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RESUMEN

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un agente etiologico de infecciones
gastrointestinales y afecta de manera importante a la poblacion infantil de paises en vias
de desarrollo. La patogénesis de EAEC estd mediada por la produccion de serina
proteasas autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATESs) y dentro de este grupo
de autotransportadores se encuentra la proteina involucrada en la colonizacién intestinal
(Pic) y la toxina codificada en plasmido (Pet). En este trabajo se detect6 la produccion
de Pet y Pic en cepas EAEC aisladas de muestras clinicas, utilizando anticuerpos
monoclonales.

A partir del sobrenadante de los cultivos de los hibridomas PTF7 y PCG7 se obtuvieron
los anticuerpos monoclonales anti-Pet y anti-Pic, de manera respectiva, y se purificaron
por cromatografia de afinidad. Mediante las técnicas de ELISA e
inmunoelectrotransferencia se determind la presencia de las toxinas Pet y Pic en los
sobrenadantes de los cultivos de 75 cepas EAEC aisladas de pacientes. Seis cepas
fueron aisladas de pacientes asintomaticos y 69 cepas correspondieron a pacientes con
diferentes manifestaciones de diarrea: 5 de diarrea persistente con sangre, 29 de diarrea
aguda, 19 de diarrea con sangre y 16 de diarrea indeterminada. Por ELISA se
detectaron: 52 para Pet, 72 para Pic y 52 para la conjuncion Pet-Pic. Por
inmunoelectrotransferencia se detectaron: 43 para Pet, 20 para Pic y 12 para la
conjuncion Pet-Pic.

Se analizaron las posibles asociaciones entre la presencia de estas proteasas y el cuadro
diarreico, para lo cual se aplico la prueba exacta de Fisher bilateral con una
significancia estadistica de 0.05.

Los resultados mostraron que existe una asociacion significativa cuando se detecta la
toxina Pet por la prueba de ELISA en diarrea persistente con sangre (p=0.0486) y en
diarrea indeterminada (p=0.0576).

El analisis de la dependencia entre Pet y Pic, para el grupo de diarrea total, en los
ensayos de ELISA e inmunoelectrotransferencia, mostraron que ambas toxinas actilan
en conjunto (p<0.01). Resultados significativos también se observaron para el grupo de
diarrea aguda cuando se detectan por ELISA (p=0.0119) e inmunoelectrotransferencia
(»=0.034). Para el grupo de diarrea con sangre por ELISA, mostr6 una p=0.0188. Los
resultados sugieren que las toxinas Pet y Pic no actiian de manera independiente entre

Si.



INTRODUCCION.

1.1 Escherichia coli generalidades.

Escherichia coli (E. coli) coloniza el intestino delgado y el colon del hombre pocas
horas después del nacimiento y establece una relaciéon simbidtica con el hospedero
durante toda la vida. Sin embargo, la relevancia de dicha bacteria como agente
etiologico de infecciones gastrointestinales, asi como problemas en vias urinarias, sepsis

y meningitis ha aumentado (Romero 2007, Navarro 2010, Fariias 2013).

El género Escherichia se encuentra dentro del Phylum Proteobacteria, en la Clase
Gammaproteobacteria, Orden  Enterobacteriales, incluido en la  Familia
Enterobacteriaceae. E. coli es la especie prototipo del género Escherichia (Gibert,

2010) cuyas caracteristicas generales son las siguientes:

e Pequefios bacilos Gram negativos de 0.3 a 1.0 um x 1.0 a2 6.0 pum.

e Anaerobios facultativos.

e No forman esporas.

e Inmoviles o moviles mediante flagelos peritricos.

e Los pili o fimbrias participan en la fijacion de las células bacterianas a otras
bacterias, células huésped y a los bacteridéfagos.

e Tiene una sola cadena de ADN espiral.

e (Con informacion genética en plasmidos que son responsables de la produccion

de toxinas y la resistencia a antimicrobianos (Joklink, 1997; Murray, 2005;

Romero, 2007).

Esta bacteria se desarrolla bien en medios de cultivo simples, asi como selectivos, sus

colonias son medianas, circulares, convexas y con bordes redondeados (Murray, 2005).



Figura 1. Colonias de Escherichia coli, crecimiento en agar soya tripticaseina,

incubado a 35°C en condiciones aerobias por 24 horas.
En el siguiente cuadro se muestran las principales propiedades bioquimicas de E. coli:

Cuadro 1. Identificacion bioquimica de Escherichia coli (Rodriguez, 2002).

Prueba bioquimica % de positividad

Catalasa 24 hrs 99
Oxidasa 0
Nitrato a nitrito 100
Produccién de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H,S (TSI) 1
Hidrdlisis de urea 1
Utilizacién de malonato 0
Acido de glucosa 100
Gas de glucosa 95
Fenilalanina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 36°C 95
Hidrolisis de gelatina a 22°C 0




KCN crecimiento 3

Fermentacion de lactosa 95
Fermentacion de sacarosa 50
Fermentacion de D-manitol 98
Fermentacion de D-sorbitol 94
Fermentacion de mucato 95
Fermentacion de dulcitol 60
Fermentacion de salicina 40
Fermentacion de adonitol 5
Fermentacion de inositol 1
Fermentacion de L-arabinosa 99
Fermentacion de la rafinosa 50
Fermentacion de L-ramnosa 80
Fermentacion de maltosa 95
Fermentacion de D-xilosa 95
Fermentacion de trealosa 98
Fermentacion de celobiosa 2
Fermentacion de a-metil-D glucosido 0
Fermentacion de eritritol 0
Hidrolisis de la esculina 35
Fermentacion de melobiosa 75
Fermentacion de D-arabitol 5
Fermentacion de D-manosa 98
Fermentacion de glicerol 75
DNAsa a 25°C 0
ONPG 95

Las cepas diarreogénicas son una de las causas mas importantes de diarrea aguda y
persistente en niflos de paises en vias de desarrollo. Actualmente las E. coli
diarreogénicas se han clasificado en seis patotipos o grupos patdogenos en base a
criterios clinicos, epidemioldgicos y moleculares: E. coli enterotoxigénica (ETEC),

enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC),




adherente difusa (DAEC) y enteropatogena (EPEC) (Nataro, 1998; Rodriguez, 2002;
Cortés, 2002; Vidal, 2007).

E. coli puede ser recuperada facilmente a partir de muestras clinicas, cultivada en
medios simples o selectivos, a una temperatura de 37 ° C, bajo condiciones aerobias.
Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen se utiliza el esquema modificado
de Kauffman, basado en sus antigenos; 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H)
y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacion
del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia

con un cuadro clinico (Nataro, 1998; Rodriguez, 2002).

Cuadro 2. Serotipos y serogrupos mas comunes de Escherichia coli causantes de

diarrea (Rodriguez, 2002).

ETEC EIEC EPEC EAEC EHEC
O6:H- 0O28ac:H- 018 0O3:H2 O1:H1
O6:H16 029:H- 026:H- O15:H18 O1:H2
O8:H- O112ac:H- 026:H11 0O44:H18 O1:H20
O11:H27 O124:H- O55:H- O77:H18 O1:HNT
O15:HI11 0124:H7 O55:H6 086:H- 0O2:H1
020:H- 0124:H30 0O55:H7 O111:H21 02:Hé6
025:H- O135:H- 086:H- 0127:H2 0O2:H7
027:H- O143:H- 086:H34 ONT:H10 02:H27
027:H7 O144:H- O111:H- - 0O4:H40
027:H20 O152:H- Ol1lab:H2 - O5:H-
080 O167:H5 O119:H6 - O5:H16
O85:H7 - O125ac:H21 - 06:H-
O114:H21 - 0O126:H- - O6:H1
O115:H21 - 0126:H2 - 06:H29
0126:H9 - 0126:H27 - O8:H-
0O128ac:H27 - 0127:H21 - O8:H14
0139 - 0128ab:H2 - O8:H21
O148:H28 - O128:H12 - O9ab:H-




0149:H4 - O142:H6 - O11:H49
O149:H10 - O158:H23 - Ol4:H-
O153:H45 - - - Ol15:H-
0159:H- - - - O15:H27
O159:H4 - - - Ol6:H-
0159:H20 - - - 0O16:H6
0166:H27 - - - O17:H18

NT: No Tipificable.
H-: No identificado.

Uno de los ensayos fenotipicos mas utiles para el diagndstico de E. coli diarreogénica,
es el ensayo de adherencia a células HEp-2 (linea celular del tipo epitelial derivada de
carcinoma de laringe). Este ensayo fue descrito por primera vez en 1979 por Cravioto y
cols. Esta prueba sigue siendo uno de los mejores métodos para el diagnostico y
diferenciacion de los tres grupos diarreogénicos de E. coli adherentes (EPEC, EAEC, y
DAEC). La adherencia localizada (LA) la presentan las cepas de EPEC mostrando una
agrupacion definida y localizada sobre las células HEp-2, la adherencia agregativa (AA)
que se caracteriza por la agrupacion en forma de ladrillos apilados sobre las células
HEp-2 y la superficie del vidrio de preparacion, la presentan las cepas EAEC y la
adherencia difusa (DA) que no tiene una agrupacion definida sobre las células HEp-2,

es caracteristica de las cepas DAEC. (Nataro 1998).
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Figura 2. Patrones de adherencia de diferentes patotipos de E. coli en células epiteliales
HEp-2. A. patréon de adherencia localizada de EPEC (muestra agrupaciones definidas de
bacterias); B. Patrones de adherencia agregativa de EAEC (las bacterias se ordenan a
manera de ladrillos apilados); C. Patrones de adherencia difusa de DAEC (agrupacion

indefinida de bacterias) y D. Sin adherencia. (Robins et al. 2002 y Riveros 2011).



1.1.1 E. coli enteropatdgena (EPEC).

A mediados de la década de los cuarenta se identificaron en Inglaterra brotes de diarrea
en nifos de guarderias asociados a E. coli. La bacteria se llamoé E. coli enteropatdogena
(EPEC), para diferenciar a este tipo virulento de las bacterias de la microbiota intestinal
normal. EPEC tiene la propiedad de formar un patrén de adherencia localizada sobre la
superficie de las células HEp-2 donde se observan microcolonias. Una de las principales
caracteristicas de la infeccion es la diarrea de tipo acuoso, que puede ocurrir en diversos
grados de intensidad. Ademads, es comun que los nifios infectados presenten vomito y
fiebre. EPEC induce una alteracion histopatoldgica en el intestino conocida como lesion
A/E (adherencia y eliminacion). La lesion se lleva a cabo mediante un factor de
virulencia caracteristico; pilus BFP (pilus formadores de haces), que promueve la
adherencia intima a enterocitos; posteriormente se produce la polimerizacion de la
actina del citoesqueleto, que induce la degeneracion de las microvellosidades y altera la
morfologia normal de la region apical del enterocito “adherencia y esfacelamiento”

(Cortés, 2002; Scaletsky, 2002; Vidal, 2007).

1.1.2 E. coli enterohemorragica (EHEC).

Produce lesiones similares a EPEC en el eritrocito (adherencia y esfacelamiento),
ademas de sintetizar dos citotoxinas, que llevan el nombre de toxina semejante a la de
Shiga [ y II, (STX I y II), por su semejanza con las producidas por Shigella dysenteriae
tipo 1, que producen lisis celular. Se ha reportado que la estructura de estas toxinas es
similar a la LT de las cepas ETEC y su mecanismo de accidn se basa en la alteracion de
la sintesis proteinica. Ademads, poseen un plasmido de 90 pb que codifica para la
enterohemolisina. Este plasmido se encuentra presente en todos los aislamientos
clinicos de O157:H7 asociados con colitis hemorréagica y sindrome urémico hemolitico.
La produccion de diarrea aguda y crénica en nifios se debe a la accion de las toxinas y a

la adherencia al enterocito por sus fimbrias (Cortés, 2002).

1.1.3 E. coli enterotoxigénica (ETEC).

Se adquiere al igual que otros grupos patdégenos de E. coli, por la ingestion de agua o

alimentos contaminados. Coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de los pili
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o fimbrias que tienen diversas formas denominadas CFA (Factores de colonizacion de
antigenos). Su principal mecanismo de patogenicidad radica en la sintesis de alguna o
ambas enterotoxinas llamadas toxina termoldbil (LT) y toxina termoestable (ST), estas
toxinas aumentan el nivel intracelular de Adenocina-5'(AMPc) y Guanosina-
5 monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente; que se encuentran en la membrana de
las células intestinales, provocando la salida de agua y electrolitos, con la consecuente
disminucion en la absorcion de las vellosidades, lo que clinicamente se manifiesta como
diarrea aguda acuosa principalmente en nifios menores de 2 afios, asi como diarrea del

viajero en adultos (Nataro, 1998; Rodriguez, 2002; Cortés, 2002).

1.1.4 E. coli enteroinvasiva (EIEC).

El mecanismo de patogenicidad es la invasividad que se inicia con la adherencia de la
bacteria a las microvellosidades de la mucosa del intestino grueso, seguida por la
entrada a la célula a través de una fagocitosis, lo que afecta el borde de cepillo del
enterocito. Ya libre en el citoplasma, se multiplica e invade a las células vecinas; la
destruccion de las células, junto con la movilizacion de polimorfonucleares y
macrofagos, desencadenan el proceso de inflamacion y la aparicién de diarrea con moco
y sangre (disenteria), muy similar a la producida por Shigella. En este mecanismo estan
implicados un plasmido de alto peso molecular (120-140 MDa) y genes de invasion en

el genodforo bacteriano, que codifican y regulan todo el proceso invasivo (Cortés, 2002).

1.1.5 E. coli de adherencia difusa (DAEC).

Los serogrupos predominantes son O75, O15 y 0O126. Afecta principalmente a
preescolares, niflos pequeiios y lactantes, los cuales presentan un cuadro clinico de
diarrea aguda, sin sangre ni leucocitos. No se conocen el periodo de incubacion, ni otras
manifestaciones. Su diagnostico consiste en un estudio coprocitologico; cultivo,
aislamiento e identificacion de DAEC y estudios de adherencia en células HEp-2.

(Gonzalez, 2013).



1.1.6 E. coli enteroagregativa (EAEC).

Scaletsky y Nataro aislaron cepas de E. coli que no correspondian al grupo EPEC
mediante serologia, pero si presentaban un patron caracteristico de adherencia, ademas
eran negativas a la prueba de factor de adherencia de EPEC. En estudios posteriores se
encontr6 un nuevo fenotipo de adherencia, en donde las bacterias se adhieren a la
superficie de las células HEp-2 en cultivo y a la superficie del vidrio de la preparacion,
en forma de ladrillos apilados, que ha sido nombrada adherencia agregativa (AA). El
fenotipo agregativo se encuentra directamente relacionado con la presencia de un
plasmido de 65 MDa. Ambas propiedades se utilizan como pruebas de referencia para el
diagnostico de EAEC. El sitio blanco de dafio de EAEC es la mucosa del intestino
delgado y grueso, e inducen la produccién y secrecion de moco en donde las bacterias
se autoaglutinan, formando una biopelicula sobre el epitelio intestinal. La produccion de
moco esta relacionada con la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el

intestino y causar diarrea (Rodriguez, 2002; Bellini 2005).

Cuando los individuos ingieren la bacteria, en agua y alimentos contaminados, el
periodo de incubacidn para causar los primeros sintomas es de al menos ocho horas y
las manifestaciones clinicas pueden durar de 18 o 20 dias. En nifios puede manifestarse
con diarrea liquida, de color verde, con moco, sin sangre y que en ocasiones puede
llegar a ser severa y requerir rehidratacion intravenosa. (Rodriguez, 2002; Villaseca,

2002; Bellini, 2005).

1.2 Serina Proteasa Autotransportadora de Enterobacteriaceae (SPATE).

La patogénesis de EAEC también estd mediada por la produccion de proteinas toxicas
de alto peso molecular, que son exportadas al medio a través del sistema de secrecion
tipo V. Estas proteinas pertenecen a la subfamilia de las Serina Proteasas
Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs). Dentro de este grupo de
proteinas se encuentran la toxina Pet “Toxina codificada por pladsmido”, la toxina Pic
“Proteina involucrada en la colonizacién intestinal” y la toxina Sat “Toxina
Autotransportadora Secretada”. Las proteinas Pet y Pic, se han identificado en cepas
EAEC aisladas de nifios que murieron de diarrea persistente. Ademas, de manera

experimental, estas proteinas al ser probadas en el modelo de asa ligada de intestino de
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rata, producen acortamiento de las vellosidades intestinales, hemorragia y necrosis de la

mucosa intestinal. (Rodriguez, 2002; Cortés, 2002; Bellini 2005, Villaseca, 2005).

1.2.1 Toxina Pet.

La informacion genética de la proteina Pet se encuentra codificada en un plasmido de 65
MDa, el cual regula la adherencia agregativa (AA) de la bacteria. El precursor de Pet
recién sintetizado en el citoplasma bacteriano tiene un peso molecular de 146.5 kDa que
madura extracelularmente adquiriendo un peso molecular de 104 a 108 kDa. Esta
proteina al ser analizada en ensayos de toxicidad en células HEp-2, produce un efecto
citopatico, caracterizado por el redondeo y desprendimiento de las células, asi como
contraccion del citoesqueleto y pérdida de fibras de actina. En un estudio realizado por
Villaseca y cols se demostré que Pet produce degradacion de espectrina y fodrina
(espectrina no eritroide). Esta proteina se encuentra en un 10 y 50 % de las cepas
EAEC, dependiendo de la region del estudio realizado. (Rodriguez, 2002; Cortés, 2002;
Bellini 2005, Villaseca, 2005).

1.2.2 Toxina Pic.

La toxina Pic esta codificada por el gen pic/she en una isla de patogenicidad llamada
SHI-1, localizada en el cromosoma bacteriano de EAEC. El precursor de Pic tiene un
peso molecular 146.5 kDa y la proteina madura extracelular tiene un peso molecular
entre 110 a 116 kDa. Pic induce secrecion intestinal, aumenta el AMPc/GMPc y atrapa
al grupo Hem de los eritrocitos, la actividad proteolitica de Pic se caracteriza por tener
como sustrato a la pepsina, espectrina y muscina, lo que le confiere una ventaja en los
procesos de colonizacion. Esta proteina se encuentra presente en un 40% de las cepas
EAEC. (Henderson, 1999; Rodriguez, 2002; Cortés, 2002; Bellini 2005, Villaseca,
2005).



Figura 3. Daio celular causado por la toxina Pet de EAEC (Navarro 2013). EAEC al
colonizar los enterocitos libera una serie de toxinas entre ellas “Pet”, que ingresa a la
célula por endocitosis produciendo un efecto citopatico y contraccion del citoesqueleto

por degradacion de fodrina.

1.3 Anticuerpos Monoclonales.

1.3.1 Caracteristicas generales de los anticuerpos.
Los anticuerpos también denominados inmunoglobulinas, son glucoproteinas solubles
especializadas producidas por animales vertebrados, que forman parte del sistema
inmune adaptativo; son producidos por los linfocitos B (Machado, 2006; Gavilondo,

1995).

Los anticuerpos poseen una estructura basica simétrica compuesta por dos cadenas
polipeptidicas pesadas idénticas (cadenas H), de peso molecular entre 55 y 70 kDa,
unidas entre si por puentes disulfuro, y dos cadenas ligeras (cadena L) de 25 kDa,

igualmente idénticas entre si y que se unen individualmente a una de las cadenas
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pesadas por interacciones covalentes y no covalentes. También poseen unidades
repetidas o dominios de aproximadamente 110 aminoacidos. Dentro de cada dominio
hay un puente disulfuro intracatenario, esencial para el correcto plegamiento y la

funcion de la proteina (Machado, 2006; Alvarez, 2004).

Existen dos tipos de cadenas ligeras denominadas kappa (k) y lambda (L) y cinco tipos
de cadenas pesadas mu (), delta (3), gamma (y), alfa (o) y épsilon (€) que dan lugar a
las 5 clases de inmunoglobulinas existentes, IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente.
Las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas se componen de regiones
aminoterminales variables (V) y de regiones carboxiterminales constantes (CT). La
region V de la cadena pesada consta de un dominio de inmunoglobulina (VH), y la
region C de la cadena pesada consta de tres o cuatro dominios (CH1, CH2, CH3, CH4).
La region V de la cadena ligera tiene un dominio de inmunoglobulina (VL) y la region

C de la cadena ligera tiene un tnico dominio (CL) (Machado, 2006; Alvarez, 2004).

Fab

Bisagra

CH2 —

‘ Cadenas pesadas
Fc
. Cadenas ligeras

L Regiones determinantes de
complementariedad

CH3 —

Figura 4. Principales regiones de los anticuerpos monoclonales (Machado 2006).

La molécula de inmunoglobulina presenta tres regiones unidas mediante un fragmento
polipeptidico flexible denominado region de bisagra, de modo que adquiere una

formacion semejante a una Y, cada brazo de la Y (region Fab) esta formado por el
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apareamiento de una cadena ligera con los dominios VH y CH1 de la cadena pesada. El
tallo de la Y (region Fc) esta formado por la asociacion de los otros dominios CH de
ambas cadenas pesadas. Los puentes disulfuro que unen ambas cadenas se forman a
nivel de la region bisagra. Esta confiere una gran flexibilidad de la molécula y le

permite unirse a distintos tipos de antigenos (Machado, 2006; Alvarez, 2004).

La molécula de anticuerpo tiene dos sitios de union al antigeno, de la misma
especificidad, localizados en la region variable. Los dominios aminoterminales de
ambas cadenas H y L (regiones V) presentan una gran variabilidad secuencial entre
diferentes inmunoglobulinas y determinan su especificidad antigénica. El centro de
unidon con el antigeno estd formado por tres segmentos peptidicos no colineales
pertenecientes al dominio V de la cadena pesada (VH) y tres de la cadena ligera (VL),
que se yuxtaponen para formar una superficie o cavidad (paratopo) donde se aloja la
region del antigeno reconocida por el anticuerpo (epitopo) (Machado, 2006; Goding,

1993).

La respuesta inmunoldgica especifica se desarrolla cuando un organismo ha sido
expuesto a uno o varios antigenos, originando una respuesta policlonal, es decir, la
produccion de anticuerpos contra un rango amplio de estructuras presentes en los
antigenos. Por el contrario, la respuesta monoclonal se da por la seleccion de un solo
linfocito B activado, que produce un anticuerpo para un determinante antigénico

(Machado, 2006; Goding, 1993).

1.3.2 Obtencion de anticuerpos monoclonales.

La producciéon de anticuerpos monoclonales se establecid con la tecnologia creada en
1975 por Georges Kohler y César Milstein, que consistia en la generacion de una linea
celular estable, secretora de un isotipo determinado de inmunoglobulina contra un
antigeno especifico, fruto de la fusion de dos células diferentes, linfocitos B y
mielomas, por medios quimicos y fisicos (polietilenglicol-centrifugacion). (Machado,
2006; Gavilondo, 1995).

La primera célula involucrada es un linfocito B de un animal previamente inmunizado
con el antigeno de interés, que aporta la memoria inmunologica y la capacidad de

producir anticuerpos contra el antigeno especifico. La segunda es una célula tumoral de
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mieloma no secretora de anticuerpos, deficiente en la enzima hipoxantina-guanina-
fosforribosil transferasa (HGPRT), util en el proceso de seleccién posterior de los
hibridomas, que aporta su capacidad de division ilimitada (inmortalidad). De esta union
surge un tipo de célula inmortal con la capacidad virtualmente ilimitada de produccion

de anticuerpos monoclonales, llamada “hibridoma” (Machado, 2006; Gavilondo 1995).

Antigeno

Inmunizacién

Linfocitos B Mieloma en cultivo

Respuesta
Policlonal

Hibridomas
|

® e @
%
AENE

Anticuerpos Monoclonales

@

AAAA

Figura 5. Obtencion de anticuerpos monoclonales (Machado 2006).
1.3.3 Aplicaciones de los anticuerpos monoclonales.

La propiedad de los anticuerpos de unirse con alta especificidad y afinidad a una
molécula blanco permite su utilizacion como herramientas esenciales en investigacion

biomédica y clinica, por lo que se han utilizado para (Alvarez, 2004):

- Detectar y cuantificar niveles de expresion de genes.

- Identificacion de marcadores fenotipicos tnicos de un tipo celular en particular.
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- Inmunodiagnéstico.

- El diagnéstico de enfermedades infecciosas y sistémicas.

- Permitir la deteccion de antigenos y anticuerpos especificos en la circulacion o tejidos.
- Marcadores especificos para el diagnostico por imagenes.

- Diagnostico y tratamiento de tumores especificos.

- Analisis funcionales de moléculas de la superficie celular o de proteinas secretorias.

- En la investigacion inmunolodgica, son una herramienta invaluable para definir la

funcion de moléculas.

Las aplicaciones de los anticuerpos monoclonales son practicamente ilimitadas no sélo
en los estudios funcionales sino, también, en la seleccion de posibles blancos
terapéuticos y de candidatos para vacunas. Las técnicas de biologia molecular e
ingenieria genética han ampliado el horizonte de la generacién de los anticuerpos

monoclonales y sus usos (Alvarez, 2004; Machado, 2006).

2. Justificacion.
La importancia clinica y epidemioldgica de EAEC estd ampliamente demostrada. La
patogenicidad de esta bacteria se asocia con diferentes factores de virulencia
principalmente toxinas de excrecion.
La identificacion de las toxinas de excrecion Pet y Pic utilizando anticuerpos

monoclonales podria ayudar a asociar la presencia de EAEC con el cuadro clinico

caracteristico.
3. Objetivos
3.1 Objetivo General.

Identificar las proteinas Pet y Pic de EAEC en aislados de pacientes mediante el uso de

anticuerpos monoclonales.
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3.2 Objetivos Particulares.
3.2.1 Purificar las proteinas Pet y Pic recombinantes a partir del sobrenadante
del cultivo de las clonas hiperproductoras de E. coli CEFNI1 y p56,
respectivamente.
3.2.2 Obtener las proteinas de secrecion totales de cepas EAEC aisladas de
pacientes, a partir de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos.
3.2.3 Obtener anticuerpos monoclonales anti-Pet y anti-Pic a partir de los
sobrenadantes del cultivo de los hibridomas productores de inmunoglobulinas.
3.2.4 Purificar los anticuerpos monoclonales por cromatografia de afinidad.
3.2.5 Detectar las toxinas Pet y Pic en las proteinas de secrecion de las cepas
EAEC provenientes de pacientes con los anticuerpos monoclonales anti-Pet y
anti-Pic por ELISA e inmunoelectrotransferencia.
3.2.6 Correlacionar la presencia de las proteinas Pet y Pic con el cuadro clinico

del paciente, aplicando la prueba exacta de Fisher bilateral.

4. Hipotesis.

EAEC produce diarrea por medio de las toxinas Pet y Pic, por lo que su
identificacion en cepas aisladas de pacientes utilizando anticuerpos monoclonales,

permitird hacer una asociacion con el cuadro clinico.

5. Materiales y Métodos.

5.1 Crecimiento de clonas celulares productoras de los anticuerpos
monoclonales anti-Pet y anti-Pic.

Se descongelaron 3 clonas productoras de anticuerpos monoclonales anti-Pic; (anti-
Pic 52F7F7CS [PCC5], anti-Pic 52F7F7G7 [PCG7] y anti-Pic 52F7E7B2 [PCB2])),
las cuales fueron producidas y parcialmente caracterizadas (Garcia 2009), también se
descongelaron 3 clonas anti-Pet; (anti-Pet PT2F8G5D4 [PTD4] anti- Pet PT2F8G5F7
[PTF7] y anti-Pet PT2F8GS5D8 [PTDS]) producidas en el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemioldgicos. Dichas clonas se mantuvieron en cultivo in vitro
utilizando medio de cultivo RPMI 1640, complementado con suero fetal bovino del 8

al 10%. De las clonas que se adaptaron a la vida in vitro se recolecto el sobrenadante

15



de cultivo. La evaluaciéon de la produccion de anticuerpos monoclonales se realizo

por medio de un ELISA Indirecto (ver punto 5.5.1).

5.2 Purificacién de anticuerpos monoclonales anti-Pet y anti-Pic.
Se eligieron dos clonas celulares, que produjeran anticuerpos monoclonales contra
las toxinas (Pet y Pic), las de mejor adaptacion a la vida in vitro y alta produccion de
anticuerpos monoclonales, fueron escaladas, para obtener un litro del sobrenadante
de medio de cultivo que las contenia. El sistema Amicon de Milipore con un poro de
10 kDa se utilizo para concentrar diez veces dicho sobrenadante. La eliminacion de
residuos del medio de cultivo, se realizd por una didlisis con PBS (solucion
amortiguadora de fosfatos) y una membrana de didlisis con un corte de peso
molecular de 6 a 8 kDa, la soluciéon amortiguadora se cambi6 cada 20 minutos hasta
completar una hora de didlisis con agitaciéon continua a temperatura ambiente.
Terminado el dializado se purificaron los anticuerpos monoclonales como a

continuacion se describe.

5.2.1 Purificacion de anticuerpos monoclonales anti-Pic  por
cromatografia de absorcidn tiofilica (Columna Hi trap IgM).

La purificacion de los anticuerpos anti-Pic se realizdo mediante una columna Hi trap
IgM de General Electric. Para lavar la columna se pasaron 5 mL de solucién
amortiguadora de union, seguido de 5 mL de solucion amortiguadora de elucion y 5
mL de solucion amortiguadora de regeneracion, sin ejercer una presion externa al
sistema, los siguientes procesos se realizaron en las mismas condiciones.
La columna se regenerd cuando se lavo con 5 mL de solucién amortiguadora de
union. La obtencion de los anticuerpos monoclonales se realizd, pasando 8 mL del
dializado por la columna “Hi trap IgM”, donde los anticuerpos se retuvieron, la
eliminacion de proteinas diferentes de las inmunoglobulinas se realizo con 15 mL de
solucién amortiguadora de union. La elucion de los anticuerpos de interés se realizo
con 12 mL de solucion amortiguadora de elucidn, recolectando cada mililitro en
tubos eppendorf con capacidad de 2 mL. La determinacion de la concentracion
proteinica se realizd mediante el reactivo de Bradford de BioRad. Una vez
recolectados los anticuerpos, se regenerd la columna con 7 mL de solucién
amortiguadora de regeneracion y 5 mL de solucion amortiguadora de union,

reequilibrando asi la fase estacionaria. Los tubos que contenian una alta
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concentracion proteinica se mezclaron y dializaron, utilizando una membrana de
dialisis, con un corte de peso molecular de 6 a 8 kDa, contra PBS, por 60 minutos,
con cambios de PBS cada 20 min. Terminado el tiempo de dializado se determiné la

concentracion proteinica y se almacenaron a -70°C hasta ser utilizados.

5.2.2 Purificacion de anticuerpos monoclonales anti-Pet por columna de
Sefarosa Proteina A CL4B.

La purificacion de los anticuerpos anti-Pet, se realizé por cromatografia de afinidad
utilizando como fase solida; Sefarosa Proteina A (Protein A Sepharose) CL4B. El
sobrenadante de cultivo recuperado se paso por una columna de Sefarosa donde los
anticuerpos monoclonales se unieron a la Proteina A, para eliminar los componentes
que no interactuaban con la columna se utilizaron 50 mL de PBS (0.1M pH 7.5), la
elucion de los anticuerpos purificados se realizé con 10 mL de glicina (0.1M pH 2.5).
Cada mililitro fue recuperado en diferentes tubos de ensaye a los cuales se les
cuantificé la concentracion proteinica mediante un espectrofotdmetro a 280 nm. Los
tubos con una alta concentracion proteinica se dializaron con PBS durante 60 min
con 3 cambios, uno cada 20 min para eliminar la glicina, la concentracioén proteinica
se determind mediante el reactivo de Bradford de BioRad. Los anticuerpos se

fraccionaron y almacenaron a -70°C, hasta ser utilizados.

La pureza de cada anticuerpo monoclonal se determind por electroforesis en
condiciones reductoras, tiiendo con Azul de Coomassie y su actividad mediante

ELISA Indirecto (ver punto 5.5.1).

5.3 Seleccidn y crecimiento de las cepas de aislados de pacientes basado en el

patrén de adherencia de E. coli.

Las cepas provenientes de pacientes, que presentaban un cuadro diarrea por infeccion
de EAEC, fueron proporcionadas por el Cepario del Departamento de Salud Publica
de la Facultad de Medicina (UNAM). El patron de adherencia se determinado de la
siguiente forma:

Se prepararon monocapas de células HEp-2 en lentejas de vidrio contenidas en
placas de 24 pozos. Las células se cultivaron en medio minimo esencial (MEM),

suplementado con suero fetal bovino al 12% con un 90% de humedad, en presencia
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de una mezcla de CO2:02 (5%:20%; [v/v]); a una temperatura de 37°C. Previo al
ensayo se lavo la monocapa con PBS pH 7.4 e incubaron con 1% (p/v) de D-manosa
en MEM libre de suero fetal y antibioticos. Las cepas bacterianas crecieron en caldo
peptonado al 2%, con 1% de D-manosa e incubaron a 37°C durante toda la noche. Se
inocularon con este cultivo las monocapas de células HEp-2. Las placas se incubaron
durante 3 horas, posteriormente se lavaron con PBS y fijaron con metanol. La tincion
se hizo con colorante de Giemsa. Por ultimo, se montaron las lentejas en un
portaobjetos con resina y observaron al microscopio. Las cepas de E. coli se
consideraron con adherencia agregativa, cuando el 40% de las células presentaron
una agrupacion en forma de tabiques apilados, caracteristica del patotipo

enteroagregativo de E. coli.

5.4 Purificacion de toxinas Pet y Pic de clonas de E. coli hiperproductoras y

de cepas EAEC provenientes de muestras clinicas.

La purificacion de toxinas Pet y Pic controles se obtuvieron del sobrenadante de los
cultivos de la clonas hiperproductoras HB101 CEFN1 y HB101 p56, de manera
respectiva. También se utiliz6 la cepa K12 de E coli, bacteria no patdgena que no
produce SPATEs. Los sobrenadantes del cultivo de las cepas anteriores se
precipitaron con sulfato de amonio hasta la saturacion al 75%, se dializaron contra
PBS 0.01 M pH 8.2, hasta eliminar totalmente la sal. Solo los dializados que
contenian las toxinas Pet y Pic se precipitacion con amortiguador de fosfatos de
potasios K1/K2, de donde se obtuvo el sobrenadante de la precipitacion a 1.15 M.
De igual modo esta fraccion se dializé contra amortiguador de fosfato de sodio 0.01
M pH 8.2, para eliminar el exceso de sal. Por ultimo se pasaron por una columna de
Q-Sepharose. En donde las proteinas se eluyeron en el primer pico del perfil
cromatografico, utilizando amotiguador Tris-HC1 0.05M /EDTA 2Na 0.01M pH 8.0.
Finalmente, las proteinas se estabilizaron al adicionarles glicerol a una
concentracion final del 50% (v/v) para su conservacion y se guardaron a -20°C,
hasta su uso.

Las cepas donadas por la Facultad de Medicina se conservaban en medio gelosa
especial, a partir de estas muestras se inocularon tubos de ensaye con 5 mL de caldo
Luria e incubaron por 18 horas a 37°C. Cada muestra que presento crecimiento, se

inoculo en matraces con 200 mL de caldo Luria, incubandolos en bafio maria a
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37°C por 18 horas con agitacion constante. Una vez pasado el tiempo de incubacion
las bacterias fueron separadas del sobrenadante a través de unidades de filtracion
con un poro de 0.22um, al sobrenadante se le afiadio sulfato de amonio, hasta
obtener una solucion saturada del 75%, dicha mezcla se mantuvo a una temperatura
de 4°C durante 24 horas para precipitar las proteinas. La solucidén saturada se
centrifugo a 754.65 gravedades, durante 15 min a 4°C. El precipitado obtenido se
resuspendi6 y dializé en una solucién amortiguadora de fosfato de sodio (0.07 M
pH 8.2) con una membrana de didlisis con un corte de peso molecular de 6 a 8 kDa,
el dializado se llevo a cabo durante 3 dias con un cambio de solucion
amortiguadora cada 12 horas. Las proteinas de secrecion totales contenidas en la
membrana de dialisis, se llevaron a un volumen de 9 mL con el mismo
amortiguador de fosfatos, y se mezclaron con 1 mL de glicerol (relacion 10% [v/v])
para evitar la degradacion proteica, obteniéndose un volumen final de 10 mL. Los
extractos proteicos se almacenaron a -20°C hasta su analisis. Consideramos que las
EAEC se cultivaron en 200 mL de medio y los extractos proteicos se recuperaron
en un volumen final de 10 mL, entonces las proteinas de secrecion se concentraron

por un factor de veinte (20X).

5.5 Identificacion de las toxinas Pet y Pic por inmunoensayos con

anticuerpos monoclonales.

La identificacion de las proteinas Pet y Pic se llevd a cabo mediante 2
inmunoensayos; ELISA indirecto e inmunoelectrotransferencia, que se describen a

continuacion, utilizando los anticuerpos monoclonales obtenidos en el punto 5.2.

5.5.1 ELISA Indirecto.

Las condiciones de la técnica de ELISA indirecto se establecieron de la siguiente
forma: Utilizando una placa de poliestireno de 96 pozos, se le agrego a cada pozo
100pL del antigeno (Pic o Pet) a diferentes concentraciones: 0.0, 0.024, 0.048,
0.097, 0.195, 0.390, 0.7812, 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5 y 25 pg/mL, diluido en
solucion amortiguadora de carbonatos pH de 9.6. La placa se incubo a 37°C por 2

horas, posteriormente se realizaron 3 lavados con 200uL por cada pozo con una
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solucion salina de fosfatos mas Tween 20 (PBS-Twenn) al 0.05%. El bloqueo de la
placa se realiz6 con leche descremada al 5% en PBS-Tween e incubando por 30
min a 37°C posteriormente se realizaron 3 lavados de PBS-Tween. Se agregaron
100uL del anticuerpo primario. Para el anticuerpo monoclonal anti-Pet fueron: 5,
10, 20 y 40 pg/mL, mientras que para el anticuerpo anti-Pic fueron 2.5, 5, 10, 20 y
40 pg/mL. En seguida se incubaron a 37°C durante 2 horas, al término de la
incubacion se hicieron 3 lavados como anteriormente se explicd. Se utilizaron 2
tipos de conjugado ligados a peroxidasa: anti-IgM de raton 1:1000 cuando se debia
identificar a Pic y anti-IgG 1:3000 para identificar a Pet, diluido en PBS-Tween
0.05% e incubando 2 horas a 37°C, con tres lavados posteriores a la incubacion.
Como solucién cromogeno se utilizo ortofenilendiamina y perdxido de hidrogeno
0.004mg/4uL en 10 mL de solucion amortiguadora de citratos, colocando 100 uL
por pozo, dejando reaccionar por 10 min y deteniendo la reaccion con 100 pL de
acido sulftrico 2N por pozo. La absorbancia se determind en un lector de ELISA a
490 nm.

Las condiciones optimas del ensayo de ELISA resultaron ser 20 pg/mL para ambos
anticuerpos monoclonales y de 5 pg/mL para las toxinas Pic y Pet. Estas
condiciones se utilizaron para la determinacion la  clase y subclase de
inmunoglobulina de raton de los anticuerpos monoclonales anti-Pic y anti-Pet.

La evaluacion de la produccion de anticuerpos monoclonales por las clonas
celulares también se realiz6 por la misma prueba utilizando las toxinas Pic y Pet a
la concentracion de 5 pg/mL.

Las toxinas Pic y Pet se detectaron en las cepas EAEC, aisladas de pacientes, por el
mismo sistema. De las proteinas de secrecion obtenidas de colocando 100 pL por
pozo y se revelaron bajo las condiciones del ensayo de ELISA previamente

establecidas.

5.5.2 Inmunoelectrotransferencia.

La técnica de inmunoelectrotransferencia se lleva a cabo en tres pasos, descritos a

continuacion:
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5.5.2.1 Electroforesis.
Las toxinas Pet y Pic controles y las proteinas de secrecion de las cepas EAEC,
aisladas de casos clinicos, fueron analizadas por electroforesis en condiciones
reductoras. El gel separador se prepard a una concentracion del 12% de
acrilamida y el gel concentrador al 5%. Se tomaron proteinas de secrecion y se
mezclaron 1:2 con una solucion amortiguadora de muestra (2-beta-
mercaptoetanol) que proporciono condiciones reductoras, se calentaron en
bafo maria a 100°C durante 5 min. En el primer carril de cada gel se coloco un
marcador estindar de pesos moleculares que va de los 10 a los 250 kDa
(Kaleidoscope de la marca BioRad) en los siguientes 2 carriles se colocaron los
controles positivo y negativo, en el resto de los carriles se colocaron las
muestras. La electroforesis se llevo a cabo a 100 volts hasta la entrada del
frente de corrimiento en el gel separador, después se ajustd la corriente a 150
volts constantes. Se corrieron geles por duplicado, uno para teiiir con Azul de

Coomasie y el otro para transferir.

5.5.2.1.1 Tincion de Coomasie:
Los geles fueron separados de los cristales y sumergidos en la solucion de azul
de Coomasie durante 12 horas, posteriormente se destifieron con una mezcla de
metanol: 4cido acético: agua en proporciones 40:10:50 respectivamente. Se
realizaron cambios de la solucion de destefiir hasta observar solo las bandas de

interés (marcador de peso molecular y controles).

5.5.2.2 Inmunoelectrotransferencia.
Se empaquetaron en un “cassette de transferencia” colocando 2 fibras para
transferencia, 2 papel filtro, el gel separador y la membrana de Nitrocelulosa,
colocando nuevamente 2 papel filtro y 2 fibras para cerrar el sistema. Posterior
al empacado se introdujo el cassette en una cdmara de transferencia (Bio-Rad).
La transferencia se llevo a cabo a 100 volts durante 1 hora a 4°C.
Posteriormente se tifio con rojo de Ponceau la membrana de nitrocelulosa para
verificar que las proteinas fueron transferidas correctamente, la eliminacion del

colorante se realiza con lavados de agua destilada.

21



5.5.2.3 Revelado inmunoenzimatico.
La membrana de nitrocelulosa se bloqued con leche descremada al 5% en PBS-
Tween, incubando a 4°C por 12 horas. Posterior a la incubacion se realizaron 3
lavados con PBS-Tween. La membrana de nitrocelulosa fue sumergida en el
primer anticuerpo (anticuerpo monoclonal anti-Pic o anti-Pet) a una
concentracion de 40 pg/mL, con agitaciéon constante durante 2 horas a
temperatura ambiente, se llevaron a cabo tres lavados con PBS-Tween. Los
conjugados utilizados fueron de 2 tipos ligados a peroxidasa, uno anti IgM
1:5000 para identificar a Pic y otro anti-IgG 1:2000 para identificar a Pet,
ambos diluidos en PBS-Tween, se incubaron por 2 horas a temperatura
ambiente, con tres lavados posterior a la incubacion. Como solucion de
revelado se utiliz6 3,3 'Diaminobenzidina/peréxido de hidrogeno en PBS, la
membrana de nitrocelulosa se coloco en esta solucion hasta observar las bandas

de interés (Controles positivos), la reaccion se detuvo con agua corriente.

5.5.2.4 Anélisis estadistico.

Se les aplico la prueba exacta de Fisher bilateral, con un nivel de significancia

(p) de 0.05, a los datos obtenidos.
6. Resultados.
6.1 Proteinas Pet y Pic.
La correcta purificacion de las toxinas Pet y Pic controles, se evallio mediante
electroforesis en condiciones reductoras (Figura 6). Las clonas P56 y CEFNI1
expresaron las proteinas Pic y Pet, respectivamente. Las proteinas muestran un alto

grado de pureza y corresponden al peso molecular esperado. La cepa K12 de E. coli

no expresa las proteinas autotransportadoras.
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Figura 6. Electroforesis de las proteinas Pet y Pic. Carril 1. Marcador de peso
molecular, 2. Pic extracto 633.18ug/ml, 3.Pet puro 169 pg/ml, 4.Pet crudo CEFNI
21mg/ml, 5.Pet puro 169ug/ml, 6.Pic+Sat 116 y 108kDA, 7.Cepa K12 control (-),

8.Pet puro Img/ml, 9.Pic 1 mg/ml, 10.Pet CENFI extracto 363.32 pg/ml.

La concentracion proteinica se determiné mediante el reactivo de Bradford de

BioRad, se obtuvieron concentraciones de los 0.096 pug/mL a los 0.934 ug/mL.

La concentracion proteinica de los controles positivos y negativos fue de:

v 169 pg/mL (Control +) toxina Pet.
v" 106 pg/mL (Control +) toxina Pic.
v" 970 ug/mL (Control -) cepa K12.

6.2 Anticuerpos monoclonales.

De las clonas celulares descongeladas; anti-Pic 52F7F7C5 (PCC5), anti-Pic 52F7F7G7
(PCG7), anti-Pic 52F7E7B2 (PCB2), anti-Pet PT2F8G5D4 (PTD4), anti-Pet
PT2F8GS5F7 (PTF7) y anti-Pet PT2F8G5D8 (PTDS). Las que mejor se adaptaron al
cultivo in vitro fueron PCG7, PTD4, PTF7 y PTD8. El sobrenadante obtenido de cada
clona fue evaluado por ELISA e inmunoelectrotransferencia (Grafico 1 y Figura 7). La
prueba de ELISA mostré que los sobrenadantes de los hibridomas reconocieron las
toxinas Pic y Pet, lo que fue corroborado por inmunoelectrotransferencia donde se

observo un alto grado de reconocimiento de los antigenos (Figura 7).
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Grafico 1. Evaluacidon de la produccion de
Anticuerpos Monoclonales por ELISA
indirecto. mpeey
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Gréfico 1. Evaluacion de las produccion de anticuerpos monoclonales por ELISA
donde se observa la identificacion del antigeno por parte de los anticuerpos
monoclonales obtenidos de las clonas que mejor se adaptaron al cultivo in vitro.

Clonas PCG7, PTD4, PTF7 y PTDS. CTRL (+) y CTRL (-), suero de raton control

positivo y negativo, respectivamente.

]
9 ‘10‘11 ch 14

Antigeno Pic Antigeno Pet

Figura 7. Inmunoelectrotransferencia de las toxinas Pet y Pic. Los anticuerpos
monoclonales reconocieron las proteinas autotransportadoras. Carriles 0 y 9
Marcador de peso molecular 117 kDa, 1. PCG7, 2. PCG7, 3. PCCS5, 4. PCB2, 5.
PCG7, 6. PTDS8, 7 y 14. Control (-), 8 y 13. Control (+), 10. PTDS8, 11. PTD4, 12.
PTF7.

Una vez que se verifico el reconocimiento de las toxinas mediante las clonas
productoras de anticuerpos monoclonales, se seleccionaron las clonas PCG7 y
PTF7, para producir los anticuerpos anti-Pet y anti-Pic, respectivamente, a mediana

escala.

El sobrenadante que contenia los anticuerpos monoclonales se almaceno a 4°C,

hasta obtener la cantidad necesaria para comenzar con los ensayos inmunologicos.
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El sobrenadante obtenido se concentrd 10X por ultrafiltracion a través del sistema
Amicon 8050 de Millipore, la evaluacion del buen funcionamiento de dicho sistema

se realizd mediante un ELISA indirecto (Grafico 2).

Grafico 2. Deteccion de anticuerpos
monoclonales después de la
ultraconcentracion con el sistema Amicon
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Gréfico 2. Reconocimiento de anticuerpos anti-Pet (PTF7) y anti-Pic (PCG7),
después de ser concentrados por el sistema Amicon 8050 de Millipore y evaluados

por ELISA indirecto.

El sobrenadante concentrado de ambos anticuerpos (grafico 2) reconoce a los
antigenos correspondientes, mientras que el resto del sobrenadante no tiene
reaccion significativa con las proteinas de interés; con esto vemos que la
ultrafiltracion fue realizada de manera adecuada y sin alterar la afinidad de los
anticuerpos por su antigeno.

Se determind la clase y subclase de inmunoglobulina al que corresponden los
anticuerpos monoclonales (anti-Pic y anti-Pet) mediante un ELISA (Grafico 3) y se
obtuvieron los siguientes resultados: anti-Pic corresponde al tipo IgM mientras que

el anticuerpo anti-Pet es del tipo IgG1.
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Grafico 3. Identificacidon de subclases de
inmunoglobulinas de los Anticuerpos anti-
Pic (PCG7) y anti-Pet (PTF7) por ELISA.
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Grafico 3. Resultado de la determinacion de la clase y subclase de
inmunoglobulina de raton por ELISA de los anticuerpos monoclonales anti-Pic

(PCG7) y anti-Pet (PTF7).

Posteriormente se llevo a cabo la purificacion de los anticuerpos monoclonales por
cromatografia de afinidad para los anticuerpos anti-Pet y de adsorcion tiofilica para
los anticuerpos anti-Pic. La concentracion final se determiné mediante el reactivo

de Bradford de BioRad:

v Anticuerpo anti-Pic, concentracion final de 560 ug/mL.

v Anticuerpo anti-Pet, concentracion final de 881 ug/mL.

La concentracion de trabajo se establecid6 mediante un ELISA (Gréficos 4 y 95),
donde se utilizaron diferentes concentraciones de antigenos y anticuerpos.
La concentracion de trabajo para ambos anticuerpos monoclonales fue de 20 pg/mL

y para las toxinas Pet y Pic de 5 pg/mL respectivamente.
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Graficos 4 y 5. Determinacion de la concentracion optima de trabajo de los anticuerpos

anti-Pet (PTF7) y anti-Pic (PCG7). (Las concentraciones son en microgramos/mL)
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6.3 Muestras de E. coli enteroagregativa a partir de aislados de pacientes.

Las 100 muestras clinicas donadas por el Cepario del Departamento de Salud
Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM, se conservaban en agar gelosa
especial, el primer pase se realizd en caldo Luria del cual 89 de ellas tuvieron

crecimiento, reduciendo la poblacion del estudio.

Cuadro 3. Pais de origen de las muestras clinicas donadas por el Cepario del

Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina, UNAM

Pais. Muestras con crecimiento
México 76
Brasil 13

De las 89 cepas que se adaptaron al cultivo in vitro, 76 de ellas son de pacientes
mexicanos, mientras que el resto son aislados provenientes de Brasil (13 muestras).

A todas las muestras se les determind el patron de adherencia, de las cuales, 75
presentaron Adherencia Agregativa (AA), 4 Adherencia Difusa (AD) y 10 no

presentaron ningun tipo de adherencia.

Cuadro 4. Relacion del numero de cepas con adherencia agregativa y las

caracteristicas clinicas de los pacientes.

Tipo de adherencia AA Caracteristica clinica
muestra) (5)
5 Diarrea persistente con sangre.
29 Diarrea aguda
De las cuales 19 Diarrea con sangre
16 Diarrea indeterminada
6 Control Asintomatico

El cuadro 4 muestra el nimero de muestras de E. coli con adherencia agregativa
(AA) y la caracteristica clinica de los pacientes de donde se obtuvieron las

muestras.
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v’ El serotipo mas comtn entre las cepas fue el O44:H18 con un 12.35% de
presencia.
v El rango de edad va de los 0 afios (recién nacidos) hasta los 12 afios, con un

promedio de 1 afio 3 meses.

6.4 Inmunoensayos.

Después de purificar los anticuerpos monoclonales y las proteinas de secrecion de

las cepas aisladas de pacientes, se realizaron los ensayos inmunologicos: ELISA

(cuadro 5) e inmunoelectrotransferencia (cuadro 6):

Cuadro 5. Resultado de la prueba de ELISA que muestra el nimero de cepas

con adherencia agregativa en donde se detectaron las toxinas Pet y Pic.

Tipo de adherencia AA _ _ -
(Namero de muestras) (75) Toxina(s) identificada(s)
52 Pet
De las cuales 72 Pic
52 Pet-Pic

Cuadro 5. Presencia de las toxinas Pet y Pic en muestras de cepas EAEC aisladas

de pacientes, identificadas por ELISA

Utilizando el ensayo de ELISA se detectaron las toxinas Pet y Pic en las cepas
EAEC aisladas de pacientes. En la columna AA (Adherencia Agregativa) del
Cuadro 5; 52 de las muestras presentaron la toxina Pet, 72 presentron la toxina Pic

y 52 de las muestras presentaron ambas toxinas.
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Cuadro 6. Resultados de la prueba de inmunoelectrotransferencia que

muestra el nimero de cepas con adherencia agregativa en donde se

detectaron las toxina Pet y Pic.

Tipo de adherencia AA ) _ »
(NUmero de muestras) o Toxina(s) identificada(s)
43 Pet Positivo
De las cuales 20 Pic Positivo
12 Pet-Pic positivo

Cuadro 6. Identificacion de las proteinas Pet y Pic por inmunoelectrotransferencia

en muestras con adherencia agregativa.

Después de realizar la prueba de inmunoelectrotransferencia, mediante los
anticuerpos anti-Pet, se identifico en 43 de las muestras la presencia de la toxina
Pet, por medio de los anticuerpos anti-Pic, la proteina Pic fue reconocida en 20 de
las muestras. La presencia de ambas toxinas se observa en la fila “Pet-Pic positivo”

en 12 de las muestras con Adherencia Agregativa.

6.5 Analisis estadistico.

Se relaciond la presencia de las toxinas (Pet y Pic) con las caracteristicas clinicas
de los pacientes, de donde se aislaron las cepas. A los datos obtenidos,
considerando el niimero de casos, se les aplico la prueba exacta de Fisher bilateral,

con un nivel de significancia (p) de 0.05.

Cuando se compararon la presencia de las toxinas Pet y Pic el grupo de diarrea total
con los casos asintomaticos no se encontraron diferencias significativas. Sin
embargo, en el caso de la toxina Pet detectada por ELISA, en diarrea persistente
con sangre, la prueba de Fisher mostré una p=0.08. También, en el caso de la toxina
Pet detectada por inmunoelectrotransferencia, en diarrea con sangre, mostré una

p=0.07.

La comparacion de los tipos de diarrea tomando al grupo de diarrea total como

referencia, mostrd que, cuando se detecta la toxina Pet por el ensayo de ELISA, en
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el grupo de diarrea indeterminada, la prueba de Fisher dio un valor de p=0.0576,
muy cercano a la significancia estadistica. Cuando se detectod la misma proteina Pet
con el mismo ensayo de ELISA, pero para el grupo de diarrea persistente con

sangre, se encontrd una p=0.0486.

El analisis de otros grupos de diarrea con ambas toxinas no mostrd asociacion

significativa.

Los resultados de la dependencia entre Pet y Pic, para el grupo de diarrea total, en
el ensayo de ELISA, mostré una p<0.01. En este mismo grupo, en el ensayo de

inmunoelectrotransferencia se encontré una p=0.0005.

La dependencia entre Pet y Pic, en el grupo de diarrea aguda, en el ensayo de
ELISA, mostro una p=0.0119. En el grupo de diarrea aguda, con el ensayo por
inmunoelectrotransferencia, se encontrdo una p=0.034. En el grupo de diarrea con

sangre en el ensayo de ELISA, se obtuvo una p=0.0188.

7 Discusién.

Las clonas PTF7 y PCG7 fueron elegidas para producir en grandes cantidades los
anticuerpos monoclonales anti-Pet y anti-Pic respectivamente, debido a que
presentaron una excelente adaptacion al cultivo in vitro, con una morfologia celular
oval, refringentes a la luz del microscopio y con un 90% de confluencia antes de

cada pase celular (ATCC 2013).

Los anticuerpos monoclonales al ser proteinas de secrecién se encuentran en el
sobrenadante del cultivo celular (Machado, 2006). Para realizar cada evaluacion se

tomo el sobrenadante directamente.

La primer evaluacion se realizo por ELISA, con esto se determind la afinidad de los
anticuerpos por el antigeno de interés. En un estudio previo realizado por Garcia
(2009), se determind que el anticuerpo anti-Pic identificaba varias proteinas de la
familia SPATE, por lo que era un anticuerpo monoclonal no especifico, mientras

que el anticuerpo anti-Pet era un anticuerpo monoclonal especifico por solo
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identificar a la proteina Pet (Machado, 2006). El conjugado utilizado para revelar

los inmunoensayos fue un anticuerpo anti-IgG de ratén peroxidado.

Se evalud6 el proceso de purificacion de las SPATEs y de proteinas de secrecion
realizando electroforesis en condiciones reductoras, donde se observaron bandas de
proteinas en el rango de las SPATEs de 100 a 120 kDa (Dutta, 2002). La prueba de
inmunoelectrotransferencia se utilizd para corroborar la produccion y afinidad de
los anticuerpos monoclonales hacia los antigenos de interés, ya que se observaron
bandas (Figura 6) que corresponden a los pesos moleculares reportado en estudios

previos; toxina Pet 104 a 108 kDa y toxina Pic 110 a 116 kDa (Villaseca, 2005).

La concentracion de anticuerpos monoclonales por el sistema de ultrafiltracion
Amicon 8050 de Millipore, a partir de los sobrenadantes del cultivo de los
hibridomas y su posterior purificacion por cromatografia de afinidad, resultaron
adecuadas para eliminar las proteinas que no eran de interés para este estudio, asi
como los nutrientes provenientes del medio de cultivo utilizado para la

proliferacion y mantenimiento de las clonas celulares.

La subclase inmunolégica de los anticuerpos anti-Pet y anti-Pic se determind para
saber qué tipo de conjugado se utilizaria al revelar los inmunoensayos. El
anticuerpo anti-Pet fue del tipo IgGl, mientras que el anticuerpo anti-Pic
correspondio al tipo IgM, por lo que se utilizaron los conjugados correspondientes

marcados con peroxidasa.

Al concentrar, purificar y obtener el subtipo de inmunoglobulina de cada
anticuerpo, se determind la concentracion proteinica mediante el reactivo de
Bradford de BioRad; el anticuerpo anti-Pet mostré una concentracion de
881 ug/mL y el anticuerpo anti-Pic de 560 pg/mL. Este altimo al ser una
inmunoglobulina pentamérica (IgM) y no especifica (Machado, 2006) presentd una
mayor afinidad ante los antigenos de interés y a pesar de tener un bajo rendimiento
al momento de purificarse; no se presentaron limitantes durante el trascurso del

proyecto.
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De igual forma se determind la concentracion de trabajo de los anticuerpos
monoclonales (anti-Pet y anti-Pic), para esto se tomaron en cuenta los siguientes

factores:

- Que no existiera auto aglutinacion entre los mismos anticuerpos.
- La suficiente concentracion de anticuerpos para obtener una sensibilidad alta,

que permitiera detectar la menor cantidad de antigeno en cada inmunoensayo.

Se evaluaron concentraciones de los 2.5 pg/mL a los 40 pg/mL de los anticuerpos
monoclonales y de 0.024 png/mL a 25 pg/mL de los antigenos. El punto minimo de
deteccion por parte de los anticuerpos hacia los antigenos fue de 1.56 pg/mL. En
este punto se determind la concentracion de trabajo de los anticuerpos
monoclonales, resultando una concentracién 6ptima para ambos anticuerpos de 20
ug/mL y 40 pg/mL. Como ambas concentraciones tenian una respuesta similar ante
los antigenos, se optd por utilizar la menor concentracion (20 pug/mL) para evitar
autoaglutinaciones de los anticuerpos. Para el antigeno se considero la

concentracion optima de 5 pg/mL.

Al realizar la resiembra de las muestras clinicas donadas por el Cepario del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM, 11 de
ellas no fueron rescatadas, debido a que las cepas llevaban un prolongado periodo de
conservacion, en el mismo medio sin ser resembradas (Burguet, 2012). Las bacterias
resembradas periddicamente mantienen sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas,
al no existir una resiembra de las cepas, éstas tienden a perder sus caracteristicas o

morir (Weng, 2005).

El Cepario de la Facultad de Medicina, tiene convenios con investigadores de otras
latitudes del mundo, por lo tanto, también se trabajaron con cepas provenientes de
Brasil. En este estudio, no se tomo en cuenta la procedencia de las cepas, pero si se

hard mencion para estudios posteriores.

La prueba de adherencia celular es una de las mejores pruebas para clasificar las

cepas de Escherichia coli (Riveros, 2011). Esta prueba se aplico a las cepas
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donadas, obteniendo datos relevantes, los cuales nos muestran que 75 de las cepas
tenian adherencia agregativa, 4 de ellas adherencia difusa y 10 no presentaban
adherencia; las muestras con adherencia difusa y sin algin tipo de adherencia se

tomaron como controles negativos.

La prueba de serotipificacion agrupa a las bacterias con caracteristicas definidas y
similares (Rodriguez, 2002), sin embargo para este estudio no resulta relevante ya
que solo el 12.35% de las muestras presentaron el serotipo O44:H18, reportado
como caracteristico del grupo EAEC, mientras que el resto de los serotipos se

encontraban por debajo del 2%.

El objetivo principal de este trabajo fue detectar las proteinas Pet y Pic en muestras
clinicas de EAEC, utilizando anticuerpos monoclonales por medio de los
inmunoensayos ELISA e inmunoelectrotransferencia. Mediante el ensayo de ELISA
se detectaron 52 muestras con presencia de la toxina Pet, 72 con la toxina Pic y 52
presentaron ambas toxinas. Por inmunoelectrotransferencia se detectaron 43
muestras con presencia de la toxina Pet, 20 con la toxina Pic y 12 presentaron ambas

toxinas Pet y Pic.

Al comparar la presencia de las toxinas Pet y Pic del grupo de diarrea total con los
casos asintomaticos, no se encontrd alguna relacion estadistica, debido al bajo
nimero de muestras. Sin embargo, en el caso de la toxina Pet detectada por ELISA,
en las muestras con un cuadro clinico de diarrea persistente con sangre y al detectar
la misma proteina por inmunoelectrotransferencia, en las muestras con un cuadro
clinico de diarrea con sangre, se obtuvieron valores de p=0.08 y p=0.07
respectivamente. En estos grupos de diarrea persistente con sangre y diarrea con
sangre que expresan la toxina Pet, se observo cierta tendencia de asociacion,
sugiriendo, que si las muestras de los controles asintomaticos fueran més grandes, se

obtendria una significancia estadistica mas clara (Diaz, 2009).

Cuando se compararon los tipos de diarrea, tomando al grupo de diarrea total como
referencia y detectando la toxina Pet mediante el ensayo de ELISA, en el grupo de
diarrea indeterminada, se encontr6 un valor muy cercano a la significancia

estadistica (p=0.0576). Cuando se detectd la misma proteina Pet con el ensayo de
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ELISA, para el grupo de diarrea persistente con sangre, se encontrd una asociacion
significativa (p=0.0486). Mientras que el andlisis de otros grupos de diarrea con

ambas toxinas no mostrd asociacion significativa.

Los resultados de la dependencia entre Pet y Pic, para el grupo de diarrea total, por
en ELISA e inmunoelectrotransferencia, mostrd ser significativo (p<0.01 y
p=0.0005 respectivamente), lo que indic6 que ambas toxinas no son independientes
y actian en conjunto. De igual manera, la dependencia entre Pet y Pic, en el grupo
de diarrea aguda, para ambos ensayos, mostré también significancia (ELISA;
p=0.0119 e Inmunoelectrotransferencia; p=0.034). Asi mismo, con el grupo de
diarrea con sangre en el ensayo de ELISA (p=0.0005). Como se menciond con
anterioridad, los resultados muestran que la actuacion de las toxinas Pic y Pet no es

independiente, una de otra (Alvarez, 2007).

Debido a que la toxina Pet se encuentra codificada dentro de un plasmido y el gen
de la toxina Pic se encuentra en una isla de patogenicidad del cromosoma
bacteriano las toxinas son independientes desde el punto de vista genético.
(Henderson, 1999; Rodriguez, 2002; Cortés, 2002; Bellini 2005; Villaseca, 2005).

Sin embargo, los resultados anteriores muestran que las toxinas actian en conjunto.

Los resultados obtenidos por la inmunoelectrotransferencia son mas especificos en
comparacion con los obtenidos por el inmunoensayo ELISA, esto fue, por que las
bandas que se observaron de las toxinas Pet y Pic, ya fueron caracterizadas (Dutta,
2002) y se conoce su peso molecular, por lo tanto, es mas facil reconocer las
toxinas de interés, a pesar de tener anticuerpos monoclonales que reconocen
epitopos similares o compartidos dentro del grupo de las SPATES, como es el caso

del anticuerpo anti-Pic.

Las toxinas Pet y Pic fueron identificadas en un menor niimero de muestras de
Escherichia coli adherencia enteroagregativa provenientes de aislados de pacientes
mediante la prueba de inmunoelectrotransferencia en comparacion con el
inmunoensayo ELISA (Cuadros 5 y 6), la desnaturalizacion de las toxinas al
realizar la inmunoelectrotransferencia posiblemente altero el epitopo que reconocen

los anticuerpos monoclonales, para corroborar esta suposicion es necesario conocer
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la conformacién cuaternaria de las proteinas Pet y Pic, asi como el sitio de union de
los anticuerpos monoclonales, con objeto de estimar si la desnaturalizacion de las

proteinas afecto en el resultado de esta investigacion (Gavilondo, 1995).

Las enfermedades diarreicas en nifos causadas por E. coli enteroagregativa, son
mas frecuentes en paises en vias de desarrollo como es el caso de México y Brasil
(Romero 2007), aunque los paises desarrollados no estdn exentos, los métodos
convencionales de diagndstico para este tipo de bacterias consisten en un
aislamiento, identificacion del microorganismos por pruebas bioquimicas,
serologicas y el tipo de adherencia (Murray, 2005), las cuales conllevan un largo
tiempo de incubacién y no permiten un tratamiento a corto plazo. Las pruebas de
biologia molecular, que buscan genes especificos son mas rapidas (Jenkins, 2007),
aunque no todos los centros hospitalarios cuentan con este servicio. En esta
investigacion se evaluaron pruebas inmunologicas por separado, para poder disefar
una prueba rapida, en un futuro y asi detectar las toxinas de excrecion en las heces
de pacientes con sintomas caracteristicos de enfermedad causada por EAEC, con lo
que se podra dar un diagndstico y tratamiento en un menor tiempo, en comparacion

con las pruebas convencionales.

Conclusiones.

Las clonas celulares anti-Pet PT2F8GS5F7 y anti-Pic 52F7F7G7 se adaptaron y
reprodujeron en cultivo in vitro para obtener anticuerpos monoclonales anti-Pet y

anti-Pic respectivamente

El anticuerpo monoclonal anti-Pic reconocié un epitopo similar o compartido entre

las SPATEs.

El anticuerpo monoclonal anti-Pet fue especifico para la toxina Pet producida por

Escherichia coli enteroagregativa.

Se purificaron las proteinas de excrecion de las cepas de Escherichia coli, donadas

por el Cepario de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

36



Los anticuerpos monoclonales anti-Pet y anti-Pic reconocieron las toxinas de
interés (Pet y Pic) provenientes de cepas EAEC de aislados de pacientes, mediante

los inmunoensayos; ELISA e inmunoelectrotransferencia.

El andlisis estadistico mostré que la actuacién de las toxinas Pet y Pic no es

independiente una de otra, durante una infeccion con EAEC.

Se requiere realizar un analisis conformacional de las toxinas Pet y Pic, asi como el

sitio de union de los anticuerpos monoclonales con dichas toxinas.

Referencias.

1. Vidal JE, Canizalez-Roman A, Gutiérrez-Jiménez J, Navarro-Garcia F. (2007)
Patogénesis molecular, epidemiologia y diagnéstico de Escherichia coli
enteropatogena. Salud Publica Mex. Volumen 49. p.376-386.

2. Nataro, James P. and James B. Kaper (1998) Diarrheagenic Escherichia coli.
Clin. Microbiol. Volumen 11:142.

3. Rodriguez-Angeles G. (2002) Principales caracteristicas y diagndstico de los
grupos patogenos de Escherichia coli. Salud Publica Mex. Volumen 44. p. 464-
475.

4. Bellini, Estela M., Waldir P. Elias, Tania A.T. Gomes, Tania L. Tanaka, Carla
R. Taddei, Rocio Huerta, Fernando Navarro-Garcia, Marina B. Martinez. (2005)
Antibody response against plasmid-encoded toxin (Pet) and the protein involved
in intestinal colonization (Pic) in children with diarrhea produced by
enteroaggregative  Escherichia coli. FEMS Immunology and Medical
Microbiology. Volumen 43. p. 259-264.

5. Villaseca JM, Hernandez U, Sainz-Espuiies TR, Rosario C, Eslava C. (2005)
Enteroaggregative Escherichia coli an emergent pathogen with different
virulence properties. Rev Latinoam Microbiol. Volumen 47. p. 140-159.

6. Villaseca Flores, Jorge M. (2002) Efecto de la toxina Pet de Escherichia coli
enteroagregativa (EAggEC) sobre el esqueleto membranal de diferentes células.

Tesis de doctorado en ciencias (biologia). Facultad de ciencias, UNAM.

37



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Machado Nina P.; German T¢llez, John Castafio. (2006) Anticuerpos
monoclonales: desarrollo fisico y perspectivas terapéuticas. Asociacion
colombiana de infectologia. Volumen 10-3. p. 186-197.

Garcia Picon, Aholiba. (2009) Produccion de anticuerpos monoclonales contra
la proteina Pic de Escherichia coli enteroagregativa y su reactividad contra
proteinas autotransportadoras. Tesis de licenciatura FESC, UNAM.

Medina Flores, Yolanda, Juan Carlos Carpio, Olga Mata, Edith Medina, Reyna
Gutiérrez. (2012) Manual X VI taller internacional de produccion de anticuerpos
monoclonales contra agentes infecciosos y otras moléculas. Laboratorio de
anticuerpos monoclonales, InNDRE.

Roja Espinosa, Oscar. (2006) Inmunologia de memoria. 3* ed. Editorial medica
pamericana, México, p.p. 50

Cortés-Ortiz 1A, Rodriguez Angeles G, Moreno Escobar EA, Tenorio Lara JM,
Torres Mazadiego BP, Montiel Vazquez E. (2002) Brote causado por
Escherichia Coli en Chalco, México. Salud Publica Mex Volumen 44. p. 297-
302.

Riveros, Maribel, Francesca Barletta, Martin Cabello, Davis Durand, Erik
Mercado, Carmen Contreras, Fulton Rivera, Susana Mosquito, Angela Lluque,
Theresa Ochoa. (2011) Patrones de adherencia de cepas de Escherichia coli
difusamente adherente (DAEC) provenientes de nifios con y sin diarrea. Revista
Peruana de medicina experimental y salud publica. Volumen 28 Numero 1.
Scaletsky Isabel C A, Fabbricotti Sandra H, Carvalho Rozane L B, Nunes
Claudia R, Maranhdo Helcio S, Morais Mauro B, Fagundes-Neto Ulysses (2002)
Diffusely Adherent Escherichia coli as a Cause of Acute Diarrhea in Young
Children in Northeast Brazil: a Case-Control Study Journal of Clinical
Microbiology. Volumen 40. p. 645-648

Gonzalez Ayala, Silvia E. Cecchini, Diego M. (Octubre 2013) Enfermedades
Bacterianas Transmitidas por Alimentos. Organizaciéon panamericana de la
salud.
http://publicaciones.ops.org.ar/publicaciones/publicaciones%20virtuales/libroET
As/modulo2/modulo2w.html.

ATCC (Octubre 2013) HEp-2 (ATCC® ccL-23"). www.atcc.org/products/all/CCL-

23.aspx?slp=1#characteristics.

38



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Piva, Iriane C.; Alex L. Pereira, Lucia R. Ferraz, Rejane S. N. Silva, Ataiza C.
Vieira, Jesus E. Blanco, Miguel Blanco, Jorge Blanco and Loreny G. Giugliano.
(2003) Virulence Markers of Enteroaggregative Escherichia coli Isolated from
Children and Adults with Diarrhea in Brasilia, Brazil. Journal of clinical
microbiology. p. 182—183

Navarro Garcia, Fernando; Javier Gutiérrez Jiménez, Carlos Garcia Tovar, Luis
A. Castro, Héctor Salazar Gonzalez and Vanessa Cordova (2010) Pic, an
Autotransporter Protein Secreted by Different Pathogens in the
Enterobacteriaceae Family, Is a Potent Mucus Secretagogue. Infection and
immunity, Volumen 78, No. 10 p. 4101-4109.

Murray, Patrick; Kens Rosenthal, Michael A. Pfaller. (2005) Medical
Microbiology. 5° ed. Elsevier. United States of America. p. 323-330.

Romero Cabello, Ratil. (2007) Microbiologia y parasitologia humana; bases
etioldgicas de las enfermedades infecciosas y parasitarias. 3° ed. Ed.
Panamericana, México. p. 753-767.

Joklink, Wolfgang, et al. (1997) Microbiologia 20° ed. Ed. Medica
panamericana, Argentina. p. 736-743.

Koneman, Elmer W. et al (2001) Diagndstico Microbioldgico; texto y atlas a
color. 5° ed. Ed. Médica Panamericana, Espaiia. p. 196-199.

Gibert, Magdalena. (2010) Deteccion y caracterizacion de aislados de
Escherichia coli de origen clinico y fecal en ganillas ponedoras. Tesis doctoral.
Universidad complutense de Madrid, Espafia. p.p. 184.

Robins, Roy M.; Elizabeth L. Hartland. (2002) Escherichia coli as a cause of
diarrhea. Jurnal of Gastroenterology and hepatology. Volumen 17:467-475.
Navarro Garcia, Fernando; Antonio Serapio, Paul Ugalde, Gabriela Tapia, Lucia
Chavez (2013) Actin Cytoskeleton Manipulation by Effector Proteins Secreted
by Diarrheagenic Escherichia coli Pathotypes. BioMed Research International
Volumen 2013. p. 22.

Guyer, Debra: Ian R. Henderson, James P. Nataro, Harry L. T. (2000)
Chromosomal Expression of the Haemophilus influenzae Hap Autotransporter
Allows Fine-Tuned Regulation of Adhesive Potential via Inhibition of

Intermolecular Autoproteolysis. Molecular microbiology. Volumen 38. p. 53-66.

39



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Strockbine, Nancy A.; Lilian R. M. Marques, Randall K. Holmes, Alison D.
O'brien (1985) Characterization of Monoclonal Antibodies against Shiga-Like
Toxin from Escherichia coli. Infection and immunity. Volumen 50. p. 695-700.
Svennerholm, Ann-Mari; Marianne Wikstrom, Marianne Lindblad, Jan
Holmgren (1986) Monoclonal Antibodies Against Escherichia coli Heat-Stable
Toxin ( STa ) and Their Use in a Diagnostic ST Ganglioside GM1-Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay. Journal of clinical microbiology. Volumen 24. p.
585-590.

Chow Siu-Kei, Arturo Casadevall (2012) Monoclonal antibodies and toxins--a
perspective on function and isotype. Toxins. Volumen 4. P. 430-454.

Dudley, Edward G.; Nicholas R. Thomson, Julian Parkhill, Nicholas P. Morin,
James P. Nataro. (2006) Proteomic and microarray characterization of the AggR
regulon identifies a pheU pathogenicity island in enteroaggregative Escherichia
coli. Molecular Microbiology. Volumen. 61. P. 1267—-1282.

Morin, Nicholas; Araceli E. Santiago, Robert K. Ernst, Stacey J. Guillot, James
P. Nataro (2013) Characterization of the AggR regulon in enteroaggregative
Escherichia coli. Infection and immunity. Volumen 81. p. 122-132.

Henderson, Ian; John Czeczulin, Carlos Eslava, Fernando Noriega, James
Nataro. (1999) Characterization of Pic, a Secreted Protease of Shigella flexneri
and Enteroaggregative Escherichia coli. Infection and Inmunity. Volumen 67. p.
5587-5596.

Waldir, Elias; Samar Barros, Cristiano Moreira, Trabulsi R, Tania Gomes.(2002)
Enteroaggregative Escherichia coli Strains among Classical Enteropathogenic
Escherichia coli O Serogroups. Journal of clinical microbiology, Volumen. 40 p.
3540-3541.

Weng, Zulia; Raquel Junco, Olvido Diaz, Inalvis Alvarez, José Beltran, Maria
Rodriguez (2005) Conservacion bacteriana por método simple a temperatura
ambiente: una alternativa viable. Revista Cubana Higiene y Epidemiologia.
Volumen 43 nimero 2.

Burguet, Nancy; Nelson Sierra y Lazaro Brito. (2012) Conservacion de cepas
microbianas por el método de liofilizacién para el control microbioldgico en
laboratorios Liorad. Revista CENIC Ciencias Biologicas. Volumen 43, Numero

3.

40



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Aguillon, Juan, Juan Contreras, Andrés Dotte, Andrea Cruzat, Diego Catalan,
Lorena Salazar, Maria Molina, Julia Guerrero, Mercedes Lopez. (2003) Nuevas
armas inmunologicas para la medicina del siglo XXI: Terapia biolégica basada
en el uso de anticuerpos monoclonales de ultima generacion. Revista médica de
Chila. Volumen 131, nimero 12.

Dutta, Panaki; Renato Cappello, Fernando Navarro, James Nataro. (2002)
Functional =~ Comparison of Serine  Protease  Autotransporters  of
Enterobacteriaceae. Infection and Inmuunity. Volumen 70 Namero 12 p.p. 7105-
7113.

Farinas, Maria Carmen; Luis Martinez. (2013) Infecciones causadas por
bacterias Gram-negativas multirresistentes: Enterobacterias, Pseudomonas
aeruginosas, Acinetobacter baumannii, y otros bacilos Gram-negativos no
fermentadores. Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica. Volumen 31
Numero 6 p.p. 402-409.

Alvarez, Luis. (2004) Anticuerpos monoclonales. Realidad y perspectiva.
Editorial Complutense. Espafia. p.p. 172.

Goding, James. (1993) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice. 3°Ed.
Editorial Academic Press. Estados Unidos de Norteamérica. p.p. 492.
Gavilondo, Jorge. (1995) Anticuerpos Monoclonales. Editorial Elfos Scientiae.
Cuba. p.p. 180.

Jenkins, C.; G. Chart, A. Willshaw, T. Cheasty. (2007) Association of putative
pathogenicity genes with adherence characteristics and fimbrial genotypes in
typical enteroaggregative Escherichia coli from patients with and without
diarrhoea in the United Kingdom. European Journal of Clinical Microbiology &
Infectious Diseases. Volumen 26, p. 901-906.

Diaz, Abel (2009) Disefio estadistico de experimentos. 2da Edicion. Universidad
de Antioquia. p.p. 284.

Alvarez, Rafael. (2007) Estadistica aplicada a la ciencia de la salud. Editorial
Dias de Santos. p.p. 996.

41



	Portada

	Índice

	Resumen

	1.
Introducción 
	2. Justificación   3. Objetivos 
	4. Hipótesis   5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Referencias

