldo Luria, se incubaron 

por 4 h a 37°C con agitación continua. De estos tubos se tomaron 1 ml y se inocularon 10 

matraces de 1000 ml de mismo medio, conteniendo 100 µg/ml de tetraciclina, y se 

incubaron durante 18 h a 37°C en agitación continua (150 r.p.m.). Los cultivos se 

centrifugaron (12,000 X g) durante 30 min. a 4°C, el paquete bacteriano se descarto y el 

sobrenadante se precipito con sulfato de amonio, a una saturación de 75% (470 g de sal/l). 

El sulfato de amonio se adiciono al sobrenadante libre de bacterias, con agitación suave 

hasta su total disolución, para finalmente dejarlo en reposo durante toda la noche a 4°C. El 

precipitado se colecto por centrifugación a 12,000 X g (30 min. a 4°C). Posteriormente, se 

resuspendió con solución amortiguadora de fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2, se dializó 

contra el mismo amortiguador durante tres días, haciendo dos cambios por día. El producto 

dializado se estabilizo con glicerol a una concentración final del 20% (v/v) y se guardo en 

alícuotas a -20°C hasta su uso. El precipitado obtenido en el proceso antes descrito se 

fraccionó con una solución de fosfatos de potasio 3.5 M pH 6.8 (K1/K2). Primero, se 

fracciono a 1.15 M durante 18 h. El sobrenadante, que contenía la proteína Pic, se obtuvo 

por centrifugación (12,000 X g durante 30 min. a 4°C). El sobrenadante (1.15 M) se 

fracciono ahora a 1.75 M (K1/K2), durante 18 h. El precipitado (1.75 M),  que contenía Pic 

se separo del sobrenadante (12,000 X g durante 30 min. a 4°C) y se dializo contra el 

amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2 y después con 0.05 M Tris-HCl en 0.01 

M EDTA.2Na a pH 8.0. Este precipitado (1.75 M) se sometió a cromatografía, primero en 

una columna de intercambio aniónico de Q-Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No 17-
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0510-01) y posteriormente se le realizo cromatografía de intercambio catiónico en FPLC en 

una columna Mono S HR 5/5. La columna de Q-Sepharose fue de 1.4 cm de diámetro por 

57.5 cm de largo, la velocidad de flujo se ajusto a 50 ml/h para obtener fracciones de 10 ml. 

Para la columna Mono S HR 5/5, la velocidad de flujo fue de 60ml/h y las fracciones de 1 

ml. Las columnas se equilibraron con amortiguador 0.05 M Tris-HCl en 0.01M EDTA.2Na 

a pH 8.0. Algunas proteínas fueron eluidas en el mismo amortiguador y las fracciones 

proteicas retenidas por las columnas fueron  eluidas aumentando la fuerza iónica del 

sistema con 0.5 M de NaCl. (50-52). 

Los perfiles de elución se determinaron utilizando una muestra de cada fracción que 

fue mezclada con el reactivo de Bradford para obtener una reacción colorida que se leyó a 

595 nm en un espectrofotómetro (Dynatech MR 580). Como alternativa, las muestras se 

leyeron a 280 nm en un espectrofotómetro Genesis 2 (Spectronic Instruments). Las 

fracciones proteicas obtenidas se estabilizaron con glicerol al 20% (v/v) y se congelaron 

hasta su uso. 

Las proteínas Pet, EspC, Sat y 2403 fueron purificadas por el mismo procedimiento 

que Pic, hasta la cromatografía de intercambio iónico en Q-Sepharose. 

4.1.3     Cuantificación de Proteínas por Reactivo de Bradford. 

La concentración de proteínas de los productos obtenidos se determinará por el método de 

Bradford, por microensayo en placa, con seroalbúmina bovina como estándar. La reacción 

colorida se leyó a 595 nm en espectrofotómetro (Dynatech MR 580). (53). 

4.1.4     Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).  

La toxina Pic purificada se analizo por electroforesis convencional en una dimensión, bajo 

condiciones desnaturalizantes, en geles de poliacrilamida al 6% con 0.1% (p/v) de dodecil-

sulfato de sodio (SDS-PAGE), en presencia de β-mercaptoetanol. Las dimensiones del gel 

resolutor (separador) fueron de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor (10 X 1.5). La 

corriente aplicada al gel concentrador y al gel resolutor fue de 100 V. El desplazamiento de 

las proteínas en SDS-PAGE fue comparada con marcadores preteñidos de peso molecular 

conocido. Para analizar los perfiles proteicos los geles fueron teñidos con  azul de 

Coomassie R-250 (Coomassie Brillant Blue R, Sigma Chemical). (54). 
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4.2         PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La producción de anticuerpos monoclonales abarca toda una serie de técnicas que 

comprende desde inmunizar a los ratones con el antígeno de interés, la obtención de 

hibridomas, clonación de los mismos hasta la caracterización de los anticuerpos deseados. 

(Ver Diagrama de flujo) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactividad contra las proteínas autotrasportadoras Pet,Sat, 
EspC y la cepa 2403 por ELISA e IET 

Purificación  de  las Proteínas 
Autotransportadoras (Pic, Pet, Sat, EspC y 
Cepa  2403 por Cromatografía Liquida 
Convencional 

Inmunización. Se realizaron 4 
inmunizaciones semanales al ratón 
con 20 µg de Pic purificado 

Células de Mieloma de ratón de la 
Línea Celular X63Ag8.653. 

Extracción del Bazo del ratón que 
tiene células B que producen 
anticuerpos anti-Pic. 

Se mantienen en cultivo en donde 
crecen indefinidamente.  

Titulo de 
Anticuerpos 

(ELISA) 

FUSIÓN  
CELULAR con 

PEG 

Células de BAZO 
fusionadas o no 

 i 

HIBRIDOMAS 
(Célula bazo y 

mieloma) 

Células de 
MIELOMA 

fusionadas o no 

SELECCIÓN BIOQUIMICA EN CULTIVO (HAT) 
 

Mueren en cultivo Híbridos Sobreviven Mueren en Medio 

Selección de Hibridomas productores de anticuerpos anti-Pic por ELISA 

Clonación celular por Dilución Limitante 

Determinación del tipo de clase de anticuerpo (IgG o IgM) 
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4.2.1    Inmunización y sangrado 

 

             Se inmunizaron ratones hembras Balb/c de seis semanas de edad, semanalmente 

por vía intraperitoneal con la proteína Pic purificada obtenida previamente. 

Se aplicaron 4 dosis de 20 µg de Pic en 200 µl de PBS + 200 µl de adyuvante completo de 

Freund (ACF) para la primera inmunización e incompleto (AIF) para las siguientes. 

Además, se les dio un reto de 5 µg de Pic en 50 µl de PBS por vía intravenosa tres días 

antes de la fusión Los sangrados para evaluar la respuesta inmune  de los ratones se 

hicieron por vía retroorbital (Tabla 2). 

 

 

Tabla 2. Esquema de inmunización  de los ratones 

DIA DOSIS DEL ANTIGENO OBSERVACIONES 

 

1 

20 µg en 200 µL +  ACF 

INTRAPERITONEAL 

Sangrado preinmune 200µl 

 

7 

20 µg en 200 µL +  AIF 

INTRAPERITONEAL 

Primer sangrado 200 µl 

 

14 

20 µg en 200 µL +  AIF 

INTRAPERITONEAL 

Segundo sangrado 200 µl 

 

21 

20 µg en 200 µL +  AIF 

INTRAPERITONEAL 

 

28 5 µg en 50 µL de  PBS estéril 

INTRAVENOSA 

RETO FINAL 

31 FUSION Ultimo sangrado 
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4.2.2     Determinación del título de anticuerpos por ELISA 

 

El título de anticuerpos de los ratones inmunizados se determino por ELISA. 

 

1. En placas de 96 pozos de poliestireno, se colocaron 100 µL por pozo de solución del 

antígeno a 5 µg/mL en PBS y se incubaron durante 2 horas a 37°C o a 4° C durante 

toda la noche. 

2. Se elimino la solución vertiendo el contenido de los pozos y se seco el exceso sobre 

una gasa. 

3. Las placas se lavaron 3 veces con 200 µL/pozo con PBS Tween 20  al 0.05%, 

durante 5 min cada lavado.  

4. Posteriormente las placas fueron bloqueadas durante 30 minutos con              200 

µL/pozo de leche descremada al 5% en PBS  

5. Se procedió como en los pasos 2 y 3 y después se agregaron 100 µL de diluciones 

dobles seriadas del suero del ratón a titular a partir de 1:1000 y se incubaron 2 horas  

a 37°C o a 4° C durante toda la noche. 

6. Los pasos 2 y 3 se repitieron y posteriormente se agregaron 100 µL del conjugado 

anti-IgG  de ratón acoplado a peroxidasa (previamente titulado), se incubaron 

durante 2 horas a 37°C. 

7. Se repitieron los pasos 2 y 3; enseguida se agrego el sustrato,  100 µL/pozo (4µg de 

ortofenilendiamina  en 5 ml de acido cítrico 0.1 M y 5 ml de citrato de sodio 0.1 M 

mas 4 µl de peroxido de hidrogeno) 

8. La reacción enzimática se detuvo añadiendo 100 µL/pozo de ácido sulfúrico 2N. 

9. Finalmente se leyó la absorbancia en un lector de ELISA a 492 nm (Marca Bio-Rad 

Modelo 3550). 

 

Nota: Como testigo positivo en los ELISA se utilizo el suero del ratón inmunizado con 

mejor titulo (1:16 000). En todos los ELISA siempre se coloco un blanco, que fue PBS, en 

lugar  de muestra. (Ver Figura 7) 
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Figura 7. Esquematización de la técnica de ELISA. 

 

4.2.3   Cultivo  Celular 

 

El  manejo de los cultivos celulares se realizo en campana de flujo laminar y se 

mantuvieron a 37°C en una atmósfera húmeda con una mezcla de 95% aire y 5% de CO2. 

Las células del mieloma X63Ag8.653 se  mantuvieron en medio RPMI-1640 y enriquecido 

con  suero fetal bovino descomplementado al 10% v/v. Los cultivos se revisaron 

diariamente en el microscopio invertido, vigilando la morfología celular, así como las 

posibles fuentes de contaminación bacteriana y fúngica. Se realizaron cambios de medio de 

cultivo cuando éste viraba de anaranjado a amarillo, lo que indicaba un cambio en el pH 

por acidificación. Cuando los cultivos se encontraban confluentes (esto es, cuando la 

proliferación celular se encontraba en fase logarítmica) se resembraron las células en cajas 

nuevas o se congelaron a -196°C en nitrógeno líquido. 
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4.2.4  Fusión celular 

4.2.4.1 Preparación de las células de bazo 

 
Los ratones inmunizados se sangraron por vía retroorbital para obtener el suero y 

determinar el título de anticuerpos por ELISA. El ratón de  mejor titulo (mayor de 1:4000), 

se sacrifico  por dislocación cervical y se le extrajo el bazo asépticamente. Se coloco el 

bazo en una caja de Petri estéril con aproximadamente 5 mL de medio    RPMI-1640 sin 

suero fetal bovino y un cuadro de tela de organza estéril, la cual sirvió para disgregar el 

bazo. 

  

Los siguientes pasos se realizaron en campana de flujo laminar: 

1. El bazo se envolvió totalmente con la tela de organza y con ayuda del émbolo de 

una jeringa estéril se presiono el bazo lo más suavemente posible para disgregar el 

tejido y por último se resuspendió con una pipeta Pasteur. 

2. La suspensión celular resultante se coloco en un tubo de 50 mL y se lavo una vez 

con medio RPMI-1640 sin suero, mediante centrifugación a 1,200 rpm durante 10 

min a 37°C. 

3. Se desecho el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en 25 mL de medio 

RPMI-1640. 

 
4.2.4.2 Preparación de células de mieloma 
 

1. Las células de mieloma empleadas fueron de la línea celular X63Ag8.653 (Ag8), las  

cuales  se mantuvieron en crecimiento exponencial en medio de RPMI-1640 y con 

SFB; para esto, se sembraron 24 horas antes, colocando aproximadamente 5 x 106 

células de mieloma en botellas de 75cm2 con 20 mL de medio RPMI-1640 y 

enriquecido con 10% de SBF y se incubaron a 37°C en atmósfera de 95% de aire y 

5% de CO2. 

2. El día de la fusión las células fueron resuspendidas mediante agitación suave; 

posteriormente. con ayuda de una pipeta de 5 mL, la suspensión se coloco en un 

tubo de 50 mL  y se centrifugo a 1,200 rpm durante 10 min. 

3. Se elimino el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en medio RPMI-1640 

sin suero fetal. 
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NOTA: Las células de mieloma se lavaron al mismo tiempo que las células de bazo. 

Se realizaron 5 fusiones, pero en todas se siguió el mismo procedimiento. 
 

1. En  un tubo de 50 mL se mezclaron las células de bazo y las de mieloma en una 

relación 5:1 (5 células de bazo por 1 célula de mieloma) y se completo con medio 

RPMI-1640 sin suero hasta tener 50 mL y se centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 

min. 

2. Se elimino el sobrenadante y el botón celular se disgrego suavemente. 

3. Para realizar la fusión se  agrego gota a gota durante un minuto 1 mL de 

polietilenglicol (PEG al 42%), precalentado a 37° C, agitando suavemente. 

4. Se adicionaron 5 mL de medio RPMI-1640 sin suero fetal, por goteo y agitando 

suavemente en un lapso de 3 min; de la misma forma se adicionaron 15 mL más en 

un lapso de 1 min y se centrifugo a 1,200 rpm durante 10 min. 

5. Se elimino el sobrenadante y el botón se resuspendió en medio RPMI-1640 con 

SFB al 20% adicionado con HAT.  

6. Se colocaron 200µL/pozo en placas de cultivo de 96 pozos y se cultiva a 37° C en 

atmósfera húmeda con 95% aire y 5% CO2. (42) 

 

 

4.2.5     Selección y mantenimiento de híbridos en cultivo 

Las células se revisaron diariamente para identificar si existía algún tipo de 

contaminación y localizar los pozos con híbridos viables (se presentan como cúmulos de 

células) o si se requería cambiar el  medio de cultivo. Diez días después de la fusión se 

realizaron los cambios a medio con HT por 5 días, al finalizar estos solo se cultivaron las 

células con medio RPMI-1640 con 15% de suero fetal.  La presencia de híbridos 

productores de anticuerpos se detecto tomando el sobrenadante  de  los cultivos  y 

realizando un  ELISA indirecto de anticuerpos, usando los sobrenadantes de cultivo 

directamente y revelando con un conjugado anti-gammaglobulinas de ratón-peroxidasa, 

diluido 1:6000. Los cambios de medio a las células de la fusión se realizan conforme al 

calendario siguiente (Tabla 3): 
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Tabla 3. Calendario para realizar cambio de medio de cultivo a las células. 

Día Tipo de medio Actividad 

1 RPMI-1640-SFB 20% Fusión HAT 100X 

3 RPMI-1640-SFB 20% + HAT Cambio de medio 

5 RPMI-1640-SFB 20% + HAT Cambio de medio 

8 RPMI-1640-SFB 20% + HAT Cambio de medio 

10 RPMI-1640-SFB 20% + HT Cambio de medio 

12 RPMI-1640-SFB 20% + HT Cambio de medio 

14 RPMI-1640-SFB 20% + HT Cambio de medio 

16 RPMI-1640-SFB 15% Cambio de medio 

 

 

 

4.2.6   Clonación de Hibridomas. 

Para realizar la clonación de los hibridomas se empleo la técnica conocida como 

dilución limitante. En una placa de cultivo de 96 pozos se colocaron 100 µL de medio de 

cultivo RPMI-1640 con SFB al 15% en toda la fila A .Se tomaron 100µL de suspensión 

celular  de aquellos híbridos que fueron positivos al antígeno de interés por ELISA y se 

colocaron en la posición A1 y a partir de esta se hicieron diluciones dobles seriadas hasta el 

final de la fila. Se dejaron reposar las células durante 10 min. Posteriormente se contaron 

las células de cada pozo en el microscopio invertido y aquel pozo que contenía entre 30-40  

células se diluyo en 18 mL de medio RPMI-1640 con SFB al 20%. De esta suspensión 

celular se sembraron 200µL por pozo en las 7 filas restantes de la placa. La placa se 

mantuvo a 37°C con 95% de aire y 5% de CO2 durante una semana.  Posteriormente se 

reviso la formación de clonas celulares y aquellos pozos donde sólo se encontraba un 

cúmulo de células fueron seleccionados para  probarlos en ELISA y determinar si estas 

clonas secretaban anticuerpos específicos, los pozos que fueron  positivos se clonaron 

nuevamente y se expandieron las células en cultivo o en peritoneo de ratón. 

 

 

 



28 
 

 

4.2.7 Caracterización de los anticuerpos monoclonales 

 

4.2.7.1  Determinación de clases de anticuerpos.  

A este ensayo entraron exclusivamente las clonas productoras de anticuerpos anti-Pic es 

decir que reunían el criterio de monoclonalidad. La determinación se realizó por medio de 

un ensayo de ELISA, como el que se describió arriba pero utilizando conjugados anti-IgG y 

anti IgM de ratón marcadas con peroxidasa. 

 

4.2.8      Determinación de reacciones cruzadas 

La determinación de reacciones cruzadas de los anticuerpos monoclonales, se 

realizo con otros antígenos relacionados a la proteína Pic de EAEC, principalmente de la 

subfamilia de las SPATES, tales como Pet, Sat y EspC. El procedimiento empleado para 

esta determinación fue la Inmunoelectrotransferencia y para realizarla, se utilizo    1 µg de 

cada una de las proteínas.  

Nota: Para poder determinar las reacciones cruzadas, se utilizo la misma técnica de 

purificación que se detallo arriba para la obtención de cada uno de las diferentes proteínas 

autotransportadoras de las diferentes cepas empleadas. 

 

4.2.8.1 Inmunotransferencia (Inmunoblot).  

 

Después de realizar la separación de las proteínas de las muestras por SDS-PAGE, 

fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Inmunobilon-N C, Millipore HAHY 304 

FO) de acuerdo al procedimiento descrito por Towbin y col. La solución de transferencia se 

preparó con 0.25% (p/v) de Trizma-base, 1.2% (p/v) de glicina y 16.6% (v/v) de metanol. 

Se aplicaron 100 volts durante 1 hora. Al terminar la transferencia se coloco la membrana 

de NC en un recipiente con rojo de Ponceau, para verificar que las proteínas fueron 

transferidas a la NC; esto se observa con la aparición de bandas de color rojo, momento en 

el cual se elimino el exceso de colorante y se lavo con agua destilada, aproximadamente de 

4 a 5 veces. Una vez visualizadas las proteínas, las membranas se lavaron con PBS-Tween 

20 al 0.05% (v/v) y se bloquearon con leche descremada al 5% (p/v) en TBS-Tween 

durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 3 veces (5 min. cada uno) 

con PBS-Tween. Después, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios 
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(controles anticuerpos anti-Pic, suero de ratones inmunizados o los sobrenadantes del 

cultivo de los hibridomas) a una dilución de 1:2000 en PBS. Las membranas en presencia 

del anticuerpo se incubaron durante toda la noche a 4 °C y después se lavaron con PBS-

Tween. La detección de la reacción antígeno-anticuerpo se realizo con anticuerpos anti-IgG 

de ratón, marcados con peroxidasa diluidos en PBS-Tween; se incubaron una hora con el 

segundo anticuerpo y se lavo con PBS-Tween. Por último, la reacción se visualizo al 

agregar el sustrato para peroxidasa (H2O2 en presencia de  3, 3’-Diaminobenzidina), 

mostrándose bandas de un precipitado insoluble color café; la reacción se detuvo lavando 

con agua destilada. (55) 
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5. RESULTADOS 
 

5.1     Purificación de Pic y de las otras proteínas autotransportadoras 

Los diferentes procedimientos de precipitación (sulfato de amonio y amortiguador de 

fosfato de potasio K1/K2 1.75M) favorecieron de manera importante el enriquecimiento de 

Pic, ya que muchas proteínas de bajo peso molecular se eliminaron. La cromatografía de Q-

Sepharose mostró un perfil de elusión, y por análisis electroforético (SDS-PAGE) de estos 

revelo que Pic eluia en las primeras fracciones. El tratamiento de las proteínas eluidas de 

las columnas de Q-Sepharosa, permitió obtener una sola fracción proteica (Figura 8). 

Utilizando un ensayo de inmunoelectrotransferencia y anticuerpos anti-Pic se comprobó 

que la fracción obtenida correspondía a Pic. 

                                         1          2           3             4  5 

 
 

Figura 8. Proceso de purificación de Pic. SDS-PAGE al 6%. Precipitación son sales. 

1) Marcador de pesos moleculares, 2) Precipitación con sulfato de amonio al 75%,       3) 

Sobrenadante con fosfato de potasio 1.15M, 4) Precipitado 1.15M, 5) Pic eluido por Q-

sepharosa.  

 

 

 

 

 

150 kDa 

 75 kDa 

 50 kDa 

100 kDa 

250 kDa 
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El rendimiento final en el proceso de purificación se calculó al determinar la concentración 

de proteínas totales obtenidas en cada uno de los pasos de purificación. Los resultados 

mostraron que en la etapa de purificación de Pic se recuperaron 2 mg de proteína pura, que 

corresponde a un rendimiento del 11.23%. (Tabla 4) 

Tabla 4. Resumen de la purificación de Pic 

PIC 

Fracción Proteica VOLUMEN 
(mL) 

CONCENTRACION 
(mg/mL) 

mg. 
TOTALES 

RENDIMIENTO 
(%) 

pp. (NH4)2SO4 17 1.1 17.8 100 

SN 1.15 M 12 1.2 14.4 80.8 

Q-sepharosa 33 0.28 9.24 51.91 

Mono- S 2 1 2 11.23 

 

 

Para poder realizar la determinación de reacciones cruzadas, se purificaron las proteínas 

Pet, Sat EspC y una proteína de alto peso molecular de la cepa 2403 de la misma manera 

que Pic, observándose los siguientes resultados. Al igual que para Pic, se muestra un gel 

SDS-PAGE en donde se observan los resultados del procedimiento de purificación por 

precipitación de sales para los 5 antígenos. (Figura 9). 

 

                                     1           2           3           4           5          6 

 
Figura 9. Proceso de purificación de las proteínas autotransportadoras en SDS-PAGE al 

6%. 1) Marcador de PM, 2) Pet, 3) Pic, 4) Sat, 5) EspC, 6) 2403. 

31 kDa 

203 kDa 

39 kDa 

80 kDa 

126 kDa 
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Los mismos cálculos se realizaron para determinar el rendimiento final de la purificación 

de las proteínas empleadas en la determinación de reacciones cruzadas, obteniendo para la 

proteína Pet un rendimiento del 3.25%, para Sat de 0.6%, para EspC de 0.1% y para la cepa 

2403, 0.479%. (Tabla 5) 

 

 

Tabla 5. Resumen  de la purificación de las otras proteínas empleadas en la 

determinación de reacciones cruzadas. 

 

Fracción Proteica VOLUMEN 
(mL) 

CONCENTRACION 
(mg/mL) 

mg. TOTALES RENDIMIENTO 
(%) 

PET 
pp. (NH4)2SO4 475 0.57088 271.168 100 

SN 1.15 M 350 0.52 182 67 
pp. 1.15 M 10 0.73454 7.3454 2.7 

Q-sepharosa 11 0.8 8.8 3.25 
SAT 

pp. (NH4)2SO4 180 0.2863 51.534 100 
SN 1.15 M 30 0.31333 9.3999 18.2 
pp. 1.15 M 4 1.671 6.684 12.97 

Q-sepharosa 6 0.05166 0.30996 0.6 
EspC 

pp. (NH4)2SO4 65 0.25348 16.4762 100 
SN 1.15 M 20 0.32006 6.4012 38.85 
pp. 1.15 M 2.5 1.172 2.93 17.7 

Q-sepharosa 0.5 0.03313 0.01656 0.1 
2403 

pp. (NH4)2SO4 20 0.4186 8.372 100 
SN 1.15 M 10 0.36279 3.6279 43.3 
pp. 1.15 M 4.5 1.06744 4.8034 57.37 

Q-sepharosa 0.5 0.08023 0.04011 0.479 
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5.2   Inmunización 

 

Se evaluó la respuesta inmune  desarrollada por  los ratones Balb/c inmunizados con la 

proteína Pic por ELISA y para la fusión fue utilizado un ratón que mostró un titulo de 1:16 

000 (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Respuesta inmune humoral del ratón inmunizado después de 4 inmunizaciones, 

y que fue utilizado para la obtención de AcMos contra Pic. (Suero Preinmune PI; 1ª, 2ª y 3ª 

son los sueros del ratón obtenidos una semana después de las inmunizaciones).  
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5.3   Fusión Celular 

 

Después de la  fusión se sembraron 7 placas de cultivo de 96 pozos. Se obtuvieron 12 

Híbridos productores de anticuerpos anti- Pic. (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Resumen de resultados de la fusión 

 RESULTADOS 

Título de Ac´s anti-Pic al fusionar 1: 32 000 

Relación Bazo: Mieloma 5 : 1 

Numero de placas sembradas 7 

Número de Híbridos Positivos a Pic 12 

Numero de Clonas obtenidas 8 

 

5.4  Clonación 

 

Al realizar el ensayo por ELISA para determinar si existían hibridomas positivos para la 

proteína Pic, se obtuvieron 12 hibridomas de la quinta fusión (Figura 11), pero al realizar la 

clonación de estos híbridos sólo uno de ellos (52F7) permaneció positivo por ELISA a la 

proteína Pic, dando origen a 8 clonas, de las cuales se seleccionaron 3 para su posterior 

subclonación. 

 
Figura 11. Híbridos obtenidos contra la Proteína Pic 
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El hibrido 52F7 fue el único que se mantuvo positivo a la proteína Pic, por lo que se realizó 

la clonación de éste, resultando 8 clonas positivas, que se muestran en la     figura 12. 

 
Figura 12. Clonas obtenidas contra Pic 

 

De las clonas obtenidas se seleccionaron 3, siendo las que presentaron mayor valor de 

absorbancia en el ensayo de ELISA y se subclonaron (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Clonas obtenidas del hibrido 52F7 

Subclonación

52F7E7 

52F7E7B2 

52F7F7 

52F7F7B4 
52F7E7D10 52F7F7C5 
52F7E7D11 52F7F7E6 
  52F7F7F3 

52F7E8 

52F7E8B3 52F7F7G7 
52F7E8B8 52F7F7F10 
52F7E8C10  
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5.5    Determinación de Clase de AcMo´s 

 

A todas las clonas se les determino la clase a la que pertenecían, mediante ELISA (Figura 

13). Todos los anticuerpos corresponden a la clase IgG. 

 

 
 

Figura 13. Determinación del tipo de clase de los AcMo´s por ELISA. 
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5.6      Reactividad de los Anticuerpos Monoclonales a Pic 

 

Se confirmó la reactividad a Pic purificado por los AcMo´s de cada una de las clonas 

mediante un ensayo de Inmunotransferencia y se demostró que todas reconocían una banda 

110 kDa que corresponde a la proteína Pic (Figura 14). 

 

 

 

                                PM   1     2      3     4      5     6     7     8     9    10 

  
 

Figura 14. Reconocimiento de los AcMo´s contra la proteína Pic por inmunotransferencia. 

1) Anticuerpo policlonal de ratón anti Pic. 2) Control Medio de cultivo. 3-10) Anticuerpos 

Monoclonales producidos. 
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5.7    Determinación de Reactividad Cruzada. 

 

Se determinaron las reacciones cruzadas de los anticuerpos monoclonales por ELISA 

(Figura 15) y por IET, utilizando otras proteínas relacionadas a la proteína Pic de EAEC, 

como son Pet, Sat y EspC principalmente de la subfamilia de las SPATES, además de la 

cepa 2403.  

 

 

 
 

Figura 15. Resultados del ensayo de ELISA, en donde se muestra la reacción cruzada del 

AcMo anti-Pic contra las proteínas Pet y Sat que también pertenecen al grupo de proteínas 

autotransportadoras. Se muestran 2 controles, uno negativo que es PBS y uno positivo que 

es el suero hiperinmune del ratón empleado en la fusión. 

 

 Como puede observarse en la grafica, Pic presenta reacciones cruzadas por ELISA contra 

las proteínas Pet y Sat, inclusive se puede observar claramente como es que estos AcMos 

anti Pic, muestran mayor respuesta con la proteína Pet que con Pic.  
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Las determinaciones de reacciones cruzadas del AcMo anti-Pic, se realizaron por 

medio de una IET con otros antígenos relacionados a la proteína Pic de EAEC, 

principalmente de la subfamilia de las SPATES, tales como Pet, Sat, EspC y la cepa EAEC 

2403. Para esto se empleo el AcMo 52F7F7C5, en donde se observa que al igual que por 

ELISA, existe reacción cruzada con estos antígenos, observándose el reconocimiento de 

bandas especificas, las cuales pertenecen a las proteínas autotransportadoras purificadas. 

(Figura 16). 

       Como se puede observar, en la siguiente imagen (figura 16), en el segundo carril se 

muestra el reconocimiento por el AcMo a una banda de 104 kDa, la cual pertenece a la 

Proteína Pet, en el siguiente carril se observa el reconocimiento de otra banda la cual 

pertenece a la proteína Pic con aproximadamente 110 kDa; para el cuarto carril, se muestra 

una banda de aprox. 107 kDa, correspondiente a la proteína Sat; en el quinto carril se 

observa una muy ligera banda, la cual pertenece a EspC con 110 kDa; y en el carril 6 se 

observa reacción hacia una proteína de aproximadamente 104 kDa, la cual podría ser la 

proteína Pet.  

 

               

           1           2                        3                        4                      5                          6  

 
       

Figura 16. Inmunoelectrotransferencia que muestra las reacciones cruzadas que presenta el 

AcMo 52F7F7C5 con las proteínas autotransportadoras. 1) PM, 2) Proteína Pet purificada, 

3) Proteína Pic, 4) Proteína Sat, 5) EspC y 6) cepa 2403.  

203 kD 

126 kD 

31 kD 

39 kD 

80 kD 
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6. DISCUSIÓN 

 

EAEC es un patógeno intestinal, causa diarrea principalmente en niños de países en 

desarrollo. Estas cepas producen la proteína involucrada en la colonización intestinal Pic, la 

cual posee actividad de mucinasa, participa en la ruptura de hemoglobina y en menor grado 

rompe fodrina. Esta proteína pertenece a la familia de SPATE que se han relacionado con 

las características de virulencia de estas bacterias. En este trabajo se produjeron AcMo 

contra la proteína Pic y se  evaluó su reactividad contra otras proteínas autotrasportadoras 

para determinar su especificidad y su potencial diagnóstico. 

         

       Para producir los anticuerpos monoclonales de Pic era necesario trabajar con la 

proteína pura. El empleo de precipitaciones con sales y la cromatografía liquida 

convencional permitió obtener un compuesto con las características requeridas para un 

producto único. Aunque la metodología utilizada para la purificación de Pic fue 

satisfactoria, para las otras proteínas el rendimiento fue bajo. Lo anterior probablemente se 

relaciona con un proceso de autodegradación de la proteína ya que el producto es una 

proteasa y aunque se trabajo con condiciones para disminuir los efectos de degradación, el 

tiempo requerido para la purificación fue prolongado.  Además durante el proceso de 

purificación hay pérdida de proteína y por tanto una disminución en el rendimiento, sin 

embargo se logró obtener un producto más homogéneo. 

 

           La proteína Pic resultó ser un excelente inmunógeno, como lo demuestran los títulos 

de anticuerpos anti-Pic altos en los ratones inmunizados (Figura 10). 

 

          Durante el proceso de clonación de hibridomas se obtuvieron  12 AcMo´s,  pero 

debido a que  todos estos provienen del  mismo hibrido, 52F7, no se pueden considerar  

como diferentes AcMo´s, ya que todos provienen de la misma célula madre y por tanto 

presentan similitud en su comportamiento, aunque dicha similitud no es de todo, ya que 

pudiera tratarse de anticuerpos que reconocen lo mismo pero con diferente afinidad y para 

demostrar esto se tendría que realizar otro método.  
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          Lo anterior se confirma, dado que las clonas originadas del hibrido reconocen las 

mismas bandas en IET, por lo que se sugiere que realmente sólo se cuenta con 1 anticuerpo 

monoclonal. 

          Los valores de absorbancia de los híbridos obtenidos en el primer ensayo como 

positivos y que tiempo después mostraron ser negativo, posiblemente se deba a que antes 

de que estos híbridos fueran clonados se mantuvieron demasiado tiempo en cultivo, 

induciendo a que la proporción de células productoras de anticuerpos anti-Pic con  respecto 

a las no productoras disminuyera considerablemente, dando como resultado una baja en la 

concentración de  los anticuerpos específicos y por consecuencia una disminución en el 

valor de absorbancia. El reducido número de pozos positivos a la producción de 

anticuerpos, posteriores a las clonaciones, era de esperarse con base en los valores tan bajos 

promovidos por las líneas. Lo contrario sucedió al realizar la subclonación de los pozos 

positivos obtenidos de  la primera clonación. En este caso los pozos previamente 

enriquecidos por el proceso de clonación contaban con una elevada proporción de células 

productoras de anticuerpo, siendo lógico esperar un gran número de pozos positivos 

detectados por ELISA. Es importante mencionar que con el paso de las clonaciones, lo que 

se pretende es darle más estabilidad al anticuerpo, por esta razón, en algunos casos, las 

clonas dejan de producir y otras mejoran logrando estabilizarse. 

 

          Al enfrentar a los anticuerpos monoclonales y a los sobrenadantes de las líneas 

celulares con los antígenos en inmunotransferencia (Figura 14), se pudo evidenciar que se 

trataba del mismo anticuerpo. Al realizarse dicho ensayo, se observó que las clonas 

reconocían la misma banda de 110 kDa, que pertenece a Pic. Demostrando así que desde 

las clonas se trataba del mismo anticuerpo. Por esto, se decidió tratarlo como a uno solo. 

 

         Las reacciones cruzadas que presenta el AcMo con las proteínas Pet, Sat, y EspC 

puede atribuirse al hecho de que estas proteínas pertenecen al grupo SPATE, tienen como 

característica común un motivo de serina proteasa. 

 

          En ambos ensayos, tanto en ELISA como en IET, se observa que el AcMo anti-Pic, 

presenta mayor afinidad por la proteína Pet que por Pic, esto puede atribuirse a que 
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posiblemente ambas proteínas presentan algún epitopo compartido o similar, lo que puede 

ser el origen de esta reacción cruzada, favoreciendo la respuesta a la proteína Pet. Además 

de que se encuentra reportado que ambas proteínas (Pic y Pet) muestran alta homología con 

las proteínas autotransportadoras de tipo V, todas ellas incluidas dentro de la subfamilia 

SPATE, (56). Es importante resaltar que aunque Pic y Pet, presentan alta homología, la 

actividad biológica de ambas es diferente. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede referir lo que reportan Pinaki y cols. 

(25) en cuanto a las relaciones filogenéticas de este grupo de proteínas. Las proteínas 

SPATE pueden ser divididas en dos grupos ejemplificados por Pic y Pet. Curiosamente el 

análisis filogenético de las SPATE no revela una correlación en el dominio pasajero, que 

posee los dominios funcionales, incluyendo el motivo de serina proteasa (G256DSGSGV), 

pero si muestra evidencia significativa de la recombinación homóloga entre miembros de 

esta familia. Efectivamente, proteínas muy similares como Pet y Sat (que son 53% 

idénticos en general) no comparten oligopéptidos específicos a pesar de las habilidades 

compartidas de romper espectrina y causar efectos citopáticos en células Hep-2. En 

contraste, las proteínas que son menos similares como Pic y Sat (30% idénticos), comparten 

algunos oligopéptidos específicos a pesar de ser clasificados en diferentes grupos y romper 

diferentes sustratos biológicos. 

 

 Aun cuando éstos anticuerpos monoclonales producidos presentaron reactividad  

cruzada con algunas proteínas autotransportadoras, pueden ser de utilidad en la detección de 

dichas proteínas presentes en diferentes grupos patógenos de E. coli.  
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7. CONCLUSIONES 

 

          Se logro purificar la proteína Pic de EAEC a partir del sobrenadante del cultivo de la 

clona p56. 

 

          Se obtuvo un AcMo anti-Pic de EAEC de la clase IgG que reconoce a dicha proteína por 

ELISA e IET, reconociendo una banda de 110 kDa.  

 

          Se determino que el AcMo anti-Pic presenta reacciones cruzadas por ELISA e IET con 

las proteínas autotransportadoras  Pet, Sat, EspC y la cepa EAEC 2403. 

 

        Los AcMo anti-Pic reconocieron por ELISA e IET un epítope que es compartido o 

similar dentro de las proteínas autotransportadoras estudiadas. Por lo tanto estos AcMo no son 

específicos  para identificar a la proteína Pic en cepas del grupo enteroagregativas, pero sí 

pueden ser de utilidad  en la detección de SPATE en diferentes grupos patógenos de  E. coli.  

 

       Finalmente una opción para poder producir un anticuerpo monoclonal específico contra 

Pic eliminando reacciones cruzadas con proteínas autotransportadoras contra las cuales 

presenta una alta homología sería el sintetizar una región de aminoácidos específicos de Pic 

que no sean compartidos dentro de este grupo de proteínas.  
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