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1. INRODUCCION
1.1 Propiedades del género

La Tribu Salmonelleae contiene el Unico género Salmonella, Orden Enterobacteriales y la
familia Enterobacteriacea, que reciben el nombre del microbidlogo estadounidense Daniel
Elmer Salmon(1850-1914). (Koneman, 2008). Esta compuesto por bacilos Gram negativos,
(ver Fig.1.) generalmente moviles por flagelos peritricos, anaérobios facultativos no
esporulados y se definen por sus propiedades bioquimicas. Las salmonellas son las
enterobacterias mas complejas, con mas de 2 400 serotipos descritos en el esquema actual
de Kauffmann-White. (Koneman, 2008. El género Salmonella presenta una serie de
propiedades metabolicas que permiten diferenciarlo de las restantes enterobacterias.
(Koneman, 2008).

Figura No.1 Fotografia de Salmonella Dahlem con tincion de Gram (-), observada a 100X.
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1.2 Estructura antigénica

Como todas las enterobacterias, el género Salmonella tiene tres tipos de antigenos:
somatico (O), flagelar (H) y capsular para Salmonella (Vi). (Katime, 2006).

e Antigenos Somaticos (O)
Estan compuestos por complejos de fosfolipidos y polisacaridos; su composicion es
aproximadamente: 60% polisacéridos, 20-30% lipidos y 3,5-4% hexosamina. (Caffer M.
I.Terragno R, 2001.)
El antigeno O es un lipopolisacarido termoestable, resistente a acidos diluidos y alcohol,
localizado en la pared celular. La fraccion interna se encuentra asociada con la endotoxina
(lipido A) y la fraccion externa o terminal es responsable de la especificidad seroldgica. Por
tratamiento de suspensiones vivas por el calor se destruye en antigeno H y Vi, y se
obtienen suspensiones puras de antigeno (O) que en presencia del anticuerpo especifico
producen una aglutinacién lenta y granular que no se deshace por agitacion (aglutinacion
somatica). (Pumarola A. 1987)

La cadena de polisacaridos del Ag O es un polimero de unidades repetidas de
oligosacaridos (de 3 a 5 azucares) lineales o ramificados. La naturaleza de los grupos
terminales y el orden en que se encuentran las unidades repetidas de la cadena determina la
especificidad antigénica somatica de la bacteria. Como esta estructura difiere ampliamente
entre las distintas serovariedades, hay diferencias en la especificidad antigénica O.

La estructura somatica se denomina con la letra O seguida de nimeros arabigos separados
por comas, que corresponden a sus factores, por ej. S. Typhimurium O: 1,45,12 ; S.
Enteritidis 0:1,9,12 Los Ag O se pueden clasificar de la siguiente manera:

1) Factores mayores que identifican el grupo antigénico O; por ej., el factor O: 4, el factor
0:9.

2) Factores menores, que pueden ser:

a) Los que tienen poco o ningun valor discriminativo porque siempre estan asociados a
otro factor; por ej., O: 12 que siempre esta asociado con O:2, 0:4 y O:9, como se
presenta en S. Paratyphi A O: 1,2,12; S. Typhimurium O: 1,4,5,12 y S. Enteritidis
0: 19,12

10
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b) Los que surgen como consecuencia de una modificacion quimica de los Ag
mayores; por ej., O:5 resulta de la acetilacion de la abecuosa presente en las
unidades repetidas del polisacéarido responsable de la especificidad 0:4,12; O:1
resulta de la insercion de un residuo de glucosa en la galactosa de la cadena de
polisacarido, como es el caso de la serovariedad S. Typhimurium O:1,4,5,12(Caffer
M. L.Terragno R, 2001.)

e Antigeno flagelar (H)

Es un antigeno termolabil, de naturaleza proteinica contenido en los flagelos. Se inactiva
por el calor, alcohol y acidos: por el contrario el tratamiento con formol fija los flagelos y
se obtienen suspensiones de bacterias flageladas, que también contienen el antigeno O, pero
por producirse la aglutinacion con el antigeno H més rapidamente y al titulo mas elevado,
se comportan como suspensiones flageladas puras. La aglutinacién flagelar es rapida en
forma de grumos grandes, blandos y algodonosos, que rapidamente se deshacen por

agitacion. (Pumarola A. 1987)

El género Salmonella es Unico entre los miembros de la familia Enterobacteriacea, debido
a que comunmente posee dos tipos de antigenos flagelares, los cuales son coordinadamente
regulados por un mecanismo de variacion de fases. Los genes responsables son FIiC
(antigenos flagelares fase 1) y FIjB (antigenos flagelares fase 2). (Paniagua G. L. Monroy
E. Vaca S. 2008)

De esta manera, s6lo un antigeno flagelar es expresado en un tiempo. En el mecanismo de
variacion de fases se encuentra implicado el operédn fljBA, el cual incluye al gen hin que
codifica la Hin recombinasa; el gen fljB que codifica el flagelo fase 2 y el gen fljA que
codifica un represor para el gen fliC.9 La Hin recombinasa cataliza la inversion reversible
de un segmento de 993 pb del cromosoma que contiene un promotor para el operon fljBA.
En una orientacion, el promotor dirige la transcripcion de los genes fljB y fljA, que inducen
la represidn del gen fliC. En la otra orientacién de hin, fljB y fljA no son expresados, por lo
que el antigeno flagelar fase 2 es apagado, y fliC es expresado nuevamente, seguido por la
expresion del antigeno flagelar fase 1. Algunos de estos alelos son definidos por un solo
factor (antigeno i, d, 0 r): otros son definidos por varios subfactores (e.g., antigenos I,v,g,m
y e,n,x). (Paniagua G. L. Monroy E. Vaca S. 2008).

11
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Atendiendo al antigeno flagelar, las salmonelas pueden ser monofasicas, cuando contienen
siempre el mismo antigeno flagelar, generalmente especifico (S. Typhi, S. Paratyphi A), o
bifasicas cuando el antigeno flagelar puede presentarse alternativamente en fase especifica
(fase 1) caracteristica del serotipo, o en fase menos especifica (fase 2), que puede ser
comun con otras Salmonella. Cuando se aisla una Salmonella en fase 2, generalmente es
necesario proceder a una inversion de fase (método de Sven Gard) para reconocer el

antigeno flagelar especifico y llegar a la identificacion del serotipo. (Pumarola A. 1987)

El flagelo es una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un segmento de
union (“hook™) y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a la envoltura de la célula y
el “hook” une el cuerpo basal con el filamento. En la serotipificacién flagelar de
Salmonella se usa solamente la especificidad antigénica del filamento. (Caffer M.
I.Terragno R, 2001.)

El filamento estd constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular (40
000Daltones) (Ibrahim G., Fleet G., Lyonsm 1985) En Salmonella se han encontrado mas
de 60 especificidades antigénicas flagelares. Las diferencias antigénicas surgen debido a
variaciones en la estructura primaria (contenido en aminoacidos y orden de ubicacion) de

las distintas moléculas de flagelina. (Caffer M. . Terragno R, 2001.).

e Antigeno capsular (Vi)

Es un antigeno capsular termolabil, que presentan algunas especies recién aisladas (S.
Typhi, S. Paratyphi C, S. dublin) responsable de la O-inaglutinibilidad. Por la adicion de un
suero Vi se produce una aglutinacion lenta y granular mas fina que la O (aglutinacion Vi).
Por tratamiento con el calor se destruye el antigeno Vi y la suspension se hace aglutinable
por un suero O. El antigeno Vi junto con el O, es el responsable de la virulencia, y los

anticuerpos Vi presentan poder protector. ((Pumarola A. 1987)

12
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1.3 Clasificacion del género Salmonella.

Desde el momento del primer aislamiento del microorganismo del grupo Salmonella
comunicado en 1884 por Gaffky (Bacterium thyfosum) y en 1886 por Salmon y Smith
(Salmonella Choleraesuis) el desarrollo de la nomenclatura de las salmonelas ha sido muy

complejo y es un tema de debate (Koneman, 2008)

Antes del 1° de julio de 1983, se utilizaban 3 especies de Salmonella para comunicar
resultados positivos en el diagnostico de la misma: S. Choleraesuis, S.Thyphi y S.
Enteritidis, y la mayoria de los serotipos pertenecian a esta Gltima especie. En la
actualidad, se designan dos especies de Salmonella segin su hibridacién de DNA, S.

enterica y S. bongori. S. entérica esta dividida en las siguientes subespecies:

I.  S.enterica subsp. enterica
Il.  S.entérica subsp. salamae

Illa. S. enterica subsp. arizonae
I1lb. S.enterica sbusp. diaizonae,
VI. S. entérica subsp. houtenae
V S. bongori

VI. S. enterica subsp. indica.

Por lo tanto existen dos especies y seis subespecies de S. entérica en el sistema actual
utilizados por los CDC (Koneman, 2008)

En la practica cotidiana, las cepas desconocidas de muestras clinicas que sean sugestivas
desde el punto de vista bioquimico de especies de Salmonella se confirman utilizando
antisueros policlonales que contienen anticuerpos contra todos los subgrupos principales,
los subcultivos de cepas confirmadas se remiten a laboratorios de salud publica, donde las
designaciones de los serotipos (p.ej., S. serotipo Thyphimurium) se hace sobre base a las

reacciones serologicas a los determinantes O y H. (Koneman, 2008).

13
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En todos los casos los subgéneros especies 0 subespecies se pueden dividir a su vez en
serotipos o serovares segun el esquema de Kauffmann-White. (Guibourdenche M,
Roggentin P, Mikoleit, 2010). (Ver fig. No. 2)

Clasificacion en serotipos (esquema seroldgico de Kauffmann-White) comprende:

Primera columna: indica el nombre de la serovariedad, si la misma pertenece a S. enterica
subesp. enterica (I) 6 las siglas S. I, S. llla, S. lllb, S. 1V, S. V, S. VI, indicando que la
serovariedad considerada pertenece a la subespecie Il 6 Ill a, entre otras.. (Caffer M.
I.Terragno R. 2001,13,14)

Segunda columna: Antigenos somaticos (O). Los nimeros indican el ¢ los factores del
antigeno O y se escriben, separados por una coma. Las serovariedades son agrupadas en
grupos somaticos, cada uno de ellos caracterizado por un factor O mayor. Asi se
determinan los grupos A, B, C, entre otros. (1,4,5,12:e,h:1,2), entre otras. (Caffer M.
I.Terragno R. 2001,13,14)

El Esquema de Kauffmann-White presenta 67 grupos O, desde el grupo A hasta el Z y
luego continla con numeros, desde el O:51 hasta el O:67(Caffer M. l.Terragno R.
2001,13,14)

Tercera y cuarta columna: Antigenos flagelares (H). Se indican los factores de las fases 1
y 2, del antigeno H, respectivamente. Para la fase 1 los factores se denominan con letras
minusculas, seguidas algunas veces por un nimero que figura como subindice y para la fase
2 se emplean en general nimeros ardbigos, aunque también se utilizan letras mindsculas.
Un signo "negativo" indica que la fase considerada esta ausente y por lo tanto la
serovariedad es monofésica. (Caffer M. I.Terragno R. 2001,13,14)

Los simbolos para los factores somaticos determinados por conversiéon fagica estan
subrayados (por ej. 1,2,12) (Caffer M. I.Terragno R. 2001,13,14)

Los factores O o H entre corchetes, no subrayados, pueden estar presentes o ausentes sin
relacién con la conversién fagica. Por ej. factor [5] del grupo O:4 (B). Cuando los factores
H estan entre corchetes significa que ellos se encuentran excepcionalmente en cepas
salvajes. (Caffer M. 1. Terragno R. 2001,13,14)

14
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Ejemplos:

Salmonella Enteritidis 1,9,12:g,m:- [Ag O 1, 9,12; Ag H (fase 1) g,m; Ag H (fase 2) es -;
la fase 2 esta ausente, por lo tanto la serovariedad es monofasica].

Salmonella Typhimurium 1,4,5,12:i:1,2 [Ag O 1,4,5,12 ; Ag H (fase 1) i ; Ag H (fase 2)
1,2; las dos fases flagelares estan presentes, por lo tanto la serovariedad es difasica].
Salmonella Typhi  1,9,12 [Vi]:d:-

15
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Type  Somatic (O)antigen  Flagellar (H) antigen
Fhase | Fhase ! Uther
Daarle 6,8 y enx
Dabou 8.2 2l W
Dadzie 51 Ly 8,n%
Dahlem 48 k 8Ny
Dahomey 4 K 16 [2)
Dahra 17 b 15
Dakar 28 2 16
Dakota 16 23 O.M,,
Dallgow 1319 2 &M 2y
Damman 6.7.14 3 A
Dan 81 k 0Nz
Dapango 41 r 1.2
Daula 820 z %
Daytona 6,7 k 16
Deckstein 0,46 ¢ 17
Delan 3 y 82
D‘lm 18 zn ~
Domba 2% d Lw [2.]

Figura No. 2 Foérmulas antigénicas de la serologia de Salmonella Dahlem, localizada en el
recuadro amarillo.
Fuente: ( Patrick A.D. Francois X. 2007)

16
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1.4 Métodos de diagnostico

En el laboratorio se emplean, métodos convencionales para la recuperacion de Salmonella
como: Preenriquecimiento, enriquecimiento, crecimiento en agares selectivos, pruebas

bioquimicas y serotipificacion. (Parra M, Durango J, Mattar S, 2002).
e Preenriquecimiento

Paso de gran importancia en la recuperacion de Salmonella spp. Medio  de

preenriqueimiento liquido no selectivo: Agua Peptonada Tamponada. (Biarnés M.2011)
e Enriquecimiento

Medio de enriquecimiento selectivo semisolido; Rappaport Vassiliadis Semisolido
Modificado (MSRV). Facilita la multiplicacion e inhibe el crecimiento de gérmenes

competitivos. (Biarnés M.2011)
e Siembra e Identificacion

Medios selectivos sélidos como: Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) éste obligatorio y un
segundo medio selectivo s6lido como Salmonella-Shigella Agar Hektoen (HE) o el verde
brillante (VB), los cuales inhiben flora acompafante y permiten el crecimiento y

diferenciacion de Salmonella. (Biarnés M.2011)
e Confirmacion bioquimica y seroldgica

Bioquimicamente se utiliza una bateria de pruebas: Agar Hierro Triple Azlcar (TSI)
donde no fermentan lactosa, fermentan glucosa, producen &cido sulfhidrico y gas, son VP e
Indol negativos, rojo de metilo y citrato positivos, son urea negativos, LIA y MIO
positivos, entre las principales o bien con métodos comerciales como es la tira de API de
BioMérieux Hazelwood,que consta de tubos de plastico con compartimentos que contienen
agar con distintos sustratos y con una aguja en su interior que posibilita la inoculacion del
tubo de forma répida y sencilla a partir de una Unica colonia o también soportes de
plasticos con pocillos de facil inoculacion que contienen sustratos cromogénicos y/o
fluorogénicos en estado deshidratado que se rehidratan en contacto con la muestra (BBL

Crystal, BD Becton, Dickinson and Company, USA. Otras pruebas comerciales utilizadas
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son reacciones cromogénicas, donde los sustratos cuando estan en contacto con Salmonella

liberan moléculas fluorescentes, como por ejemplo el BBL CHROMagar. (Biarnés M.2011)

La confirmacion seroldgica se lleva a cabo mediante: a) Aglutinacion rapida en
portaobjetos, b) identificacion en cascada mediante sueros polivalentes somaticos,
monovalentes antigenos O, polivalentes flagelares, sueros monovalentes flagelares.
(Biarnés M.2011)

Antes de la serotipificacién se debe comprobar que no sea cepa Autoaglutinable con

solucion Cloruro de sodio al 2%.(Biarnés M.2011)

e Serotipificacion
La serotipificacion constituye un importante complemento de la identificacion bioquimica
y desde el punto de vista epidemioldgico, para controlar brotes y epidemias, que permite
determinar la prevalencia de una serovariedad en distintas zonas geograficas, como asi
también es de utilidad para conocer la fuente de infeccion y las vias de transmision. Para
establecer las relaciones genéticas entre cepas y por ende definir con mayor precision sus
relaciones epidemioldgicas, se utilizan técnicas como la fagotipificacion y la electroforesis,
entre otros métodos de subtipificacion. (Caffer M. 1. Terragno R, 2001.)
El uso de reacciones antigeno — anticuerpo para la serotipificacion de las bacterias se basa
en que los microorganismos presentan diferencias en su constitucién antigénica, alin entre
grupos de microorganismos relacionados. Los microorganismos expresan una gran variedad
de antigenos (Ag): componentes estructurales de la célula (pared, capsula, fimbrias);
productos de excrecion (exotoxinas, enzimas extracelulares). (Caffer M. L.Terragno R,
2001.)
Quimicamente, los Ag pueden ser proteinas, carbohidratos y complejos de polipéptidos.
Como son moléculas complejas tienen mas de una subestructura que puede servir como
determinante antigénico. Debido a esto en los sueros inmunes se encuentran anticuerpos
que reaccionan contra distintos determinantes antigénicos de la misma molécula. La base
de la serotipificacion para todas las enterobacterias es similar: se pone en evidencian la
presencia de antigenos somaticos(O), flagelares(H) y capsulares(Vi). (Caffer M.
I.Terragno R, 2001.)
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En el caso de Salmonella, las serovariedades surgen como consecuencia de una asociacion
particular de factores antigénicos somaticos O y flagelares H. (Caffer M. L. Terragno R,
2001.)

1.5 Epidemiologia

La salmonelosis es una enfermedad de distribucién mundial transmitida por alimentos que
afectan tanto a los paises en desarrollo como a los desarrollados y es considerada un serio
problema de salud publica debido al gran impacto socioecondémico que ocasiona.

Desde la década de los ochenta en las naciones del primer mundo, la incidencia de
salmonelosis aument6 considerablemente, alcanzando proporciones epidémicas en varios
paises, siendo los individuos mas vulnerables menores de cinco afios y los mayores de 60
afios de edad. En México, en 1994 las notificaciones de casos por salmonelosis registraron
un aumento de 100,342 casos a 215,155 en 1998 (tasa de 111.21 y 223.53 por 100,000
habitantes, respectivamente), con mayor incidencia tres grupos de edades, los de 15 a 24
afios, de 25 a 44 afios y de 45 a 64 afios, siendo el segundo el grupo mas afectado.
(Paniagua G. L. Monroy E. Vaca S. 2008)

Las salmonelas son patogenos primarios de los animales (p. ej., aves de corral, vacas,
cerdos, mascotas, aves, ovejas, focas, burros, lagartos y viboras) que constituyen la fuente
principal de la salmonelosis no tifoidea en los seres humanos. Es interesante destacar que el
hombre es el Unico reservorio conocido de S. Thyphi. Cerca del 50% de las epidemias de
salmonelosis son el resultado de la transmision por aves y productos avicolas
contaminados. Las salmonelas en las heces de las gallinas contaminan las superficies de los
huevos o0 penetran internamente a través de las grietas finas. En las gallinas con infeccion
ovarica, los microorganismos pueden contaminar las yemas. La ley de inspeccion de
productos de huevos de 1970 requiere la pasteurizacion de todos los productos de los
huevos y la inspeccion supervisada federal de los huevos con cascara para detectar grietas.
(Koneman, 2008).

Cualquier alimento susceptible de contaminacion de origen fecal puede transmitir la

infeccion, la dosis infectiva suele ser muy elevada y depende de la virulencia de la cepa.
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Otro factor importante para la contaminacion del alimento es la exposicién a cierto tipo de

vectores como la mosca doméstica. (Parra M, Durango J, Mattar S, 2002).

1.6 Inmunoglobulinas

Los anticuerpos pertenecen a un grupo de moléculas de glucoproteinas relacionadas
estructuralmente, que se hallan en la sangre y en los liquidos extracelulares conocidos en
conjunto como inmunoglobulinas (Ig). Estas moléculas son producidas por linfocitos B que

expresan Ig de Unica especificidad unidas a su superficie. (Koneman E, 2008)

Las inmunoglobulinas (Ig) estan formadas por dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas
y tienen 2 sitios para la union del antigeno especifico (sitios Fab). La regién de la molécula
que no se une al antigeno, compuesta por regiones de las dos cadena pesadas, se denominan
region Fc. (Koneman E, 2008). Las Ig pueden dividirse en cinco clases: 1gG, IgM, IgA,
IgD e IgE (Ver Fig. 3 y 5), basdndose en su estructura segun las diferencias en las regiones
C de las cadenas pesadas, asi como también determina la subclase de la inmunoglobulina

correspondiente.

Clases de anticuerpos
Caracteristicas IgG IgM IgA IZE gD
Cadena pesada ] I o E d
Cadena ligera K oF A K or & KorA Korh Ko A

Estructura Y

Figura No. 3 Clases de inmunoglobulinas humanas Fuente: (Calderén R. V. 2007)
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Las distintas clases de inmunoglobulinas reciben el nombre de isotipos. (Alvares L. 2004).

Las moléculas de IgG tienen un peso molecular de alrededor de 150 kilodaltons (kDa), 1gG
es la inmunoglobulina mas abundante en el suero de los mamiferos y representa
aproximadamente el 75% del total de las inmunoglobulinas circulantes y tiene una
concentracion elevada en suero (10mg/mL), siendo escasa en las secreciones su vida media
es de aproximadamente 20 dias. Las 1gG de humanos se dividen en cuatro subclases: 1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4 que constituyen el 70, 20, 8y 2% respectivamente, de la IgG total. En
el raton, animal utilizado frecuentemente para el estudio de las respuestas inmunitarias, el
isotipo IgG se divide en las subclases 19G1, 19G2a, 1gG2b e IgG3. (Ver Fig. 4)(Alvarez
2004)

Tabla II: CARACTERISTICAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE RATON

Propiedades IgG IeA IgM  IgD gk
Clase cadena pesada (H) Y o Il b £
Subclase cadena pesada N o @b P No No No No
Peso molecular (kDa) 160 160 160 160 160 900 180 190
Concentracidn en suero (mg/ml) 0305 0140 015 0102 001003 01-16 3104001 10%10°
Vida media (dias) 811 312 2635 48 051 051 <1 <l
Carbohidratos (%) 23 023 23 2 7 912 125 12
Coeficiente de sedimentacion (S) 66 66 66 66 67 19 65 8
Coeficiente de extincion 0 1% A 14 14 14 14 135 118

Fijacion del complemento’® - 444 4+ #- -+ NC NG

* N.C.: No Conocida,

Figura No. 4 Caracteristicas de las Ig de raton.

Fuente; tomada de Alvarez L. 2004:23
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Los anticuerpos IgM se hallan en la sangre y liquidos extracelulares, son extremadamente
eficaces a la hora de fijar complemento, de un 5 a 10 por ciento de los anticuerpos esta
constituido por los anticuerpos IgM. Las moléculas de IgM constan de cinco monémeros
que se unen entre si mediante cadena J para formar un pentdmero, son la primera clase de
anticuerpos que se producen mediante la respuesta inmunitaria primaria.(lgraham J.
Igraham C. 1998)

Los anticuerpos IgA son los segundos en cuanto a abundancia, representando del 15 al
20 por ciento de los anticuerpos del organismo. Los anticuerpos IgA se presentan en
forma de mondémeros o dimeros. EI mondémero se encuentra en la sangre y el liquido
extracelular, mientras que el dimero se presenta en secreciones como la saliva, la leche y el
moco. La cadena J o péptido de union, producida por la células plasmaticas, mantiene los

dos mondmeros unidos entre si para formar el dimero. (Igraham J. Igraham C. 1998)

Los anticuerpos IgE son mondmeros, se encuentran en el organismo en pequefiisimas
proporciones, constituyendo menos del 0.01 por ciento del total de los anticuerpos. La IgE
se fija en la superficie de los basofilos, mastocitos e osindfilos. Cuando las moléculas de
IgE se unen a un antigeno estimulan la desgranulacion del microorganismo, liberandose
potentes mediadoras de inflamacion como la histamina. La desgranulacion contribuye a la
defensa del organismo frente a las enfermedades producidas por parsitos. (Igraham J.
Igraham C. 1998)

Desgraciadamente un incremento en la desgranulacion de las IgE también contribuye a la
reaccion de alergia, y se considera un mal funcionamiento del sistema inmunitario.
(Igraham J. Igraham C. 1998)

Los anticuerpos IgD son mondmeros que representan menos del 1 por ciento del total de
los anticuerpos. Es la clese principal de anticuerpos que se encuentran sobre las membranas
celulares de las células B productoras de anticuerpos, su funcién es poco conocida.
(Igraham J. Igraham C. 1998)
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~ Cadena Cadena Coeficientede PM Wi | cagena Contenido
Inmunoglobuind  pecada ligera Sedimentacidn (M)  pesada carbohidratos(%) Aoggn |

126, b KA 75 146000 50000 23 138 5095
126, KA 75 146000 50000 23 5.0-85
126, KA 75 170000 60000 23 8290
125, b Kk 75 146000 50000 23 5,060
oM Y 195 000000 68000 12 125 5178
lgA, Y 75 160000 56000 -1l 134 5266
g, Y 75 160000 52000  7-lI 5.0-66
oA, 0,0, KA 115 370000 5256000 11 1762
2D 5 KA 75 184000 68000 12 70 -

I Y 85 190000 72000 12 153 -

Figura No. 5 Caracteristicas de las Ig humanas
Fuente: (Calderén R. V. 2007)

1.7 Anticuerpos monoclonales

Un antigeno es una sustancia que induce la formacién de anticuerpos en un animal que se
inmuniza contra ella en particular. Casi siempre el antigeno es inmunogénico, es decir,
puede estimular la formacién de anticuerpos y unirse de manera especifica con los

anticuerpos que se formaron contra él. (Koneman E, 2008)

No todas las estructuras moleculares que componen un antigeno son igualmente
inmunogénicas; las que son reconocidas por los anticuerpos se denominan determinantes
antigénicos inmunodominantes o epitopos. Las caracteristicas Unicas de cada antigeno
dependen de los tipos y las secuencias de los aminodcidos de una proteina, de la
composicion quimica y estructural de los polisacaridos, glucoproteinas y acidos nucleicos y

de sus estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias. (Koneman E, 2008)

Los anticuerpos pertenecen a un grupo de moléculas de glucoproteinas relacionadas
estructuralmente que se hallan en la sangre y en los liquidos extracelulares conocidas en

conjunto como inmunoglobulinas (1g). Estas moléculas son producidas por los linfocitos B
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que expresan una Ig de Unica especificidad unidas a una superficie. Cuando los receptores
de antigénicos de estas células encuentran el ligando apropiado, los linfocitos B proliferan
y comienzan a secretar anticuerpos solubles contra el antigeno diana. Las células
plasmaticas producen, en forma individual, grandes cantidades de moléculas Unicas de

anticuerpos que tienen la misma especificidad de unién al antigeno. (Koneman E, 2008)

Rara vez se encuentran moléculas de antigeno con un Unico epitopo; por el contrario
pueden existir cientos o incluso miles de posibles determinantes antigénicos sobre la
superficie de una célula o dentro de una, mezcla de otras sustancias. Cuando estas mezclas
de antigenos se inyectan en un animal se estimula un numero equivalente de clones de
linfocitos. A pesar de que cada clon produce un anticuerpo especifico, el resultado es una
mezcla muy heterogénea de moléculas de anticuerpos, cuya afinidad y especificidad a
menudo se desconocen y es dificil de controlar entre los diferentes lotes. (Koneman E,
2008)

Cuando estos antisueros policlonales se utilizan en los sistemas de ensayos inmunol6gicos
concernientes a agentes infecciosos se puede observar reactividad cruzada porque los
determinantes antigénicos son compartidos por diferentes especies o las mutaciones pueden
haber llevado a la evolucion de epitopos lo suficientemente relacionados con la

especificidad para producir reacciones cruzadas detectables. (Koneman E, 2008)

Los anticuerpos monoclonales son el producto del unico clon de linfocitos, surgieron
gradualmente como un subproducto de las investigaciones sobre fusion celular y de las
técnicas de produccion de hibridomas desarrollados por Kholer y Milstein, gracias a su
descubrimiento, hoy es posible aislar lineas clonadas de linfocitos individuales que

producen moléculas de anticuerpos Unicas y monoespecificas. (Koneman E, 2008)

Los anticuerpos monoclonales hacen referencia a especies moleculares de
inmunoglobulinas uniformes y homogéneas. (Koneman E, 2008) La caracteristica principal
de esta técnica no se basa en que se puede realizar el aislamiento de una linea Unica de
células que producen anticuerpos monoclonales, si no que estos linfocitos de raton pueden
“fusionarse” con células de mieloma de raton para producir células hibridas con dos

propiedades inherentes: 1) capacidad de producir anticuerpos monoespecificos (adquirida
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de los linfocitos parentales) y 2) la capacidad de crecer en forma permanente en cultivo (la

caracteristica de “inmortalidad” adquirida de las células de micloma). (Koneman E, 2008)
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2. OBJETIVO GENERAL

Producir anticuerpos monoclonales contra el flagelo z15 de Salmonella Dahlem
inmunizando ratones BALB/c con el antigeno flagelar z15, para contribuir al diagnostico

serologico especifico de salmonelosis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Producir anticuerpos monoclonales contra el flagelo z15 de Salmonella Dahlem
inmunizando ratones BALB/c con el antigeno flagelar.

2. Caracterizar el o los anticuerpos monoclonales obtenidos determinando clase y
subclase de anticuerpos por ELISA Indirecto.

3. Evaluar la reactividad especifica de los AcMo contra el antigeno flagelar z15 de

Salmonella Dahlem, mediante ELISA Indirecto e Inmuno Electro Transferencia.

3. HIPOTESIS

Si se inmuniza ratones Balb/c con el flagelo z15 de Salmonella Dahlem,y se le obtienen las
células del bazo, y al fusionarse con el mieloma X63Ag8.553, seleccionaremos hibridomas
productores de anticuerpos haciendo clonacién por dilucion limitante, y entonces

obtendremos anticuerpos monoclonales especificos contra Salmonella Dahlem.
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4. JUSTIFICACION

La clasificacion del género Salmonella se basa en sus propiedades bioquimicas y
antigénicas, existiendo una gran cantidad de serotipos, por lo tanto la confirmacion
serologica se complica, en los laboratorios a nivel nacional como en el de referencia del
INDRE (Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos) existe la serotipificacion
con anticuerpos policlonales, donde se demuestra la presencia de anticuerpos aglutinantes
(aglutininas), contra los antigenos H (flagelos) o antigenos O (somatico). La desventaja
de este diagndstico es que pueden existir reacciones cruzadas ya que hay serotipos de
Salmonella que poseen antigenos flagelares (H) muy similares, estos son antigenos
constituidos por una proteina, la flagelina cuya composicién en aminoécidos es constante y
que solo se diferencian por un solo aminoacido y depende de dos genes estructurales, que
corresponden a la fase 1y a la fase 2. (Parra M, Durango J, Méttar S, 2002). La mayoria de
las cepas del género Salmonella pueden expresar las dos especificidades de su antigeno H
(difasicos), sin embargo, existen algunas que pueden expresar solamente una, ya sea la uno
0 la dos (monofésicas) (Parra M, Durango J, Mattar S, 2002) y en el caso de Salmonella
serotipo Dahlem, el antigeno somatico es 48,el antigeno flagelar es fase 1: k,y fase 2:
e,n,z;s, (Patrick A. Weill F, 2007) segun la nomenclatura de Kauffmann-White. Por tal
motivo se pretende producir un anticuerpo monoclonal contra Salmonella Dahlem antigeno
flagelar fase 2 “,;5», para utilizarlos como referencia en la confirmacion serolégica de
Salmonella, cuando se presente alguna reaccion cruzada con otro antigeno flagelar, un

ejemplo es con el antigeno flagelar “e,n,x”, de Salmonella Johanesburg.
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5. MATERIAL
5.1 Animales

e 4 ratones hembra BALB/c de 6 semanas de edad

5.2 Medios de cultivo celular

e RPMI-1640
e DMEM
5.3 Cepas

e Antigeno de Salmonella Dahlem concentracion de 3UFC/mL, calibrado al
Nefelometro 0.5, cepa previamente serotipificada correctamente por el CDC,
crecida con el antigeno flagelar en fase 2 z15.

5.4 Lineas celulares

e Células de mieloma X63Ag8.553

e Linfocitos B extraidos de bazo de raton

5.5 Material de Laboratorio

e Pinzas, tijeras de disecciony bisturi con navaja
e Cama de diseccion

e Placas de poliestireno de alta adherencia de 96 pozos
e Telaorganza

e Caja Petri estéril

e Jeringas estériles

e Tubos conicos de 25, 50mL estériles
e Placas de cultivo de 96 pozos

 Botellas de cultivo de 25cm?

e Filtros de 0.45um

e Pipetas estériles de 1, 2,5,10,25mL
e Guantes

e Cubrebocas
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5.6 Equipo de laboratorio

Campana de flujo laminar
Lector de ELISA

Microscopio invertido de fases
Incubadora

Estufa incubadora de CO,
Centrifuga clinica
Espectrofotometro UV/vis
Microcentrifuga refrigerada
Vortex

Fuente de poder

Céamara de electroforesis
Céamara de electrotransferencia
Parrilla agitador magnéetico
Columnas de purificacién

Kit para concentra anticuerpos

5.7 Reactivos

Todos los reactivos requeridos se describen en el anexo |

29



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO FESC-1

6. METODOLOGIA

Cafacterizar 2] o los anticosrpos
manaclanalss abiznidos
determinando clase v osubclase ds
anticuspo: por ELIZA %
eoonocimisnte especfice  por
ELISA v Wastem Blpt.

Figura No.6 Esquema de produccion de anticuerpos monoclonales
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Para las metodologias llevadas a cabo, los reactivos y soluciones utilizados, se

describen en el Anexo |.

Para producir anticuerpos monoclonales contra el flagelo z15 de Salmonella

Dahlem, lo primero que se realiz6 fue la inmunizacion.
6.1 Inmunizacion

Se utilizaron 4 ratones hembra BALB/c de 6 semanas de edad, uno se dejo como
blanco, los tres restantes se inmunizaron una vez por semana durante 6 semanas, una
suspension bacteriana inactivada, fijados los flagelos en formaldehido, como antigeno,
proveniente de la cepa Salmonella Dahlem concentracion de 3UFC/mL, calibrado al
Nefelometro 0.5 de una cepa previamente serotipificada correctamente por el CDC,

crecida en la fase 2 que se requiere en este caso z15. Ver tabla No. 1

NUmero de
inmunizacion Dia Via Vol. x Dosis
1 1 IP 150uL de Ag + 150uL de ACF
2 8 IP 150pL de Ag + 150uL de ACF
3 15 IP 150uL de Ag + 150uL de AIF
4 22 IP 150puL de Ag + 150pL de AIF
5 29 IP 150uL de Ag formalinizado
6 33 v 150pL de Ag formalinizado

Tabla No.1 Esquema de inmunizacién para la obtencion de AcMO contra el flagelo z15

de Salmonella Dahlem

La evaluacion produccion de anticuerpos en los ratones y en sobrenadante de

cultivo se realizd6 mediante ELISA indirecto.
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6.2 ELISA Indirecto.

Para la titulacion de anticuerpos producidos por los ratones inmunizados se extrajo
un volumen aproximado de 200uL de sangre venosa, mediante un pequefio corte de la cola
del ratdn, separando el suero suficiente para evaluar la respuesta inmunitaria de los mismos
mediante un ELISA indirecto. El antigeno se utilizé sin diluir. Se sensibilizaron los pozos
de poliestireno con un volumen de 100pL de la solucion del antigeno, se incub6 la placa de
ELISA a 4°C durante la noche. Se elimino la solucion vertiendo el contenido de los pozos y
se secO el exceso sobre una gasa. La placa se lavo 3 veces con 200uL/pozo con la solucién
salina de fosfatos y Tween 20 al 0.05%, pH 7.2 (Solucién 2), durante 5 min cada lavado;
entre cada uno se elimind la solucion vertiendo el contenido de los pozos y se seco el
exceso sobre una gasa. Se agreg6 a la placa 200uL/pozo de leche descremada al 5%
(Solucion 7) en PBS-tween, se incubd durante 30 min. a 37°C, se repitieron los pasos de
lavado. Para evaluar sobrenadantes de cultivo se colocaron 100uL/pozo de sobrenadante
sin diluir 6 para evaluar sueros de ratones se colocan diluciones dobles seriadas partiendo
de 1:500 vy se incub6 toda la noche a 4°C. Se repitieron los pasos de lavado.
Posteriormente se colocaron 100uL de conjugado anti-gamaglobulina total de ratdn-
peroxidasa por pozo (a una dilucion previamente titulada 1:4000 y establecida), se incubo
a 37°C durante 2 horas y se procedi6 a los lavados nuevamente. En cada pozo se colocaron
100uL de la solucién cromogeno/ sustrato correspondiente. La placa se incubd en la
oscuridad durante 15 min. La reaccion enzimatica se paré afiadiendo 100uL/pozo de &cido
sulfarico 2N (Solucion 3) y finalmente se leyd la absorbancia en un lector de ELISA a
490nm.

Cabe mencionar que para cada ELISA realizado se agregaron controles: el positivo que
correspondia al suero hiperinmune del ratén a una dilucién 1:1000, el control negativo a

PBS y el control de conjugado.

32



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO FESC-1

6.3 Fusion celular

a) Se eligio al ratén con mayor titulo de anticuerpos

b) Se le dio el ultimo reto, llamado asi a la inmunizacion al raton por VI, con 150 pl
del antigeno, tres dias antes de realizar la fusion, de tal manera que aumente adin
mas su respuesta inmunoologica contra éste.

c) Preparacion de las células de mieloma

Las células de mieloma empleadas como pareja de fusion se descongelan una semana antes
de la fusion y se mantienen en crecimiento exponencial en medio de RPMI.1640
(Solucion 15) y con SFB al 10% (Solucién 16) incubadas a 37°C en atmosfera de 95% de
aire y 5% de CO,,

d) Fusion

El raton elegido para la fusion se sangro a blanco por via retrorbital (Ver Anexo II)
(control positivo en las pruebas de ELISA), y se sacrificd por dislocacién cervical (Ver
Anexo Il). Asépticamente se extrajo el bazo. Se colocé el bazo en una caja Pétri
estéril, que contenia aproximadamente 5 mL de medio RPMI-1640 sin suero fetal
bovino y un cuadro de tela de organza estéril, la cual sirvio para disgregar el bazo. El
bazo se envolvié totalmente con la tela organza y con ayuda del émbolo de una jeringa
estéril se presiond lo mas suavemente posible para disgregar el tejido y por ultimo se
resuspendio con una pipeta estéril, la suspension celular resultante se colocé en un tubo
de 50 mL y se lavo una vez con medio RPMI-1640 sin suero, mediante centrifugacion.
Las células del mieloma fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 10 mim a T.A, se
desecho el sobrenadante y se resuspendio el botdn celular en 25mL de medio RPMI-

1640 sin suero fetal.

Se mezclaron las células de bazo y las de mieloma en una relacion 5:1 (5 células de bazo
por 1 célula de mieloma) en un tubo de 50mL, y se centrifugaron a 1200rpm durante 5
min, se elimind el sobrenadante y se disgregaron suavemente las células, por cada 60
millones de células, se agregaron 0.5mL de polietilenglicol (Solucién 21), en un tiempo
aproximado de 60 segundos agitando suavemente. Se agregaron 5mL de medio RPMI-

1640 sin suero fetal Bovino, por goteo y agitando suavemente en un lapso de 3 min; de la
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misma forma se le adicionaron 15mL mas en un lapso de 1 min y se centrifuga a 1200 rpm
durante 10 min a 37°C, se resuspendieron las células en medio RPMI-1640 con SFB al
20% adicionando con HAT (Solucion 19). Se colocaron 200uL /pozo en 4 placas de
cultivo de 96 pozos y se cultivaron a 37°C en atmdsfera himeda con 95% de aire y 5%
CO,. Las células se revisaban diariamente para identificar si existe algun tipo de
contaminacion, por ejemplo turbidez, mal olor, cambio de color del medio (acido o béasico
teniendo como indicar de pH al rojo de fenol) y checar en el microscopio de inversion de
fases los pozos con células viables, confluencia mayor a 50% o si se requerian de cambiar
medio, diez dias después de la fusion se realizaron los cambios a medio de cultivo con HT
(Solucion 20) por 5 dias, al finalizar estos solo se cultivaron las células con medio RPMI-
1640 suplementado con SFB al 15%.
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6.4 Seleccidn bioquimica de hibridomas.

Los cambios de medio a las células de la fusion se realizaban conforme al calendario que

se muestra a continuacion.
Tabla No. 2 Calendario para seleccion de hibridomas positivos.

Dia Tipo de medio y Actividad
concentracion

RPMI-HAT con 15% de SFB  Fusion celular

RPMI-HAT con 15% de SFB ~ Revision y cambio de medio

RPMI-HAT con 15% de SFB  Revision y cambio de medio

RPMI-HAT con 15% de SFB  Revision y cambio de medio

12 RPMI-HAT con 15% de SFB  Revision y cambio de medio

15 RPMI-HAT con 15% de SFB  Revision y cambio de medio

18 RPMI-HT con 15% de SFB Revision y cambio de medio a HT

20 RPMI-HT con 15% de SFB Revision y cambio de medio

23 RPMI-HT con 15% de SFB 1ra. Evaluacion por ELISA indirecto

25 RPMI-HT con 15% de SFB 2da. Evaluacion por ELISA indirecto

O O W

28 DMEM con 12% de SFB Revision y cambio de medio a
DEMEM
31 DMEM con 12% de SFB Seleccidn de hibridomas positivos

6.5 Clonacion celular por dilucion limitante.

La presencia de hibridos productores de anticuerpos se detecté tomando el
sobrenadante de los cultivos y evaluandolos por ELISA indirecto. De los pozos en cultivo
solo fueron seleccionados para clonar aquellos con resultado de ELISA positivos al

reconocimiento de su antigeno especifico z15.

Se colocaron 100pL de medio de cultivo DMEM (Solucion 15) con SFB (Solucion
16) al 12% en toda la fila A de una placa de cultivo de 96 pozos, se tomaron 100uL de
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suspension celular de uno de los hibridos positivos seleccionados, y se colocaron en la
posicion Al de la placa y a partir de esta se realizaron diluciones dobles seriadas hasta el
final de la fila y se dejaron reposar 10 minutos. Se contaron al microscopio invertido las
células presentes en cada pozo y se sefiald aquel que contenia entre 30 y 40 células. Se
tomo todo el volumen del pozo marcado y se diluyé en 18mL de medio DMEM con SFB
al 12%, mezclando lentamente y de esta suspension celular se sembraron con 200uL en

cada pozo de las 7 filas restantes de la placa.

Las placas de las clonaciones realizadas se incubaron a 37° C con 95% de aire, 5% de CO,
durante una semana. Posteriormente se revisaban los pozos de las placas para observar la
proliferacion celular a partir de una sola celula, y los pozos donde se localizaban fueron
seleccionados para probar el sobrenadante por ELISA indirecto y detectar si estas clonas
secretaban anticuerpos especificos al antigeno utilizado; Y si estas resultaban positivas se

procedia a repetir la clonacién 2 veces mas.
6.6Proliferacion in vitro.

Se realizé la proliferacion in vitro, manteniendo las clonas celulares en botellas de
cultivo de 25cm?, se checaban cada tercer dia que la confluencia fuera del 90%, las células
se congelaban (Ver Anexo Il) y a las que se mantenian en las botellas se les cambiaba
medio de cultivo DMEM con SFB al 10% segun lo requerian y se incubaban a 37°C con
95% de aire y 5% de CO,. De esta manera se obtenia gran cantidad se células como de

sobrenadante.

6.7Determinacion de subclase de anticuerpo de raton por ELISA.

Se determind la subclase de los anticuerpos producidos por las clonas, utilizando

sobrenadante de cultivo celular, mediante un ELISA de captura.

Se sensibilizé una placa de ELISA de 96 pozos con 100uL de cada subclase anti-
IgG de ratén, dos columnas de la placa por duplicado de cada subclase: 1gG1, 1gG2a,
IgG2b e 1gG3, previamente tituladas 1:10,000 en buffer de boratos (Solucién 8). Se dej6

incubar toda la noche a 4°C. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20,(Solucion 2)
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durante 5 minutos cada uno, se colocaron 200uL de solucion de blogueo (Solucion 7) en
cada pozo y se incubd a 37°C 30 minutos. Se repitieron los mismos pasos de lavado. Se
colocd 100uL de sobrenadante de cultivo de los AcMO, se incub6 a 37°C por 2 horas. Se
repitieron los pasos de lavado. Se colocd 100uL a cada pozo del conjugado anti-lgG de
raton en cabra, incubando a 37°C por 2 horas. Se repite el paso 2. Se coloc6 100uL a cada
pozo de solucion cromogeno sustrato para peroxidasa (Solucién 6), se cubrio de la luz
durante 15 minutos y se par6 la reaccion con acido sulfdrico 2N (Solucién2) se leyo la
absorbancia en el lector de ELISA a una A de 490 nm.

6.8 Purificacion de AcMO mediante cromatografia de afinidad

Se utilizd una columna de sepharosa-proteina A la cual se lavé con 10 veces su volumen
de PBS (Soluciénl) filtrado, posteriormente el medio de cultivo se incorpor6 a la columna
mediante goteo con una velocidad de 0.5mL/min, dejandola fluir, se recirculo 3 veces. Ya
integrada la muestra en la columna se paré el flujo de la columna y se guard6 a 4°C. La
columna se lavo con PBS (Solucionl) filtrado, colectando fracciones de 1.5 mL en tubos
numerados que correspondia a la fraccion inespecifica. Se leyo la absorbancia a 280 nm del
liquido recuperado en cada tubo en un espectrofotometro y cuando se obtuvo una lectura
menor a 0.05 se empezd a lavar con solucién de glicina 0.1M, pH 2.5 (Soluciénl8) para
eluir los anticuerpos puros obteniéndolos en fracciones de 1.5 mL en tubos numerados (10
aproximadamente) y se leyo en el espectrofotometro a 280 nm. Se tomaron todas las
fracciones cuya absorbancia resulté mayor a 0.2 y el volumen total se dializ6 contra PBS
(Solucidénl) filtrado, durante toda la noche a 4°C. Se determind la concentracién de
proteinas por método Bradford. El anticuerpo puro fue fraccionado y conservado a -20°C

hasta su uso.

Nota: como control positivo se utiliz6 suero de raton hiperinmune a una dilucién de 1:1000

para cada una de las subclases.
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6.9 Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

A partir de una solucién concentrada de Albumina Sérica Bovina a una concentracion de
1mg/mL, se hicieron soluciones de concentracion conocida de albumina de 10 a 100ug/mL
en PBS (Solucién 1).

Tabla No. 3 Muestra la preparacion de la curva de concentracion de Albdamina Sérica

Bovina
Proteina
Tubo [Lmg/mL] PBS Concentracién

0 0pL 1000pL Opg/mL

1 10 pL 990 pL 10 pg/mL
2 20 pL 980 pL 20 pg/mL
3 30 pL 970 pL 30 pg/mL
4 40 pL 960 pL 40 pg/mL
5 50 pL 950 pL 50 pg/mL
6 60 pL 940 pL 60 pg/mL
7 70 pL 930 pL 70 pg/mL
8 80 pL 920 pL 80 pg/mL
9 90 pL 910 pL 90 pg/mL
10 100 pL 900 pL 100 pg/mL

Se utiliz6 la fila A de una microplaca donde se colocaron 40uL de proteina de cada uno de
los tubos en orden ascendente, en la fila B se realizé lo mismo, para que se realizara por
duplicado, se agregaron 160uL solucién de Bradford marca Bio-rad (diluido 1:5 en agua
destilada)para completar los 200uL de en todos los pozos de la curva, Se seleccionan los
pozos en los cuales se colocaran las muestras problema por duplicando considerando un
volumen de 40uL por pozo, en el que se puede colocar 10 pL de muestra + 30 uL de PBS
(Solucionl) 6 20 pL de muestra y 20 pL de PBS, etc., incluso los 40uL de muestra.
Finalmente se completd con 160uL de solucion Bradford(1:5) teniendo un total de 200uL

por pozo. Ya montada la curva con la muestra en la microplaca, se leyo la absorbancia en el
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lector de ELISA a 595nm. De los valoras obtenidos se graficd, se hizo un analisis de
regresion lineal considerando un valor de r=0.99999, se interpolaron los valores de

absorbancia de las muestras problemay se calculé la concentracion de proteinas.

6.10 Concentracion de AcMO por Ultrafiltracion.

Se realizé la concentracion de los AcMO purificados mediante Amicon-Ultrafiltracion, kit
de filtros centrifugos, y para iniciar con la concentracion primero se hicieron 3 lavados a los
filtros por 20 minutos cada uno con solucién de PBS (Soluciénl), después se verti6 todo el
volumen obtenido del AcMO purificado al filtro, se calibré en peso el filtro centrifugo con
balanza granataria y se insertd a la ultracentrifuga refrigerada. Las condiciones de
ultracentrifugacion fueron 4000rpm/20min/4°C. Se recuper0 la solucién concentrada en un
vial, que es la que se mantuvo en el filtro y se guardd a 4°C para posteriormente
determinarle concentracion de proteinas y probar reactividad contra el antigeno z15 por
ELISA indirecto.

Figura 7.Kit de ultrafiltracion MILLIPORE PROSEP-A KIT Cat.No. LSK2ABA2

NOTA: Terminada la concentracién, el filtro se lavd tres veces con Solucién Salina al
5%(Solucion9), durante 20 min cada uno y finalmente se realizaron 3 lavados de 20 min

cada uno con agua bidestilada, se dejaron secar y se guardaron a 4°C.,
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6.11 Identificacion de los AcMo mediante Inmuno Electro Trnasferencia

a) Preparacion de geles

Primero se lavaron las placas de vidrio con agua y alcohol al 70%(Solucién 10), se coloco
el juego de placas de vidrio y separadores en la base para preparar el gel. Se conecto al
sistema de gel para electroforesis por gradiente y se probd el sistema con agua para
prevenir fugas, se retir6 el agua y en base a la cantidad de geles y el volumen de los

mismos se prepararon las siguientes cantidades:

GEL SEPARADOR
59(mL) 22.5%(mL)
H,O bidestilada 7.14 0
Acrilamida 2.07 9.37.5
Tris Base 3.125 3.125
SDS 10% 0.125 0.125
*APS 10% 0.072 0.072
*TEMED 0.038 0.038

Tabla No. 4 Preparacion del gel separador

GEL CONCENTRADOR
H,O bidestilada 4mL
Acrilamida 1.0MI
Tris Base 0.76 Ml
SDS 10% 0.06mL
*APS 10% 0.06Ml
*TEMED 0.006MI

Tabla No. 5 Preparacion del gel concentrador.
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Una vez que se prepar6 la mezcla para el gel separador, se vertio la mezcla en el sistema
de separacidon por gradiente de concentracion, se encendio la bomba peristaltica y
comenzo el flujo de llenado de la mezcla entre las dos placas de vidrio dejando un marco
de 3cm de borde superior y se dejo polimerizar. Se toma el juego de cristales con el gel
separador y se colocd en la base de montaje para agregar el gel concentrador. Se colocé el
peine apropiado de acuerdo al nimero de muestras, se preparo la mezcla de soluciones del
gel concentrador, se agrego la mezcla sobre el gel separador tratando de no formar
burbujas y se dejo polimerizar, después se retird el peine y se lavaron los carriles con agua
destilada, se colocaron las placas en el electrodo y se colocaron dentro de la camara de

electroforesis, llenando la camara inferior con amortiguador de electroforesis (Solucién 15).
b) Preparacion de la muestra y electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS-PAGE.

En un tubo Ependorf se agregé 150uL de muestra de antigeno z15 concentrado con 50puL
de pironina en condiciones reductoras con 2-B- mercaptoetanol (Solucion 22) y en otro
tubo la misma cantidad de antigeno y de buffer de muestra pero sin - mercaptoetanol

(Solucidn 22), se mezclaron, taparon y se hirvieron en Bafio Maria por 5 min, se colocaron

NOTA: Las soluciones utilizadas para cada gel, se describen en el anexo I.*Estos reactivos
se agregan hasta el final.

las muestras en el carril correspondiente incluyendo en cada gel un carril con estandar de
pesos moleculares, se llend la camara superior con amortiguador de electroforesis recién
preparado, se conectd la camara a la fuente de poder y se ajustd la corriente a 120 volts
constantes y cuando alcanzd la entrada al gel separador se aumento hasta 200 Volts
constantes, se mantuvo la electroforesis hasta que el frente de corrimiento qued6 a medio

cm del final de la placa.
c) Electrotransferencia

Se colocaron las fibras Scotch y papeles filtro Whatman (grosor de 0.16mm) en un
recipiente con suficiente amortiguador de transferencia (Solucion 14) 30 min antes de

transferir. Se cortaron las membranas de nitrocelulosa (NC) de acuerdo al tamafio del gel
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(utilizando guantes) y se colocaron en recipiente que contenia amortiguador de
transferencia, se colocaron dos fibras Scotch en un “cassette” para electrotransferencia,
sobre las cuales se colocaron dos porciones de papel filtro teniendo cuidado que no
quedaran burbujas atrapadas entre los papeles, después se colocd el gel y sobre éste la
membrana de NC, se eliminaron las burbujas. Se colocaron otros dos papeles filtros sobre
la NC con otras dos fibras, se cerrd el cassette y se insert6 en el electrodo de transferencia,
se llené con amortiguador de transferencia, se tapd y se conectaron los electrodos de tal
manera que el anodo (-) quedé del lado del gel y el catodo (+) de la NC, se conecté a la
fuente de poder y se transfirié durante una hora a 100 volts, cuidando que la temperatura

del liquido no se elevara a maés de 60°C.

Al terminar la transferencia se tomo toda la membrana de NC con guantes y se colocé en
un recipiente con rojo de Ponceau (Solucion22), para verificar que las proteinas fueron

transferidas a la NC, se lavo el exceso de colorante con agua destilada.
d) Reaccion inmunoenzimatica.

Se colocd la membrana de NC en un recipiente que contenia 30 mL de solucion de
blogueo y se incubd 30 min a temperatura ambiente en agitacién constante, se eliminé el
exceso de solucion de bloqueo(Solucién?) por decantacion y se realizaron 3 lavados con
PBS-Tween(Solucién2) de 5 min cada uno en agitacion constante, la membrana de NC
podian probarse inmediatamente o guardarse a 4°C por una noche, entre dos papeles filtro

humedecidos con PBS (Soluciénl) o congelarse a -20°C hasta su posterior uso.

Las membranas de NC se descongelaron a temperatura ambiente, se cortaron en tiras de
3mm de ancho, procurando manipularlas del extremo inferior, se colocaron en las placas
acanaladas de plastico, segun el orden propuesto se colocé 1mL de sobrenadante de AcMo,
asi como controles correspondiente, se incubaron a 4°C toda la noche. Se realizaron 3
lavados con PBS-tween(Solucién2), y 2 con PBS(Solucionl), por 5 min cada uno, se
agrego el conjugado anti-lgG de ratdén peroxidado a una dilucién 1:2000 previamente
titulada, durante 2 hrs a temperatura ambiente con agitacién constante, se realizaron los
mismoslavados tres con PBS-tween y dos con PBS, y a cada tira de NC se le agreg6 500

ul la solucién cromdgeno-sustrato (3,3’-diaminobenzidina (DAB), (Soluciénll). Después
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de 10 min. se elimino la solucion de revelado por decantacion y se lavo 3 veces con agua

destilada.

Se identifican bandas de reconocimiento de péptidos del antigeno, se dejan secar y se

ordenan.
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7. RESULTADOS

7.1 Inmunizacién

Después de la inmunizacion de los ratones BALB/c inmunizados con antigeno flagelar
z15, (Ver grafica No.1), se determind el titulo de anticuerpos en los sueros de los ratones
mediante el ELISA.

Comparando la respuesta inmunoldgica de todos los ratones, se notd la diferencia de la
induccion de la respuesta inmune al antigeno inmunizado, de tal manera que se eligio para
la fusion al raton marcado como cola, debido a que fue el que mantuvo los titulos de
anticuerpos mas elevados y constantes a las diluciones probadas.

Titulacion de anticuerpos en suero de los
ratones

3.5
3

2.5 %
e |0mo
2

o \ \ = panza
815

\\ cola
1

= phlanco
0.5

1:1000 1:2000 1:4000 1: 8000 1:16000 1:32000

GréaficaNo.1 Muestra la respuesta inmunitaria de los ratones inmunizados con antigeno

flagelar z15 comparada con la del ratdn blanco, determinada mediante ELISA indirecto.

7.2 Fusion celular y seleccion de hibridomas positivos.

Después de la etapa de seleccion bioquimica de las 4 placas de 96 pozos praparadas, se
realizaron varias evaluaciones por ELISA Indirecto de los sobrenadantes de los hibridomas
obtenidos, (Ver Grafica No.2) y considerando como positivos o productores de anticuerpos
a aquellos pozos con valores mayor de 0.2 de D.O., hay 15 hibridomas con valores
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diferentes de D.O. considerados como productores de anticuerpos en la primera

evaluacion.

Grafica No.2 Primera determinacién de anticuerpos anti-z15 de
Salmonella Dahlem por el método de ELISA indirecto

En una segunda determinacién de anticuerpos anti-z15 en los sobrenadantes, se encontraron
otros pozos con hibridomas en crecimiento, los cuales fueron probados en ELISA Indirecto

y se determinaron 31 hibridomas positivos productores de anticuerpos. (Ver grafica No.3)
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Grafica No.3 Segunda determinacion de anticuerpos anti-z15 del
flagelo de Salmonella Dahlem, por ELISA indirecto
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Como se observa en ambas gréficas se obtuvieron un total de 46 hibridomas positivos.
7.3 Clonacién y subclonacion.

De los 46 hibridomas se clonaron los de D.O més alta 4D12, 3E3, 3C3, 2C11, 2B3, 2B9,
3F9, 4D12, 3C4, 3G7, 2F2, 2F3, 1C8, 1F2, 1F11, 4D4, en su mayoria no proliferaron, es
decir, que perdieron la capacidad de seguirse replicando y por lo tanto de producir
anticuerpos, y solo hubo una que prolifero y se mantuvo positiva 2C11 y sus clonas como

se observa en la Gréafica No.4.
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Grafica No. 4 Determinacion de anticuerpos anti-z15 de Salmonella
Dahlem por ELISA indirecto en clonas
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En el gréfico No.4 se observan algunos hibridomas que se probaron y que resultaron
negativos, aunque se observa que 3F9 fue el unico positivo pero la replicacion de las
células era muy lento, entonces se descartd y solo se eligio a 2C11 y sus clonas. Los
valores de D.O 2C11 se notan ligeramente bajos y esto se debi6 a que cuando se realiz6 la
determinacion por ELISA a los sobrenadantes, los pozos contenian poca cantidad de

células.

De 2C11 se eligio a 2C11C5 para subclonar, ya que éste pozo era el que contenia méas
células viables, y a 2C11B6 por su D.O. mayor a todos los demas, la técnica es la misma
de clonacién en este caso las clonas que se eligieron se vuelven a clonar por dilucion

limitada y el resultado se muestra en la gréfica No. 5.
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Grafica No.5 Determinacion de Anticuerpos anti-z15 de Salmonella

Dahlem por ELISA indirecto en clona 2C11B6
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De la clonacién de 2C11B6 se eligio a 2C11B6H8 para subclonar nuevamente.
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Gréfica No.6 Determinacion de anticuerpos anti-z15 de Salmonella
Dahlem, por ELISA indirecto en clona 2C11B6H8
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De la subclonacion de 2C11B6H8 se eligié a 2C11B8H8G6 y 2C11B6H8G10 siendo los

valores mas altos (Ver Grafica No.6).

De todas las subclonaciones los valores de las D.O se notan disminuidos, pero en promedio
es de 0.5 la D.O la cual se considera positiva con respecto al control negativo que se

observa en cada gréafico.

Gréfica No.7 Determinacion de anticuerpos anti-z15 de Salmonella
Dahlem, por ELISA indirecto en clona 2C11C5
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De la clonacién de 2C11C5 se eligié a 2C11C5F8 y 2C11C5G12 para subclonar. (Ver
gréafica No.7)
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Gréfica No.8 Determinacion de anticuerpos anti-z15 de Salmonella
Dahlem, por ELISA indirecto en clonas de 2C11C5F8.
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De la subclonacion de 2C11C5F8 se eligié a 2C11C5F8E9 y 2C11C5F8F5 siendo los

valores més elevados (Ver Gréfica No.8).
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Grafica No.9 Determinacion de anticuerpos anti-z15 de
Salmonella Dahlem, por ELISA indirecta en clonas de
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De la subclonacion de 2C11C5G12 se eligio a 2C11C5G12E3 y 2C11C5G12E7 siendo los
valores més altos (Ver grafica No.9).

En la tabla No.6 Se muestran el resumen de resultados desde la seleccidon de hibridomas

positivos hasta las subclonaciones.

Tabla No 6. Resumen de resultados

Subclonas
Hibridoma Clonas obtenidas obtenidas AcMO

2C11C5F8F5

2C11C5F8 2C11C5F8E9
2C11C5 2C11C5G12E7
2C11 2C11C5G12 2C11C5G12E3
2C11B6H8G6
2C11B6 2C11B6H8 2C11B6H8G10
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7.4 Determinacion de clase y subclase de anticuerpo.

Se realizd un ELISA de captura donde se probaron las subclases 1gG1, 1gG2a, 1gG2b y la
IgG3 de raton del sobrenadante de cultivo de las clonas y el resultado se muestra en la
gréfica No.10 y 11.

Gréfica No.10 Caracterizacion de subclases 1gG (ELISA de
Captura, sobrenadantes sin dilucion)
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Grafica No.11 Caracterizacion de subclases 1gG (ELISA
de Captura, sobrenadantes con dilucion 1:2)
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En esta determinacion se encontrd que los anticuerpos producidos son de subclases 1gG1
de raton, ya sea en sobrenadante sin diluir (grafica 10) y corroborado al diluir 1:2
(graficall)

7.5 Purificacion de anticuerpos

Se realizo la purificacion de anticuerpos Monoclonales a partir de 50mL de sobrenadante
recolectado, por cromatografia de afinidad con proteina A-Sepharosa CL4B con la finalidad
de obtener un reactivo puro y el resultado de dicha purificacion se muestra en la gréfica 12.
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Gréfica No.12 Muestra el patron de separacion en la obtencidn de anticuerpos puros.

Esta grafica muestra las absorbancias medidas en el espectro UV de la elucion del
sobrenadante que contiene los anticuerpos anti-z15, donde el primer pico corresponde a las
proteinas inespecificas del cultivo celular, que son del SFB utilizado como complemento

del medio y el segundo pico indica la deteccion de los anticuerpos monoclonales puros.

Después de purificar el anticuerpo se le determino concentracion por el método de
Bradford, como se puede ver en la gréfica 13.
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El valor de absorbancia obtenido de la muestra de anticuerpo puro, se interpol6 en la curva

patrén y el resultado de concentracion fue de 73.32 pg/ml, ya considerando linealidad de la

recta y el factor de dilucion de la muestra.

7.6 AcMo purificado, probado en ELISA indirecto

Para verificar que después del proceso de purificacion el anticuerpo seguia conservando su

actividad se evaluo6 por ELISA indirecto a una concentracion de 20 pg/ y de ahi en

diluciones dobles seriadas.
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Graéfica No. 14 Determinacion de Anticuerpos puros anti-z15 de
Salmonella Dahlem por ELISA Indirecto
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Gréfico 14. Muestra el efecto que tienen las diluciones dobles seriadas con la disminucion
en la reactividad del AcMo contra el Ag flagelar z15 de Salmonella Dahlem

7.7 Concentracion por medio de kit de ultrafiltracion MILLIPORE

Debido a la baja concentracién del anticuerpo puro se procedié a concentrarlo por
ultracentrifugacion mediante un kit de ultrafiltracion MILLIPORE PROSEP-A KIT
Cat.No. LSK2ABA2, al cual se le determin6 nuevamente la concentracion de proteinas por
el método de Bradford, y se prob6 en un ELISA indirecto para ver su actividad
nuevamente. (Ver tabla No.7)

Tabla No.7 Resumen de los resultados obtenidos del anticuerpo monoclonal purificado,
concentrado y evaluado por ELISA Indirecto.

AcMO Concentracion del AcMo Concentracién del D.O. por
puro AcMo ELISA
concentrado
2C11C5G12E7 73.32 pg/mi 287.754 pg/ml 0.674
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7.8 Inmuno ElectroTransferencia

Se realiz6 un ensayo de Inmuno Electro Transferencia para evidenciar el reconocimiento

del AcMo hacia la proteina de interés la flagelina en condiciones reductoras (A) y no

reductoras (B).
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Fi gura 8. (A) Inmuno Electro Transferencia en condiciones reductoras, donde se probaron en el carril 2y 3
los AcMo obtenidos y en el carril 4 y 5 dos hibridomas negativos, el carril 6 medio de cultivo celular y enel 7
suero hiperinmune del ratén diluido 1:1000.
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Figura 9. (B) Inmuno Electro Transferencia en condiciones no reductoras, donde se probaron en el carril 2
y 3 los AcMo obtenidos y en el carril 4 y 5 dos hibridomas negativos, el carril 6 medio de cultivo celular y en
el 7 suero hiperinmune del rat6n diluido 1:1000.
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El ensayo de Inmuno Electro Transferencia donde se noté que el control positivo presenta
bandeo, sin embargo los carriles que corresponden a los anticuerpos a pesar de que por
ELISA presentan reconocimiento a su antigeno especifico, no lo hacen por este ensayo,
esto probablemente a que los anticuerpos estdn reconociendo un antigeno de tipo
conformacional presente en ELISA y al linealizarlo o desnaturalizarlo en el proceso de

Inmuno Electro Trnsferencia ya no hay reconocimiento.
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8. DISCUSION

La inmunizacion de los ratones BALB/c se realizd con solucién formalinizada de
Salmonella Dahlem crecida en fase 2: e, n, z15, cepa previamente caracterizada por el
CDC, donde el formol fija a los flagelos y se obtienen soluciones flageladas, de tal modo
que estos flagelos estan constituidos por la proteina flagelina, con la cual se logré la
induccion de la respuesta inmunitaria humoral en los ratones, ya que esta proteina es
altamente antigénica, esto basado con otros estudios realizados, (Nalbantsoy Karaboz
Deliloglu, 2010) debido a que se observaron elevados titulos de anticuerpos de acuerdo
con la evaluacion realizada por ELISA Indirecto.

La fusion se realizé con éxito, obteniendo hibridomas productores de anticuerpos contra la
Salmonella Dahlem, esto también identificado en las evaluaciones de los sobrenadantes de
cultivo de los hibridomas en crecimiento después de la fase de seleccién bioguimica en los

ensayos de ELISA Indirecto.

En total de 46 hibridos se clonaron 16 y al final se seleccionaron 6 que son: 2C11C5F8F5,
2C11C5F8E9, 2C11C5F8F5, 2C11C5G1E7, 2C11B6H8G6, 2C11B6H8G10, por sus
caracteristicas de crecimiento in vitro después de los procesos de clonacion y subclonacion,
por sus valores mas altos de absorbancia por ELISA, y por su facilidad de crecimiento en

pozos de placa y en botella.

La clonacion permitié obtener clonas productoras de anticuerpos especificos a la cepa de
Salmonella Dahlem y donde so6lo prevalecié una linea de AcMo de origen 2C11 dado la
evaluacion por ELISA Indirecto.

Los procesos de subclonacion nos permitié obtener clonas més estables y con mayor

afinidad, ademas de garantizar la monoclonalidad de los anticuerpos.

No se probaron reacciones cruzadas con cepas distintas de Salmonella, debido a la carga de
trabajo en el laboratorio de Produccion de sueros del INDRE, que es el laboratorio que
proporcionaba las soluciones formalinizadas de Salmonella, pero el resultado que tal vez se
podia esperar, es que podria mostrar reacciones cruzadas con otras cepas de Salmonella,
debido a que la estructura antigénica entre ellas es muy similar, un ejemplo es un ensayo

que se realizé en el laboratorio de produccion de AcMo, donde se probdé un AcMo
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producido contra el antigeno flagelar de Salmonella Johanesburg mediante un ELISA
indirecto y en el cual se probaron diferentes cepas de Salmonella y resultd reaccién
cruzada con algunas de las cepas. Existen documentos en la bibliografia (De Vries N. y
cois, Applied and Environmental Microbiology 64: 5033-5038 (1998); Sojka M. y cols.,
Veterinary Microbiology 78: 61-77 (2001)) en los que se describe la produccion de
anticuerpos monoclonales frente a antigenos flagelares de primera fase H: i y de segunda
fase H:1,2 que presentan reacciones cruzadas debido a que dentro del grupo de cepas de
Salmonella que se utilizan para demostrar la especificidad de los mismos anticuerpos, no
aparecen representantes para todos los antigenos flagelares pertenecientes al complejo de
segunda fase en este caso de H1 (H:1,2; H:1,5; H:1,6 y H:1,7), los cuales presentan una
elevada similitud entre si, asi como el bajo nimero de cepas examinadas, tal es el caso de

Salmonella Dahlem donde revisando en la literatura no se han reportado ensayos con ésta.

Debido a ello se desconoce si estos anticuerpos monoclonales presentan reactividad

cruzada al ser enfrentados a los antigenos similares o no.

Con respecto a la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales obtenidos resultaron ser
de clase IgG, subclase 1gG1 de raton, que reconocen especificamente a su antigeno que les
dio origen. La determinacion de clase y subclase de AcMo en este ensayo resultd la
inmunoglobulina més abundante en suero 1gG, aunque existen ensayos de produccion de
AcMo reportados en la literatura en los cuales han determinado otras clases de

inmunoglobulinas tal es el caso de IgA e IgM.

Fue importante conocer la clase y subclase del anticuerpo, para elegir el método de
purificaciéon de los mismos, en este caso la subclase 1gG1 fué purificada por cromatografia
de afinidad mediante columna de afinidad con proteina A sepharosa (Staphylococus
aureus), con la finalidad de eliminar contaminantes ya que los AcMo estan contenidos en
una mezcla sobrenadante de cultivo celular, donde sus contaminantes son agua, proteinas

del suero utilizado como suplemento del medio de cultivo.

Después de purificar el anticuerpo y realizar la evaluacion de su reactividad como
anticuerpo monoclonal frente al Ag de Salmonella Dahlem en el ELISA Indirecto, se

obtuvieron valores de absorbancia bajos de tal forma que se hizo necesario concentrarlos
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mediante la técnica de ultrafiltracion, y ya concentrados se volvieron a probar en ELISA
Indirecto, corroborando de esta forma la reactividad de los AcMo contra el Ag flagelar de

Salmonella Dahlem.

También se realiz6 un ensayo confirmatorio, una Inmuno ElectroTransferencia, donde se
probaron los AcMo contra el Ag flagelar de Salmonella Dahlem y no se pudo observar
ninguna reactividad de dichos AcMo, podemos justificar que con base a la literatura y
comparando ensayos de Inmuno ElectroTransferencia probando AcMo contra Ag flagelar
de Salmonella tal es el caso de la flagelina, las condiciones y concentraciones que utilizan
en dichos estudios si varian respecto a las que se utilizaron en este trabajo, asi como la
pureza del mismo antigeno. Claramente no se puede explicar la falta de reconocimiento de
los anticuerpos monoclonales en Inmuno Electro Transferencia pero se plantean dos
probables aspectos: una es la concentracion del AcMo en el sistema de deteccion y el otro
es el tipo de antigeno que reconocen que puede ser de tipo conformacional y en este ensayo
solo hay antigenos lineales dado que se trabajo con geles desnaturalizantes.
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9. CONCLUSIONES

1. Se logré la induccion de la respuesta inmunitaria en ratones Balb/c con el antigeno
de suspension bacteriana serotipo de Salmonella Dahlem, cepa crecida con antigeno
flagelar en fase 2: e, n, z15 y referida con el CDC.

2. Se obtuvieron hibridomas productores de anticuerpos contra el Ag flagelar en fase 2
215 de Salmonella Dahlem evaluados mediante ELISA Indirecto.

3. Después de la clonacién realizada tres veces, del hibridoma 2C11, se obtuvieron 6
clonas 2C11C5F8F5, 2C11C5F8E9, 2C11C5F8F5, 2C11C5G1E7, 2C11B6H8GS,
2C11B6H8G10 productoras de anticuerpos monoclonales contra el serotipo de
Salmonella Dahlem, cepa crecida con antigeno flagelar en fase 2: e, n, z15.

4. Se determiné la clase de AcMo de ratdn producido el cual resulté 1gG y subclase
lgG1.

5. Se obtuvo un anticuerpo monoclonal puro y concentrado, el cual se evalué su
reactividad contra el Ag flagelar en fase 2 z15 de Salmonella Dahlem mediante
ELISA Indirecto y en la cual si se evidencié dicha reactividad.

6. No se corroboro la reactividad del AcMo obtenido, frente al antigeno flagelar en

fase 2 de Salmonella Dahlem, mediante el ensayo de Inmuno Electro Transferencia.
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10. PERSPECTIVAS:

e Se plantea, probar este AcMo con otras cepas de Salmonella de distinta
antigeno flagelar y somatico, para garantizar su especificidad de
serovariedad.

e Se plantea como alternativa en la obtencion de anticuerpos monoclonales
contra el flagelo del serotipo de Salmonella Dahlem, cepa crecida con
antigeno flagelar en fase 2: e, n, z15; inmunizar y realizar las evaluaciones
por ELISA con un antigeno flagelar (flagelina) puro, teniendo como
alternativa las recomendaciones citadas en el articulo de Nalbantsoy Ayse,
Karaboz Ismail, and Deliloglu Ismet Gurhan, 2010 Vol 29:5, 419-423.

e Se plantea realizar varios ensayos de Inmuno Electro Transferencia, donde
se prueben distintas concentraciones de AcMo, tiempos de incubaciones
para analizar comparar resultados con los obtenidos en este trabajo..

e Se plantea que a los AcMo obtenidos, sean aplicados en evaluaciones en
otros ensayos inmunoldgicos, para que con ello se pueda corroborar que
éstos AcMo son aptos para ser utilizados como reactivos altamente
especificos en el diagnéstico serolégico de Salmonella, principalmente de
Salmonella Dahlem.

e Se sugiere al Laboratorio de Produccion de Sueros del InDRE, tomar en
cuenta que los AcMo obtenidos, sean utilizados en ensayos de ELISA
Indirecto, como ensayo ampliamente recomendado.

e Como solo se eligio a un AcMo de los seis obtenidos, para purificar,
concentrar y evaluar en ELISA Indirecto, ya que experimentar con todos a
la vez es muy trabajoso por cuestiones de tiempo, material, reactivos, entre
otros, se propone volver a seleccionar otro AcMo, y asi comparar con los
utilizados en este trabajo para encontrar en su caso el o los de mejor
reconocimiento a su antigeno que pueda ser aplicados en el diagndstico

serologico.
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11. ANEXO I. SOLUCIONES Y REACTIVOS.
1. Solucion amortiguadora de fosfatos PBS:

e A 100 mlde PB 10X y 8.75g de NaCl, agregar 800 ml de agua bidestilada, medir el
pH ajustando a 7.2 aforando a un volumen final de 1000 ml.
e Guardar a4°C.

2. Solucion de lavado, PBS-tween:

e A 1000 ml de PBS agregar 500 pL de tween 20, aforar a un volumen final de 1000
mL.

e Guardar a 4°C.

3. Acido sulfurico concentracion 2N:
e A 850 mL de agua bidestilada agregar cuidadosamente 56.06mL de &cido sulfurico,

aforar a un volumen final de 1000 Ml

4. Solucion de citrato de sodio 0.1M:
e Pesar 29.41g de citrato de sodio, y se disuelven en 800mL de agua bidestilada, y

aforar a un volumen final de 1000mL.

5. Solucién de &cido citrico 0.1M

e 21.44g de acido citrico se disuelven en 500mL de agua bidestilada.

6. Solucién cromdgeno sustrato para peroxidasa (Solucion reveladora).
e Pesar 4mg de orto-fenilendiamina(OPD)

e Afadir 5mL de ac. Citrico 0.1M y 5mL de citrato de sodio 0.1M

e Adicionar 4uL de H,O, AL 30%.

7. Solucién de bloqueo I (leche descremada al 5%o)
e Pesar 5g de leche descremada en polvo.
e Disolver en 100mL de PBS-tween 20
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e Mantener a -20°C

8. Amortiguador de boratos/NaCl,pH 8.0

e Disolver 6.18g de &cido bdrico, 9.54¢ de tatraborato de sodio y 4.38g de cloruro de
sodio en 800mL de agua bidestilada.

e AjustarelpHa$8

e Aforara 1000mL

e Conservar a 4°C

9. Solucion Salina 5%

e Pesar 5g de cloruro de sodio

e Disolver en 50mL de de agua bidestilada
e Aforara 100mL con agua bidestilada

e Guardar a4°C

10. Alcohol 70%
e Medir 70mL de de alcohol absoluto
e Mezclar con 30mL de agua bidestilada

e Guardar a temperatura ambiente

11. Solucién cromoégeno sustrato (inmunoelectrotransferencia)
e Pesar 30mg de 3,3 -Diaminobenzidina

e Afiadir 60mL de PBS

e Agregar 6uL de peréxido de Hidrogeno al 30%

NOTA: Esta solucidn se prepara inmediatamente antes de usarla

12. Acrilamida 30%-bis-Acrilamida 0.8%
e Pesar 29.2g de acrilamida 899.9% pureza) mas 0.8%g de bisacrilamida.
e Disolver en agua bidestilada y aforar a 100mL

e Filtrar con papel Whatman 1
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13.

15.

16.

e Guardar en frasco color ambar a 4° C
NOTA: manejar con guantes y cubrebocas este reactivo es neurotdxico.

Amortiguador del gel separador:Tris —Base 1.5M, pH 8.8

Disolver 18.17g de Tris- Base, en 85mL de agua bidestilada

Disolver el pH poco a poco con HCI concentrado hasta que se alcanze un pH de 8.8
Aforar a 10mL con agua bidestilada

Guardar a 4°C

. Amortiguador de gel concentrador:Tris-HCI 0.5M pH6.8

Pesar 6.05g de Tris en 85mL de agua bidestilada
Ajustar el pH con HCI 1N, hasta que el pH sea de 6.8
Aforar a 10mL con agua bidestilada

Guardar a 4°C

Amortiguador para electroforesis (Tris-glicina-SDS)
e Medir 200mL de Tris- Glicina SDS 5X

e Aforar a 1000mL con agua bidestilada.

e Guardar a4°C

Tris —glicina-SDS 5X:
15¢g de tis-base + 72g de glicina + 5g de SDS en 1000mL de agua bidestilada

14. Amortiguador de transferencia (Tris 0.025M, glicina 0.192M, metanol 20% v/v,
pH 8.3)

Medir 12.5mL de Trizma-base, agregar 14.49g de glicina y afadir 200mL de
metanol

Aforar a 1000mL con agua bidestilada.

Guardar a 4°C
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15. Medio RPMI 6 DMEM

e Disolver un sobre de medio RPMI 6 DMEM, en 800ml de agua tridestilada y
desionizada.

e 29 de bicarbonato de sodio grado cultivo celular.

e 2gde HEPES 6 16.78ml para 2 L.

e 10ml de antibiotico antimicotico 100X

e 16ml de L-Glutamina 200mM

e 1ml mercaptoetanol 50mM estéril

e 10ml de aminoé&cidos esenciales 100X

e 0.2g de piruvato de sodio, 6 piruvato de sodio 100mM 18.2ml

e 1ml de tilosina 1000X

e AjustarelpHa6.8

e Aforar a 1000ml

e Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22um

e Almecenar en frascos estériles de 100ml y guardar a 4°C.
16. Suero Fetal Bovino descomplementado

e Suero de ternera fetal grado cultivo celular (Hyclone No. Cat. SH30070-03)
e Mantener durante 30 min a 56°C en bafio Maria para descomplementarlo

e Fraccionar en tubos estériles de 50mL y almacenarlos a -20°C.
17. Solucién de criopreservacion

e Mezclar 9 partes de suero fetal descomplementado con 1 parte de dimetil-sulfoxido

estéril, v/v.
18. Glicina 0.1 M pH 2.5

e Pesar 9.2g de glicina

e Disolver en 800mL de agua bidestilada
e AjustarpHa25

e Aforara 1000mL
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19. Medio selectivo con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT)

e Agregar 2mL de HAT 50X a 100ml de RPMI complementado.

e Conservar a 4°CConservar a 4°C.
20. Medio selectivo con hipoxantina timina (HT)
e Agergar 2ml de HT 50X a 100mL de RPMI complementado con SFB
21. Solucion de polietilenglicol (PEG 1300-1600)

e Derretir el reactivo en bafio Maria a 50-60°C

e Diluir al 42-43% con medio de cultivo DEMEM, sin suero a 45°C

e Ajustar pH a 7.5-8, hasta que el reactivo, después de 10 min adquiera una
coploracion rojizo-violeta.

e Fraccionar en volimenes de 0.5ml

e Almacenar a4°C
22. Amortiguador de muestra

e 1.0mL de 0.5M Tris-HCI, pH 6.8
e 4.0MI de agua destilada

e 0.8mL de glicerol

e 1.6mL SDS 10%

e 0.4ml 2-b- mercaptoetanol

e Pironina
22. Rojo de Ponceau 0.2% en &cido tricloroacético 3%

e Pesar 200mg de rojo de Ponceau y afiadir 3g de acido tricloroacético.
e Aforar a 100mL con agua bidestilada

e Mantaner a 4°C en frascos de color &mbar
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12. ANEXO Il

Procedimientos utilizados en algunas de las metodologias.
INMUNIZACION
*Via intraperotoneal

1. Sostener al raton con el toérax hacia arriba, sujetando con el dedo indice y pulgar la
piel del cuello del animal, cercano a la nuca y la cola entre el dedo anular y
mefiique, colocar el animal en forma inclinada, con la cabeza hacia abajo.

2. Limpiar la zona abdominal con alcohol e introducir la aguja calibre 27 a través del

peritoneo en posicion inclinado a inyectar el antigeno.
*Via intravenosa (para ratones)
1. Colocar el animal sobre la jaula

2. Fijar la cola del animal en forma horizontal, procurando que la vena caudal quede a

la vista.

3. Limpiar la cola con alcohol al 70%

4. Inocular el antigeno directo a la vena con una jeringa para insulina calibre 25x16mm.
OBTENCION DE SANGRE
*Retroorbital.
1. Sujetar al animal y colocarlo con el térax hacia arriba.

2. Introducir un tubo capilar en el angulo externo del ojo hasta encontrar el seno venoso.

La sangre fluira inmediatamente por capilaridad hacia el interior del tubo.

3. Limpiar el ojo con un algodén humedecido con agua estéril.
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*Venosa (Para animales pequefios)
1. Colocar el animal sobre la jaula

2. Fijar la cola del animal en forma horizontal, procurando que la vena caudal quede a la

vista
3. Limpiar la cola con alcohola al 70%, asi como las tijeras para diseccion.

4. Realizar un pequefio corte de cola, procurando que sea la ultima parte del extremo final

de la misma.

5. Recolectar la sangre en tubos Eppendorf. (Tratar de sostener la cola y jalar con los dedos
pulgar e indice hacia el extremo que gotea la sangre, cuantas veces sea necesario para

obtenerla con mayor facilidad y rapidez.)
SACRIFICIO DE ANIMALES (ratén y rata)
*Dislocacion cervical

1. Colocar el animal sobre la jaula tratando que el animal se sujete de la reja, y con
ayuda de un lapiz hacer presion sobre el cuello del animal, y deteniendo la cola bien
sujetada con los dedos pulgar, indice y medio, jalarla en un solo movimiento.

ALGUNOS METODOS DE CULTIVO CELULAR
Congelacion de células

1. Se obtiene el sobrenadante del cultivo celular mediante centrifugacion 2500rpm por
10 min., el cual serd evaluado para verificar la produccion de anticuerpos, y las
células que se encuentran en el sedimento se resuspenden en 1 mL de solucion
crioprotectora(Soluciénl7), en un vial de congelacion y se envuelven en una capa
de algodon de 1cm de espesor y conservarlo a -70°C dentro de una caja de

poliuretano durante un dia para transferirlo al siguiente dia al nitrogeno liquido.
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Descongelacion de células.

1. Cuando se requieran usar células mantenidas en congelacion, el vial se
descongelara rapidamente en bafio Maria a 37°C y las células se transfieren a un
tubo conico con 8mL de medio RPMI-1640, enriquecido con 10% de SFB y
precalentado a 37°C.

2. Se centrifuga a 1 200rpm durante 10min a 37°C.

3. Resuspender el paquete celular en 7mL de RPMI-1640 enriquecido con SFB al
20%.

4. Cultivar en pozos de 200, 1000 6 2000pL, dependiendo de la cantidad de células

recuperadas.
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