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DEFINICIONES Y ABREVITURAS

Listado de Términos

Abreviaturas Significado

ITUs

ExPEC

UPEC

IBC
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Pet

Pic

PicU

Infecciones del Tracto
Urinario

Escherichia coli
Extraintestinales
Patogenas (del inglés

Extraintestinal Patogenic
Escherichia coli)

Escherichia coli
Uropatégena (del inglés
Uropatogenic Escherichia
coli)

Comunidades
Bacterianas
Intracelulares (del inglés

Intracellular Bacterial
Communities)
Serin Proteasas

Autotransportadas de la
Familia
Enterobacteriacea (Del
inglés Serine Protease
Autotransporters of
Enterobacteriaceae)

Toxina Codificada en el
Plasmido (proveniente del
inglés Plasmid Encoded
Toxin)

Proteina Involucrada en
la  Colonizacion  (Del
inglés Protein Involved in
Colonization)

Proteina Involucrada en
la Colonizacién de E. coli
Uropatogena (Del inglés
Protein Involved in
colonization from UPEC)

Abreviaturas
Tris

EDTA

SDS-PAGE

BSA

BCIPT/NBT

mM

mL

Significado
Trisaminometano

Acido
Etilendiaminotetraacetico

Electroforesis en gel de
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inglés sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis)

Albumina de Suero

Bovino (Del inglés Bovine
Serum Albumine)

Combinacién de nitroazul
de tetrazolio con una sal
de p-toloidina 5-bromo-4-
cloro-3'-indolfosfato

molar
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Sat Secreted Autotransported °C grados centigrados

Toxin
HIyA Hemolisina a Min minutos
CNF-1 Factor Necrotizante ML Microlitros
Citotoxico 1 (Del inglés
Cytotoxic necrotizing
factor 1)
PAI Isla de Patogenicidad nm Nandémetros
(Del inglés Patogenicity
Island)
UFC Unidad Formadora de mA miliamperes
Colonias
KDa Kilodaltons PVDF Fluoruro de Polivinilideno
Ac Anticuerpos pNPP Paranitro fenil fosfato
Ag Antigeno D.O Densidad éptica
IgG Inmunoglobulina G DGE Direccion General de
Epidemiologia
KHL Hemocianina de la lapa ELISA Ensayo
californiana (Del inglés Inmunoabsorbente Ligado
Keyhole limpet a Enzimas
hemocyanin)
CL Caldo Luria PCR Reaccion en Cadena de

la Polimerasa

DEFINICIONES

Patotipo: Este término se refiere a un grupo de cepas bacterianas aisladas de una
misma especie que tienen un proceso similar de patogénesis en un hospedero
especifico ya que comparten un conjunto de genes de virulencia.

Plasticidad genémica bacteriana: Término que describe la diversidad y flexibilidad
genética. Una alta plasticidad gendmica depende de los elementos genéticos
moviles como p. ej. los plasmidos y transposones. Es la capacidad de una bacteria
de integrar con facilidad informacién genética externa a través de un proceso de
conjugacion, transduccion o transformacion e insertarlo en su genoma.

Antigeno: Molécula que reacciona de manera especifica con un anticuerpo o con
los receptores de una célula sensibilizada.



Inmunégeno: Sustancia capaz de inducir una respuesta inmunitaria.

Epitope: Secuencia especifica de un antigeno macromolecular al cual se une a un
anticuerpo. Existen epitopos lineales, conformacionales vy discontinuos.
Generalmente los epitopes lineales son secuencias compuestas por 4 a 10
aminoacidos.

Mimotopo: Es una secuencia molecular que tiene la capacidad de mimetizar un
epitope de un antigeno en particular.

Fagotopo: Fagos que expresan en su superficie mimotopos del antigeno analizado
Anticuerpos policlonales: Mezcla compleja de anticuerpos producidos a partir de
distintas clonas de linfocitos B que reconocen multiples epitopes en un mismo

antigeno.

Anticuerpos monoclonales: Anticuerpos producidos por una clona de linfocito B
que se une a un unico epitope y por lo tanto son especificos
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| RESUMEN

Sat es una serin proteasa autotransportada de la subfamilia de las SPATEs. Sat es
considerada un marcador de virulencia asociado a Escherichia coli Uropatogena
(UPEC), principal bacteria causante de infecciones del tracto urinario. En el
mecanismo de patogenicidad la secrecidon de esta toxina se encuentra relacionada
con la persistencia del patdgeno en el huésped. Este efecto sumado a la seleccion
de cepas resistentes por el manejo inadecuado de antimicrobianos, provoca que los
tratamientos empiricos no sean efectivos lo que a su vez origina una recurrencia de
la infeccion y secuelas en el paciente. Por tal motivo el contar con un método de
screening para el diagnéstico de UPEC secretora de Sat permitira al médico
proporcionar un seguimiento oportuno con la aplicacién de un tratamiento adecuado
en base a estudios de antibiograma. En el Laboratorio de Salud Publica de la
Facultad de Medicina se han realizado una serie de proyectos encaminados al
desarrollo de un método de inmunodiagnédstico de cepas UPEC secretoras de Sat.
En la primera etapa se utilizé la técnica de Phage display para identificar motivos
inmunodominantes de la toxina. Mediante esta tecnologia se obtuvo al fago B17
(fagotopo) con una secuencia aminopeptidica que mimetiza un epitope de Sat.
Como resultado de la inmunizacidn con el fagotopo y un péptido sintetizado con la
misma secuencia identificada (MSPFAIDLTMUVS) se obtuvieron los anticuerpos
antimimotopos anti-Fago B17 y anti-Péptido, respectivamente, los cuales se
utilizaron como reactivos en este trabajo. En este proyecto se planted el uso de Dot-
Blot como método de inmunodiagndstico, sin embargo, el estudio partié con una
serie de pruebas iniciales por ELISA para evaluar la reactividad de los anticuerpos
antimimotopos. Por ELISA se realizaron pruebas de especificidad empleando a
PetS260l1 y Pic dos proteinas pertenecientes a la misma subfamilia de Sat. De la
misma forma se empled el péptido sintético MSPFAIDLTMUVS con la secuencia
mimetizada de Sat. La reactividad observada a concentraciones variables de
antigeno y anticuerpo determino la sensibilidad y el rango de concentraciones
optimas de uso. Los datos obtenidos por ELISA fueron aplicados al método de Dot-
Blot, con este ultimo se estudid la reactividad y especificidad de los anticuerpos
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antimimotopos con otras SPATEs (PetS260I y Pic) ademas de LPS. Posteriormente
se involucro el uso de orina inoculando concentraciones conocidas de la proteina
Sat, seguido del desarrollo de un ensayo de Dot-blot con los anticuerpos
antimimotopos. La reactividad de los anticuerpos en orina origino la realizacion de
un ensayo in vitro con dos cepas productoras de Sat. Las cepas de E. coli CFT073
y 049766 fueron cultivadas en orina para evaluar la respuesta de los anticuerpos
antimimotopos en contra de la proteina nativa secretada en orina. En el ensayo
ademas se evalud la centrifugacion vy filtracion (0.22 ym) como métodos para el
tratamiento de la orina obtenida con las clonas cultivadas. Al final el método de Dot-
Blot resulto util empleando los anticuerpos anti-Fago B17 en la deteccién de Sat en
orina, estos anticuerpos pueden ser aprovechados también para la deteccion de
Pic, una proteina homologa a PicU que al igual que Sat se encuentra asociada a
cepas UPEC. El tratamiento de la orina por centrifugacién permite obtener buenos
resultados y una muestra de orina libre de particulas grandes. La utilidad de esta
prueba como screeening debe ser evaluada en muestras reales de pacientes con

infecciones del tracto urinario causadas por E. coli.
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Il INTRODUCCION

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el principal patdégeno implicado en la
etiologia de las Infecciones del Tracto Urinario (ITU), al respecto es responsable
entre el 70 y 90% de las ITU de la comunidad y del 60% de las de origen
intrahospitalario. UPEC, pertenece al grupo de E. coli virulenta que produce
infecciones extraintestinales (ExPEC). La capacidad para ubicarse en el tracto
urinario se debe a la plasticidad gendmica de la bacteria, que le permite adaptarse
a vivir en un ambiente diferente al de su habitat natural, invadir y persistir. La
expresion de los llamados factores de virulencia entre los que se incluye la
resistencia a los antimicrobianos. Por sus caracteristicas las ITU se han clasificado
como agudas y cronicas, estas a su vez se definen como persistentes (cuando el
agente responsable siempre es el mismo) y recurrentes (cuando diferentes
microorganismos son los causantes del cuadro). La consecuencia de las infecciones
cronicas es el dano renal permanente con la consecuente insuficiencia funcional de
dicho drgano. La identificacion de las clonas de E. coli responsables de las
infecciones cronicas es dificil de realizar en laboratorios clinicos y Hospitales,
debido a que se requieren procedimientos como la tipificacion seroldgica o técnicas
de biologia molecular como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
procedimiento que identifica los genes relacionados con expresion de la virulencia
de la bacteria. Lo anterior plantea la necesidad de desarrollar procedimientos para
el diagnéstico rapido y preciso de las ITU asociadas a UPEC. Sat (Secreted
Autotransported Toxin) es una proteasa asociada al dafno celular que se sabe es
secretada por el 40-50% de cepas de UPEC, lo que permite considerarla como un

buen candidato para su busqueda en la orina de pacientes con ITU. En el laboratorio
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de investigacion basica de la Facultad de Medicina en la UNAM, se han desarrollado
proyectos dirigidos al estudio de esta toxina. En un estudio previo al respecto, se
realizo la identificacidn de motivos inmunodominantes de la toxina Sat, en el mismo
se utilizé la técnica in vitro denominada Phage display, como producto de los
resultados se obtuvieron fagotopos que presentaban en una de sus proteinas de
superficie (P-IIl), una secuencia de aminoacidos que mimetizan (mimotopo) un sitio
inmunodominante de Sat. A partir de la secuencia se obtuvo un péptido sintético,
con este se inmunizaron conejos para la obtencién de anticuerpos policlonales
antimimotopos. En este estudio se evalué la capacidad de dichos anticuerpos para
reconocer la toxina Sat en muestras de orina inoculadas con la toxina purificada.
Con los resultados que se obtengan, se podra proponer el desarrollo de un método
de inmunodiagnéstico para UPEC productora de Sat, o que orientara al médico a
tomar la decisién de realizar un urocultivo ya que este grupo de bacterias se asocian

a la recurrencia de ITUs.

Il MARCO TEORICO O FUNDAMENTACION

lll.1 Las Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario se definen como una respuesta inflamatoria del
epitelio renal con presencia de globulos blancos (piuria), asociadas a la aparicion
de microorganismos en orina (bacteriuria)'. Pueden presentarse sintomas como
malestar en la region lumbar asi como urgencia y frecuencia al orinar ya sea con
dolor, ardor y/o presencia de sangre (hematuria)?, esta Ultima relacionada a un dafio
renal grave. Sin embargo, existen casos donde la infeccién puede ser asintomatica

representando riesgos en mujeres embarazadas y personas con prescripcion
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quirdrgica uroldgica®. Las ITU pueden clasificarse tomando en cuenta distintos
criterios, sin embargo, el mas comun es ubicando el sitio anatémico de la infeccion,
de acuerdo a esto, pueden dividirse en ITU bajas y altas*'. Las ITU bajas incluyen
sindromes como uretritis, cistitis y prostatitis, por otro lado, las ITU altas implican
abscesos intra-renales y pielonefritis. Asimismo las ITU pueden designarse como
complicadas o no complicadas considerando la existencia previa de anormalidades
anatémo-funcionales o patolédgicas del tracto urinario que puedan comprometer la
funcionalidad de vejiga y riflones®, por ejemplo la presencia de cicatrices renales,
insuficiencia renal crénica, diabetes, calculos renales asi como la existencia de
inmunosupresion o sonda vesical®. Las infecciones urinarias permanecen como uno
de los padecimientos mas frecuentes, ubicandose como la tercera causa de
morbilidad en México (boletin epidemiolégico Diciembre del 2009), afectando a una
cantidad variable de individuos con diferentes edades. En un analisis poblacional
por sexos®, se observd una mayor frecuencia en varones durante los primeros tres
meses de vida, sin embargo, en edades posteriores la prevalencia de la infeccion
aumenta en mujeres. Este cambio se argumenta por las diferencias anatémicas que
existen entre ambos sexos, es decir, la corta distancia entre la uretra y el recto en
la mujer lo que hace que sean mas susceptibles a infectarse por patdégenos
bacterianos por medio de una via ascendente*. Por otro lado las malas costumbres
de higiene intima (limpieza retrograda), dan lugar a que se presente la
contaminacién de la uretra por bacterias de la biota intestinal. En edades
posteriores a los 50 afios el riesgo de contraer una ITU aumenta en ambos sexos,
en el varén a causa de problemas funcionales (como modificaciones anatémicas en

la prostata o el reflujo vesico-uretral) y en la mujer por cambios hormonales
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implicados en el proceso de menopausia, que ocasionan un cambio en las
condiciones de la biota vaginal. A pesar de las medidas antimicrobianas impuestas,
la prevalencia de la infeccion se mantiene alta lo que a su vez genera una mala
calidad de vida en los pacientes, cepas con propiedades multiresistentes
(complicando el tratamiento) y un impacto econdmico alto en el sector del cuidado

de la salud®.

lll.2 Etiologia

Si bien es verdad que el tracto urinario en condiciones normales permanece libre de
bacterias, la presencia de factores predisponentes provoca que pueda ser invadido
a través de diversas rutas. La infeccién del tracto urinario puede ser por via
ascendente o hematdégena; la ascendente se observa en las infecciones de
individuos sin trastornos, esta via es la que se relaciona por la contaminacién con
las bacterias presentes en el colon que llegan a la uretra, la vejiga e incluso pueden
infectar el rifidn (pielonefritis). La via hematdégena es muy rara cuando se trata de
patdgenos urinarios comunes, se ha relacionado con mayor frecuencia en pacientes
con bacteriemia o fungemia originada por microorganismos trasmitidos por sangre
(p. €j. Staphylococcus aureus y Candida albicans). Dentro del grupo de bacterias
que pueden colonizar el tracto urinario predominan los bacilos Gram negativos de
la familia Enterobacteriacea'*’, por lo general bacterias del género, como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter,spp y Serratia spp y una minoria de bacterias Gram
positivas que pueden infectar este ambiente como Enterococcus faecalis,

Staphylococcus saprophyticus, S. aureus y S. epidermidis. No obstante, el
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microorganismo aislado en el 80% de los casos de las infecciones de la comunidad
es Escherichia coli uropatégena (UPEC). Esta bacteria causa dafio al epitelio renal
mediante la expresion de factores de virulencia (adquiridos via transferencia de DNA
horizontal de plasmidos, transposones, bacteriéfagos, e islas de patogénicidad®),
que le permiten adaptarse y obtener nutrientes para sobrevivir al microambiente del
hospedero, tales factores han sido estudiados por mucho tiempo en cepas UPEC
aisladas de pacientes con pielonefritis como CFT073(06:K2:H1)? y de pacientes

con cistitis como las cepas 536 (06:K15:H31) e UTI89(018:K1:H7)8.

lll.3 Escherichia coli uropatégena (UPEC)

UPEC forma parte del grupo de E. coli extraintestinales patégenas (ExPEC)
caracterizadas por ocasionar dafio en ambientes diferentes al tracto intestinal?,
estas cepas forman un grupo bacteriano muy heterogéneo, debido en gran parte a
su variabilidad y elevada plasticidad genémica®®. El tracto urinario es uno de los
ambientes mas pobres en nutrientes, sin embargo, UPEC ha adquirido vy
desarrollado con el paso del tiempo, herramientas que le permiten sobrevivir y
adaptarse al contraste del entorno. Este bacilo tiene la capacidad de colonizar el
tracto urinario mediante un mecanismo complejo'®, donde intervienen diferentes
rasgos de virulencia que interaccionan con las células renales del hospedero para
obtener nutrientes, proliferar y desarrollar comunidades bacterianas que provocan
la invasion de otras células renales’®. Una vez establecido continua el ciclo de
patogenicidad hasta lograr formar biopeliculas, estructuras filamentosas o formas

quiescentes’'2. La disposicion adquirida se ve asociada a la generacién de
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infecciones recurrentes, que inician de nuevo el ciclo, causando en promedio de tres

a seis episodios infecciosos por afio en la persona infectadaZ.

1ll.3.1 Factores y Mecanismo de Virulencia en UPEC

La expresion de los determinantes de virulencia depende mucho de las sefiales
generadas por el entorno del hospedero, una herramienta util en el repertorio de
factores de virulencia empleada al inicio de su proceso patogénico es la adherencia
a células del tracto urinario. La adhesién es lograda a través de estructuras de tipo
fimbrial principalmente las fimbrias de tipo 1, P, Sy F1C, ademas de las adhesinas
H (Fim H), M, y las de la familia Dr. Uno de los pasos fundamentales en el
mecanismo de patogénesis de UPEC es la interaccidon que existe entre Fim H de la
Fimbria tipo 1 con distintos receptores de uroplaquina de células epiteliales del
tracto urinario’®. Esta interaccidén desencadenan una serie de procesos de
sefnalizacion quimica que resultan en la internalizacién de la bacteria, y el desarrollo
de una estructura similar a un endosoma constituido por una red de filamentos de
actina de la célula hospedera’ 2, Esta forma puede proliferar llegando a constituir
las llamadas comunidades bacterianas intracelulares (IBCs) obteniendo una
configuracion similar a una biopelicula que funciona como un reservorio persistente,
ademas de proteger contra el reconocimiento del patégeno y de la accién de
antibioticos, esta disposicion bacteriana fue descrita en tres etapas una temprana al
inicio, una intermedia y una tardia. En la ultima etapa el complejo bacteriano puede
migrar en un proceso denominado “fluxing” y adoptar una morfologia filamentosa
con una longitud de hasta 70 um™*, facilitando la diseminacién de UPEC en el tracto

urinario. Como consecuencia de esta invasion se pone en marcha una fase de
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exfoliacion celular por el hospedero, eliminando cierta cantidad de bacterias y de
IBCs, no obstante, se exponen células uroteliales inmaduras que son blanco facil
para las bacterias que logran permanecer en el lumen epitelial’’'2. Una vez
establecida en las células inmaduras puede adoptar otra disposicion designada
como reservorios intracelulares quiescentes (QIRs), esto contribuye a su
establecimiento en la célula por un largo periodo hasta que las condiciones vuelvan
a ser favorables para su desarrollo, de manera consecuente se da la reincidencia
en la infeccién. Otra herramienta util para la bacteria presente en el genoma de
UPEC son los genes para la expresion de sideréforos que forman parte de los
sistemas de adquisicién de hierro, los principales sistemas estan conformados por
la enterobactina, aerobactina, salmochelina y yersinobactina?8'3. Estos sideroforos
permiten a la bacteria competir por cantidades extremadamente bajas de hierro en
la orina, mineral necesario para llevar a cabo diferentes funciones, por ejemplo la
reduccion de oxigeno en la sintesis de ATP en condiciones aerobias o la reduccion
de precursores ribosilados de ADN'3, reacciones enzimaticas esenciales para su

metabolismo.
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Figura 1. Modelo del mecanismo de patogenicidad de UPEC en el tracto urinario.
Se muestran las diferentes fases del proceso patogénico de UPEC, desde la
replicacion (1), el proceso de adherencia a las células uroepiteliales (2) en donde
se produce una interaccion entre la Fim H de la fimbria tipo 1 con receptores de
uroplaquina que al final resultan en la internalizacion del bacilo (3). Puede proliferar
y formar comunidades intercelulares de bacterias o IBC por sus siglas en inglés (4)
o filamentos que pueden eliminarse mediante un proceso de exfoliaciéon celular del
hospedero (5), sin embargo, puede también adoptar un estado de reservorio
quiescente (6). Las estructuras que puede tomar contribuyen a su persistencia y
recurrencia en el tracto urinario.

Tomado de FEMS Microbiol Rev 2012; 36:616-648, con algunas modificaciones.

111.3.2 Exotoxinas

Dentro de las estrategias utilizadas por UPEC en su mecanismo de virulencia se
encuentra la secrecion de toxinas como la hemolisina a (HIyA), el factor citotéxico
necrotizante (CNF-1) y el grupo de serina proteasas autotransportadas (SPATES)
como la toxina autotransportadora secretada (Sat), la proteina involucrada en la
colonizacion (PicU) y toxina autotransportada vacuolizante (Vat). Todas estas

toxinas ejercen un efecto de dano importante sobre las células del hospedero. La

participacion de HlyA en el mecanismo de patogenicidad, es proporcionar a la
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bacteria nutrientes como el hierro después de lisar los eritrocitos, por su parte CNF-
1 ayuda a la bacteria a evadir el sistema inmune innato, disminuyendo la capacidad
fagocitica de los polimorfonucleares'* asi como en el proceso de estimulacion in
vitro de apoptosis sobre células epiteliales de vejiga, acontecimiento que se asocio

in vivo a la exfoliacion celular, o que permite que UPEC invada células inmaduras.

.4 SPATEs (Serin Proteasas Autotransportadas de Ila Familia
Enterobacteriacea) en UPEC

Las SPATEs forman parte de la familia de serin proteasas autotransportadas vy
utilizan para estos el sistema de secrecion de tipo V. Las SPATEs poseen una
estructura bien organizada constituida por un péptido sefial en la region N-terminal,
el dominio pasajero o inductor y un translocéon o dominio de 3-barril en la region C-
terminal'®16.17  El mecanismo de transporte a través de la pared celular de las
bacterias Gram negativas inicia con la interaccion del péptido senal con un complejo
de proteinas pertenecientes a una Via General de Secrecion (Por su Significado en
Ingles General Secretory Pathway o Via Sec), este contribuye el paso de la toxina,
del espacio citoplasmatico y a través de la membrana interna al espacio
periplasmico, en este punto ocurren diferentes eventos, inicialmente por accién de
proteinas chaperonas se evita la protedlisis de la proteasa, ademas se da un
correcto plegamiento del translocon que en la membrana externa forma una
estructura de B—barril similar a una porina que facilita la salida del dominio pasajero
para que sea expuesto en la superficie de la bacteria. Solo algunas SPATEs son
liberadas al espacio extracelular por auto-protedlisis o por otras enzimas localizadas

en la membrana externa de la bacteria. El inductor o dominio pasajero presenta un
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peso mayor a los 100 kDa y su funcién esta relacionada con el efecto citopatico,
citotdxico, en procesos de inflamacion, resistencia al suero, hemaglutinante, en el
secuestro de hierro y como adhesina en la células del huésped'’. UPEC secreta

algunas SPATEs (Pic U, Vat y Sat) asociados a la virulencia de la bacteria.

1ll.4.1 Proteina Involucrada en la Colonizacién (Pic U)

Pic U, es una proteina con propiedades proteoliticas sobre mucina, pepsina y el
factor V de la coagulacion'®, actividades similares a las descritas para Pic, serin
proteasa secretada por E. coli Enteroagregativa (EAEC). La participacion de Pic U
en el mecanismo de patogenicidad de UPEC, se relaciona en etapas tempranas,
por su capacidad para degradar la capa de moco del tracto urinario, favoreciendo la
colonizacion por UPEC, en esta etapa se sugiere la accién sinérgica de Sat y Vat,
SPATESs secretadas también por las cepas UPEC'®, sin embargo, la participacion

de Pic U in vivo no ha sido demostrada.

1l.4.2 Toxina Autotransportada Vacuolizante (Vat)

Vat es una serin proteasa identificada originalmente en la isla de patogenicidad
designada VAT-PAI perteneciente a una variante de E. coli patégena en Aves
(APEC)'®, aflos mas tarde fue identificada en el genoma de la cepa de UPEC
(CFTO073) aislada de una mujer con pielonefritis®. En aves la participacion de Vat se
ha asociado a la celulitis aviar, provocando dafios graves a nivel de tejido pulmonar,
subcutaneo, adiposo y muscular, que en la mayoria de los casos ocasionan la
muerte del ave infectada. Este efecto se ha asociado a su actividad vacuolizante en

lineas celulares, sin embargo, en UPEC se desconoce su participacion en el
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mecanismo de patogénicidad. Algunos autores creen que el efecto vacuolizante
presentado en Vat puede jugar un papel similar al de Sat en células uroteliales, sin

embargo, no se ha encontrado el sustrato de esta citotoxina?'.

1l.4.3 Toxina Autotransportadora Secretada (Sat)

Sat es una toxina proteolitica de 107 KDa descrita en cepas de E. coli uropatégenas
asociadas a pielonefritis?>23. El gen de Sat fue ubicada en la isla de patogenicidad
Il (PAI 1) de la cepa pielonefritica de E. coli CFT0732%2. Los efectos bioquimicos de
Sat han sido reportados in vitro, incluyendo la degradacion de caseina, espectrina,
fodrina (espectrina no eritréide), factor V de coagulacion pero no de mucina o
pepsina 224, En lineas celulares de rifidn (VERO) y vejiga (HK-2)® Sat promueve
efectos citopaticos y citotoxico 23. En un modelo de ratén de ITU ascendente, Sat
promueve lesiones en el tracto urinario como disolucidon y vacuolizacion
glomerular'. Esta toxina es capaz de internalizarse en las células del hospedero
mediante una via retrograda y escindir a la fodrina, proteina estructural de la
membrana celular, que forma parte importante del citoesqueleto eucarionte?*.
Ademas, Sat se ha asociado con la generacion de lesiones a nivel de las uniones
intercelulares o “tight junctions”®. Por lo mencionado anteriormente, Sat es
considerada como una de las toxinas con mayores repercusiones en las infecciones

del tracto urinario superior.
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lll.5 Diagnéstico de las Infecciones Bacterianas del Tracto Urinario

El diagndstico de una infeccion urinaria es realizada mediante el analisis de una
muestra de orina, un estudio completo consta de los examenes fisico, quimico,
microbioldgico y bioquimico’. Uno de los puntos importantes en el urianalisis es la
toma de muestra. El espécimen a analizar debe de ser colectado apropiadamente,
uno de los procedimientos con los que se puede obtener una muestra de orina en
forma aséptica y adecuada es mediante la puncion vesical suprapubica. Con esta
se consigue una representacion fiel del estado estéril de la vejiga y rifiones, sin
embargo, la técnica es reservada casi exclusivamente para pacientes pediatricos
(neonatos y nifios pequefos), por la dificultad que existe en estos de obtener una
muestra adecuada. A pesar de que la puncion suprapubica y otras técnicas de toma
de muestra (como la insercibn de catéteres en pacientes), proporcionan un
espécimen correcto, no estan exentas de riesgos ya que con éstas se pueden
introducir bacterias al paciente. Por tal motivo uno de los métodos preferentes es la
recoleccion del chorro medio de la primera orina de la mafana. Previo a la
recoleccion de la orina es recomendado realizar la limpieza general de la zona que
rodea a la uretra con solucidon jabonosa y abundante agua, ya que evita la
contaminacion de la muestra con bacterias provenientes de la biota uretral. Sin
embargo, en algunas ocasiones las instrucciones acerca del procedimiento
proporcionadas al paciente son incompletas o no quedan del todo claras, dando
como resultado una muestra (espécimen) deficiente. Luego de la recoleccion de la
orina esta debe de ser transportada al laboratorio lo antes posible para ser

procesada, ya que de no ser asi puede afectar directamente algunos parametros
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del analisis como es el caso de la cuenta de organismos por mililitro de orina en el
urocultivo.

La medicion de los primeros parametros de la muestra son realizados a simple vista
(examen fisico) registrando el color, aspecto, claridad y turbidez de la orina,
posteriormente se efectua un examen quimico utilizando una tira reactiva que toma
en cuenta la medicién semicuantitativa de 10 parametros*’ (glucosa, bilirrubina,
cetonas, densidad, sangre, pH, proteinas, urobilinégeno, nitritos y leucocitos)
proporcionando informacion acerca del estado del higado (bilirrubina vy
urobilindbgeno), funcionando también para la monitorizacion de pacientes con
diabetes mellitus (glucosa, cetonas) y por supuesto para el tamizaje de
enfermedades en el tracto urinario (proteinas, sangre, leucocitos, nitritos, gravedad
especifica, pH). De igual modo puede realizarse un diagndstico presuntivo de
bacteriuria (antes de la identificacion exacta del microorganismo), tomando en
cuenta resultados positivos en las zonas reactivas correspondientes a nitritos y
esterasas leucocitarias de la tira reactiva, asi como el conteo de 10 o mas bacterias
por campo en el analisis por microscopio del sedimento urinario.

Por otra parte, en el proceso de diagndstico puede ser indicada la realizacién de un
urocultivo, asi como la posterior identificacién del microorganismo y una prueba de
sensibilidad antimicrobiana*’. En el urocultivo pueden emplearse distintos medios
de cultivo, dentro de los mas utilizados para la identificacion microbioldgica se
encuentra el agar con sangre de carnero al 5% asi como el agar Mc Conkey, EMB
(Agar Eosina Azul de Metileno) y en algunas ocasiones tomando en cuenta el costo
por muestra, medios de aislamiento para bacterias Gram positivas (p. ej. Agar

colistina-acido nalidixico o agar feniletilalcohol)’. Al final, una persona con una ITU
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presenta en el urocultivo un conteo bacteriano de entre 10,000 a 100,000 unidades
formadoras de colonias (UFC) por ml de orina’ (Kass), por el contrario una persona
sana tiene un conteo inferior a 102 UFC/ml o no presenta ninguna UFC/ml, y una
muestra se considera contaminada en caso de obtener tres 0 mas diferentes tipos
de colonias (bacterias) y con una cuenta mayor o igual a 10°UFC/ml 4, en
consecuencia este estudio sigue siendo considerado valioso en el laboratorio clinico
para el diagnostico de las ITU. Una vez confirmada la presencia de bacterias en
orina, se procede a la identificacion del microorganismo o microorganismos
tomando en cuenta su perfil bioquimico con diversos sustratos, asimismo se evalua
la resistencia o sensibilidad a un conjunto estandar de antibiéticos u otros agentes
quimioterapéuticos mediante la prueba con discos impregnados con el
antimicrobiano’ (Prueba de Kirby-Bauer).

Puesto que la mayoria de las ITU son ocasionadas por bacterias Gram negativas,
generalmente el personal médico solo recurre a realizar un analisis profundo en la
orina si el tratamiento empirico recetado no incide de forma significativa sobre la
condicion clinica del paciente, dado que trata en gran parte reducir los costos del
mismo al enfocarlos en un tratamiento adecuado que erradique la enfermedad. Si
bien estas medidas establecidas suprimen los sintomas del paciente, se ha visto
que esta no es una forma preventiva para reducir el numero de episodios con
reinfecciones por microorganismos que presentan multiresistencia y rasgos de
virulencia®®. En la ciudad de México UPEC ha presentado un incremento en la
resistencia antimicrobiana frente a cefalosporinas, fluoroquinolonas y trimetropin?’,
gue en consecuencia limita las opciones terapéuticas disponibles. Por consiguiente

UPEC es uno de los microrganismos con mayor impacto clinico en el diagndstico
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de las ITU, de modo que la identificacion correcta de este patotipo de E. coli es uno
de los pasos fundamentales para el manejo integral de los pacientes. No obstante,
con los estudios de diagndstico establecidos en el laboratorio clinico no se puede
asegurar que el agente causal es una cepa de UPEC, solo mediante pruebas
seroldgicas?® del microorganismo aislado o por pruebas de biologia molecular como
la de PCR?8, que ponen de manifiesto genes involucrados en el mecanismo de
patogénicidad. El andlisis molecular de una cepa bacteriana demora tiempo en
identificar correctamente a UPEC, ademas del impacto econdémico que ejerce en los
laboratorios de diagndstico y en la salud del paciente si no es tratado a tiempo. Una
de las opciones para el diagnéstico clinico podria ser mediante el uso de ensayos
inmunoquimicos rapidos, que hagan evidente algunos de los marcadores de

virulencia en UPEC.

lI1.5.1 Técnicas Inmunoquimicas

Desde el descubrimiento de los anticuerpos (Ac) y su utilizacibn como una
herramienta de reconocimiento molecular, se puso en marcha una revolucion
tecnoldgica que dio origen al desarrollo de técnicas, métodos e instrumentos?® que
aprovecharon con gran potencial la especificidad presentada frente a una sustancia
para cuantificarla. Asi se crearon los primeros inmunoensayos que constaban de
pruebas que comprendian la precipitacion con antigenos (Ag) solubles o la
aglutinacion de antigenos particulados (unidos a globulos rojos o particulas
inertes)®, midiendo la cantidad del complejo supramolecular formado a simple vista
o0 mediante técnicas de espectrometria, aportando la determinacién de una zona de

equivalencia entre la cantidad de anticuerpos y antigeno adicionado.
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Consecutivamente a la par de estas técnicas, en la busqueda de sistemas mas
sensibles se desarroll6 en el afio de 1950 la técnica de radioinmunoensayo (RIA)
donde se establecié un sistema de marcaje con radiois6topos [carbono 14('4C),
tritio(3H), iodo 125('%1)] inicialmente en el antigeno analizado y posteriormente en
los anticuerpos utilizados (ensayo inmunorradiométrico), resultando en una
cuantificacion mas precisa y exacta de la sustancia medida, aunque, con los
inconvenientes de utilizar materiales radioactivos y el impacto costo-beneficio que
esto generaba. Asi en la década de los afos 60°s del siglo pasado, los radiois6topos
fueron remplazados por técnicas de marcaje de anticuerpos con enzimas®!,
iniciando la utilizacion de métodos inmunoenzimaticos, como los de Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (por sus siglas en ingles ELISA), Ensayo
Inmunolégico Multiplicado por Enzimas (por sus siglas en ingles EMIT), siendo
estos sencillos, seguros y rapidos. Posteriormente a finales de 1993 se desarrolla
un nuevo sistema de marcaje con esteres de acridinio, en donde a través de una
reaccidon quimica emitian luz propia para ser cuantificada, esta técnica fue
nombrada de quimioluminiscencia representando otra alternativa simple, barata y
muy sensible a comparacién de otras técnicas espectrofotométricas. Desde
entonces y hasta la actualidad han sido desarrolladas nuevas técnicas y variantes
de los procedimientos ya establecidos definiendo a los inmunoensayos, como uno
de los métodos analiticos mas versatiles, caracterizados por presentar alta
especificidad generada por la interaccién antigeno-anticuerpo, alta sensibilidad con
niveles de deteccion del orden de partes por billon (ppb) o inferiores a un

nanogramo, ademas de ser simples, precisos y relativamente econémicos.
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En el area del diagnostico clinico en la salud humana, el uso de inmunoensayos que
aprovechan la especificidad de anticuerpos en sus variantes monoclonales o
policlonales, han sido utilizados por mucho tiempo como pruebas para diagndstico
de numerosas enfermedades infecciosas asi como de cambios metabdlicos u
hormonales en especimenes derivados de fluidos bioldgicos (sangre, suero, liquido
cefalorraquideo, orina, saliva, liquido sinovial), en las que principalmente se puede
detectar un marcador conservado y homogéneo de la patologia®?. Sin embargo, uno
de los problemas mas comunes durante la cuantificacion de un analito en un fluido
bioldgico, son las reacciones cruzadas que pueden existir entre los anticuerpos
utilizados con moléculas quimicamente diferentes pero estructuralmente
similares3233, Ofra dificultad es la presencia de proformas, variantes de splicing,
fragmentos y complejos del analito, dicho de otra manera, algunos antigenos
presentan demasiada heterogeneidad en su forma circulante®?. No obstante, ciertos
analitos han tomado importancia, especialmente porque pueden ser utilizados para
pruebas de screening, que discriminan entre varias patologias asi como para
monitorear el curso de la enfermedad, por ejemplo el antigeno prostatico especifico
(PSA), la hemoglobina glucosilada, la progesterona, la gonadotropina coridnica
humana(CGH) y algunas otras hormonas, en el caso de agentes infecciosos los
analitos pueden ser proteinas de la cubierta del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) o hepatitis, marcadores de virulencia bacterianos como toxinas, fimbrias, pilis
y proteinas de la cubierta de algunos parasitos de importancia clinica. Una de las
aplicaciones en la industria del cuidado de la salud, ha sido la implementacién de
dispositivos tipo “Dip-Stick”, estas pruebas consisten de un sistema de

inmunocromatografia de flujo lateral donde existe el reconocimiento del antigeno o
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anticuerpos formados durante la seroconversion del paciente en el liquido biolégico
corporal analizado. Estos dispositivos de diagnostico han sido muy utiles como
pruebas de diagnostico al lado del paciente3* (por sus siglas en inglés: Point of Care
Testing-POCT), con la premisa de obtener resultados en un tiempo muy breve
(minutos), exactos y eficientes. Con respecto a su aplicacion, las técnicas
inmunoquimicas no solo se encuentra limitada al cuidado de la salud humana ya
que su uso se ha extrapolado a diversas areas de la industria3®, tales como la
agricola, alimenticia, farmacéutica, ambiental, veterinaria, en el area forense,

deportiva (pruebas de antidopaje) y del cuidado sanitario por mencionar algunas.

1l.5.2 Técnicas Inmunoenzimaticas

La introduccion de los anticuerpos ligadas a enzimas fue una de las formas
innovadoras de amplificar una reaccion inmunoquimica para la localizacién vy
cuantificacion de un analito especifico, este hecho fue logrado en parte a los
avances realizados en el area de la inmunohistoquimica. Uno de los métodos
heterogéneos reconocidos dentro de este ambito es sin duda el ensayo de ELISA
(Enzyme Linked Inmunosorbent Assay), este se caracteriza por ser una de las
técnicas con mayor auge en el diagnoéstico clinico de enfermedades infecciosas®®,
lo anterior esta dado por su sensibilidad y capacidad de detectar concentraciones
muy bajas del antigeno analizado. Una de las cualidades de la técnica es que con
ella pueden procesarse desde un numero pequefios de especimenes hasta grandes
lotes de muestras. Esta técnica tiene la peculiaridad de que uno de los reactivos o
analitos (el Ag o Ac) es adsorbido en una fase solida de poliestireno en donde es

realizada la inmunolocalizacion de forma directa o indirecta con un anticuerpo ligado
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a una enzima®’3!  cuantificando la reaccion con el uso de técnicas
espectrofotométricas. El método directo funciona solo para la deteccion de
antigenos con un anticuerpo marcado. Este método tiene la ventaja de ser rapido,
sencillo aunque menos sensible y costoso ya que requiere la utilizacién de un
anticuerpo marcado por cada antigeno a medir. En cambio en el método indirecto
se pueden detectar antigenos y anticuerpos, mediante la formacién de estructuras
tipo sandwich con diferentes variantes que dependen esencialmente del analito a
evaluar, es decir, para el analisis de antigenos en alguna muestra el anticuerpo
primario es adsorbido en la placa realizando un sandwich de tipo Ac1rio-Ag
(Analito)-Ac1rio-Ac2rio(conjugado con enzima) y para el analisis indirecto de
Anticuerpos se genera un complejo de tipo Ag-Ac1rio(Analito)-Ac2rio(marcado con
enzima). Por consiguiente el método indirecto ha llegado a convertirse en uno de
los mas utilizados, debido a que funciona también para la medicion de anticuerpos
en el suero de pacientes, y porque aprovecha la capacidad de generar anticuerpos
dirigidos contra la region Fc que pueden utilizarse para amplificar la union de un
complejo Ag-Ac primario, haciéndolo mas barato y eficiente. La enzima conjugada
puede elegirse en base a la capacidad del equipo de lectura, costos y sensibilidad
deseada, empleando habitualmente peroxidasa de rabano picante o fosfatasa
alcalina, esta ultima preferida entre la comunidad cientifica por su bajo costo, facil
conjugacion y por la amplia variedad de sustratos que posee®'.

Es importante mencionar ademas, la existencia de algunas técnicas moleculares
que toman en cuenta el procedimiento empleado en los métodos
inmunoenzimaticos, pero que utilizan una fase solida diferente compuesta por

membranas de nitrocelulosa y polifluoruro de vinilideno (PVDF). El ensayo de
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western-blot es uno de ellos, el cual se fundamenta en técnicas de electroforesis
(separacion proteica) e inmunotransferencia donde se identifica una proteina (Ag)
de una mezcla molecular de sustancias por la reaccion indirecta del complejo Ag-
Ac. El revelado de la reaccién es realizado por la adicion de un sustrato que a su
vez precipita sobre la membrana originando una sefial colorida o mediante técnicas
de quimioluminiscencia. Otra técnica molecular que utiliza como base los métodos
inmunoenzimaticos y que es util en el screening para diagnostico clinico es el
ensayo de Dot-blot, en este método no existe el proceso de separacién molecular
por electroforesis ni la inmunotransferencia de las muestras como en el western-
blot. Esta técnica se fundamenta en la afinidad que tiene la nitrocelulosa por la carga
de las proteinas, el ensayo se lleva a cabo colocado la muestra a analizar como
puntos (origen de Dot) de 2 a 5ul aproximadamente, después de su aplicacién y
posterior secado son analizados por una reaccion indirecta del complejo Ag-Ac,
utilizando el mismo sistema de revelado que en el western-blot. El ensayo de Dot-
blot tiene la limitante de ser utilizada solo si es conocida la especificidad del Ac.
Considerando lo anterior, estas técnicas han sido aprovechadas para la evaluacion
de anticuerpos en métodos de diagnéstico de enfermedades parasitarias,
bacterianas y virales, asi como para la evaluacion del estado de inmunidad y
seguimiento de seroconversion poblacional inducida por vacunas. Las técnicas
inmunoenzimaticas continian avanzando y a la fecha se han enfocado en el
desarrollo de nuevas tecnologias de disefio de anticuerpos®’, una de las técnicas

con mayor auge en este campo ha sido el método de Phage display37-38.
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Figura 2. Secuencia basica de la técnica inmunoenzimatica indirecta. Se adsorbe
el antigeno sobre una fase solida se continua con el bloqueo de espacios vacios
con una proteina inerte. En cada fase se realizan enjuagues con una solucién de
buffer con Tween. Se afade el anticuerpo primario o muestra. Se adiciona un
anticuerpo secundario conjugado con una enzima la cual después de cortar el
sustrato proporciona un producto coloreado cuando existe reaccion.

111.5.3 Phage display (Presentacion de Fagos)

Los anticuerpos constituyen una de las herramientas mas utiles en el campo del
inmunodiagnostico clinico, han demostrado la capacidad analitica de reconocer
especificamente un antigeno frente a una mezcla molecular de especies diferentes.
Esta capacidad se ha optimizado conforme a la introduccién de tecnologias como
la de hibridomas y la generacion de anticuerpos monoclonales, minimizando la
reactividad inespecifica contra epitopes similares e impropios del analito. Sin
embargo, la produccion de anticuerpos monoclonales por hibridomas, origino de
alguna manera ciertos obstaculos®’ devenidos de las necesidades constantes de
contar con opciones que se adapten al investigador, de forma que hicieran posible
una manipulacion mas precisa del método. Planteando a la fecha, una seleccién
artificial de anticuerpos mediante métodos in vitro, uno de ellos que se ha
popularizado en los ultimos afos es denominado “Phage display”. Este método
introducido por George Smith en el afio de 1985, consiste en la creacidén de una
biblioteca de péptidos que se expresan al azar en la cubierta del fago filamentoso

M13. Algunos de los péptidos expresados sobre los fagos (fagotopos), son
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mimotopos del antigeno analizado, permitiendo asi la seleccion de epitopes
inmunodominantes3”-38, La técnica toma en cuenta el empleo de una fase solida
(microplaca de 96 pocillos) en la cual se adsorben los anticuerpos que seleccionaran
los fagos con mayor afinidad, en cada paso se van descartando los fagos no
relacionados mediante lavados con amortiguador y amplificando los fagos
seleccionados por medio de la infeccion de una E. coli especifica. Después de una
serie de rondas de seleccion (biopanning) con los anticuerpos, los fagos
seleccionados son secuenciados, y analizados para determinar si existe una
secuencia compartida o secuencia consenso. Una vez obtenida la secuencia
consenso, puede utilizarse para ubicar el o los sitios inmunodominantes en la
secuencia del antigeno, si es que se conoce. Posteriormente los fagos
seleccionados pueden utilizarse para la produccién de nuevos anticuerpos que van
dirigidos contra los sitios inmunodominantes identificados. Por lo dicho
anteriormente esta técnica es una de las plataformas inmunolégicas que contribuye
a la obtencién de anticuerpos a través de un mapeo de epitopes, que pueden
funcionar para un diagndéstico inmunolégico mas preciso y costeable. Existen otras
aplicaciones notables principalmente en el area de investigacion. En el campo de la
enzimologia pueden determinarse la especificidad de un sustrato asi como
desarrollar moduladores de sitios activos y alostéricos en una enzima3®, en
farmacologia puede utilizarse para la identificacién de agonistas y antagonistas en
varios receptores. Otra de las aplicaciones es dentro del analisis de las

interacciones que se da entre proteina-proteina.
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111.6 Obtencion de Anticuerpos Anti-mimotopo de Sat

Uno de los proyectos del laboratorio de Salud Publica de la Facultad de Medicina
de la UNAM, es el desarrollo de un dispositivo tipo “Dip-Stick” para la deteccion
rapida de UPEC productora de SPATESs. El primer objetivo fue identificar los sitios
inmunodominantes en la toxina Sat mediante la técnica de Phage display, utilizando
una libreria de péptidos al azar de 12 aminoacidos expresados sobre la envoltura
de un fago filamentoso M13 (BioLabs New England®) que se expusieron ante IgGs
policlonales Anti-Sat adsorbidos a un pozo de una placa de ELISA. Después de 4
rondas de bioseleccidon se obtuvieron fagos con una secuencia consenso de
aminoacidos (AIDLTM) que fue localizada en la secuencia lineal de Sat
76G|DISGELTMMG"®" y en el modelo tridimensional de la proteina. Los fagos con
la secuencia consenso fueron utilizados para la produccion de anticuerpos en
conejos. El anticuerpo con mayor reactividad a la proteina Sat fue el obtenido
después de inmunizar los conejos con el fagotopo B17 (MSPFAIDLTMUVS). Para
confirmar el resultado anterior se envio a sintetizar el péptido MSPFAIDLTMUVS
conjugado con KLH (Hemocianina de Lapa Californiana), cuya secuencia es la
obtenida del fago B17, con el cual se inocularon conejos para la produccion de
anticuerpos Anti-Péptido mimotopo, dichos anticuerpos reconocieron tanto al
péptido como a la proteina Sat, por lo que se concluyé que la secuencia AIDLTM es
un mimotopo de Sat. En el presente estudio se evaluaron ambos anticuerpos

antimimotopos, como reactivo para su utilizacion en el diagndstico de Sat en orina.
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IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es uno de los principales agentes causales de
las infecciones del tracto urinario (ITU) involucrados en mas del 80% de los casos,
por otro lado la persistencia de este patégeno puede llegar a causar complicaciones
graves (como insuficiencia renal y sepsis), en recién nacidos, nifios, adultos
mayores, individuos con deformaciones urolégicas vy personas
inmunocomprometidas. Constituyendo uno de los problemas de salud publica de
interés en México después de las infecciones gastrointestinales, es necesario tomar
las medidas preventivas necesarias para atender este problema y asi reducir los
costos ocasionados por el manejo clinico del paciente y de los recursos publicos
destinados al cuidado de salud. Sat es una serin proteasa autotransportada por
UPEC, su participacidon en el mecanismo de patogenicidad esta relacionada con un
efecto citotoxico y citopatico sobre células de vejiga y riiidn in vitro, asi como en la
formacién de agregados bacterianos asociado a la persistencia de la bacteria en el
huésped, lo que a su vez produce un dano renal recurrente. Sat es un marcador de
virulencia ya que se encuentra en 40-50% de las cepas uropatogenas aisladas de
pacientes con ITU. Identificar a Sat en una muestra de orina por una prueba
especifica, rapida, reproducible y barata, permitird conocer su participacién en la
recurrencia de la infeccién por UPEC e informara al médico para que tome la
decisién de enviar al laboratorio la identificacion de la bacteria por urocultivo y seguir
el curso de la infeccidn, evitando generar pérdidas econdmicas por la introduccién
de tratamientos empiricos ineficaces asi como de la produccion de cepas

multiresistentes.
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V HIPOTESIS

Con anticuerpos antimimotopos dirigidos al epitope AIDLTM, se podra identificar de

manera eficiente la presencia de Sat, en muestras de orina de pacientes infectados

por UPEC.
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VI OBJETIVOS

V1.1 Objetivo General
Desarrollar un método de inmunodiagndstico para la deteccion de Sat en orina,
empleando anticuerpos antimimotopos (AIDLTM) de Sat obtenidos por Phage
display, con el fin de aplicarlo en muestras de pacientes con Infecciones del Tracto
Urinario.

V1.2 Objetivos Particulares
- Obtener la serin proteasa Sat por métodos de purificacion de proteinas.
- Purificar Inmunoglobulinas G de los sueros de conejos inmunizados con la
proteina Sat, el fagotopo B17 y con el péptido sintético AIDLTM acoplado a KHL,
asi como de los sueros preinmunes.
- Evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-Sat y anti-mimotopo (AIDLTM) de
Sat contra diferentes SPATEs (Pet, Pic y Sat) y su péptido homologo.
- Disefiar una prueba de tamizaje de inmunodiagnéstico estandar, barato, valido y
reproducible en muestras de orina.

- Evaluar la técnica desarrollada mediante una prueba de deteccion in vitro.
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VIl MATERIAL Y METODOS.

VIl.1 Tipo de Estudio

Experimental; Descriptivo.

VII.2 Variables
Variables Dependientes: Afinidad, especificidad, sensibilidad, reactividad de
los anticuerpos, reactividad cruzada, concentracion de Sat secretado in vitro
por las cepas :CFT073 y 049766 en orina.
Variables Independientes:Temperatura, pH, concentracion de Ag,

concentracion de Ac, pureza de las toxinas, pureza de las Inmunoglobulinas.

VII.3 Purificacién de las proteasas de serina PetS260l, Pic y Sat.

En este trabajo se purificaron las serin proteasas PetS260Il, Pic y Sat de los
sobrenadantes obtenidos del cultivo de E. coliHB101 pCEFN2 (Eslava y cols. 1998),
E. coli HB101 pP56 (Henderson y cols, 1999) y E. coli HB101 pPDG7 (Guyer y cols,
2002) respectivamente. La purificacion de cada una de las serin proteasas se llevo
a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Villaseca y cols. 2000 con algunas
modificaciones. Tubos con caldo luria (CL) se inocularon con una asada de cada
una de las clonas, incubandose durante 4 horas a 37°C con agitacion continua de
200 rpm. Del cultivo anterior se transfirid 1 ml a un litro de CL y se incubaron durante
18 horas a 37°C con agitacién continua de 200 rpm. Pasado el tiempo de incubacion,
el cultivo fue centrifugado a 8000 rpm por 30 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido
se recolectd y se hizo precipitar toda una noche a 4 °C con sulfato de amonio al
60%. El siguiente dia la solucion se centrifugo bajo las mismas condiciones (8000

rom; 30min; 4 °C) y el pellet obtenido (proteinas totales) se resuspendié en
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amortiguador de fosfatos de sodio 0.07M estéril. El concentrado proteinico se dializo
durante 3 dias con el mismo amortiguador para eliminar el exceso de sal, se
realizaron recambios de buffer cada 12 horas y en el ultimo cambio se utilizé una
solucion amortiguadora estéril 0.05 M Tris-HCI en 0.01 M de EDTA, se emplearon
bolsas de dialisis con poro de 12 a 14 KDa. El concentrado proteinico fue sometido
a una cromatografia de intercambio anidnico (Q-sefarosa) y posteriormente a una
cromatografia de intercambio cationico (Mono S). Los eluatos obtenidos se
analizaron por SDS-PAGE al 8% bajo condiciones desnaturalizantes, recolectando
las fracciones puras. Al final se determind la concentracién de las proteinas
purificadas por el método de Bradford (Bio-Rad®), la reaccién colorida se midi6 a
575 nm en un espectrofotdmetro. La concentracion se calculé por comparacion con
una curva estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA). La identidad de cada una de
las proteasas se realiz6 mediante una prueba de western-blot con sus anticuerpos

homologos.

VIl.4 Obtencion de las gammaglobulinas de los sueros antimimopos y sueros
Anti-proteasas Pet, Pic y Sat.

Se purifico inmunoglobulina G a partir de sueros proporcionados por el Laboratorio
de Salud Publica de la Facultad de Medicina, dichos sueros fueron obtenidos por
inmunizacioén con los mimotopos (fagotopo B17 y péptido) y las serin proteasas Pet,
Pic y Sat. Los sueros con los anticuerpos correspondientes (anti-Fago B17, anti-
Péptido, anti-Pet, Anti-Pic y anti-Sat) ademas de un pool de sueros preinmunes se
mezclaron con una resina de proteina A (Bio-Rad) previamente ajustada a un pH de

8.2 con una solucién de NaCl 0.15M en Fosfato de sodio 0.01M. La purificacion de
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cada anticuerpo se llevo a cabo de forma individual siguiendo las instrucciones del
fabricante. En tubos eppendorff de 1.6 ml se mezclaron 500 yL de suero con 250
ML de resina. El tiempo de contacto con la resina fue de 20 min mezclando cada 2
min. Una vez concluido el tiempo, se realizaron 10 lavados con 1 mL del mismo
amortiguador (NaCl 0.15M en Fosfato de sodio 0.01M pH 8.2). En cada lavado la
mezcla fue centrifugada a 1500 rpm durante 1min y posteriormente el sobrenadante
fue desechado. El complejo de IgG-Proteina A fue disociado realizando lavados con
una solucion de citrato de sodio pH 3 siguiendo el mismo procedimiento descrito
previamente. Las fracciones recolectadas se ajustaron a un pH de 7.0 con una
solucion de Trizma base 2 M. Las inmunoglobulinas purificadas se caracterizaron
por SDS-PAGE al 15% y se cuantificaron por el método de Bradford a 575nm

(Spectronic® Genesys 5) realizando una curva estandar con BSA.

VII.5 Ensayo de ELISA

VI.5.1 Evaluacion de la reactividad de los anticuerpos antimimotopos en
contra de la proteina Sat por ELISA.

Para evaluar la respuesta de las gammaglobulinas anti-Fago B17 y anti-Péptido
(anti mimotopos), se desarrollaron una serie de pruebas de ELISA empleando a Sat
como antigeno. En este estudio se utilizaron como control positivo los anticuerpos
homodlogos del antigeno (anti-Sat) y los anticuerpos anti-Pet, anti-Pic e IgGs de
suero preinmune como controles negativos. Para el desarrollo del ELISA se
adsorbieron microplacas de 96 pocillos con 200 yL de antigeno por pocillo a
concentraciones de 0.8, 0.4 y 0.05 pg/mL diluido en amortiguador de

carbonato/bicarbonato pH 9.6 0.05 M (amortiguador de carbonatos). La placa se
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incubo toda la noche a 4°C, realizando tres lavados el siguiente dia con PBS-Tween
al 0.1%. Los espacios libres de los pocillos fueron bloqueados con una solucion de
leche descremada Svelty®-PBS al 1% (solucion de bloqueo), incubando por 1 hora
a 37°C. Se lavo seis ocasiones mas con PBS-Tween al 0.1% y posteriormente se
adicionaron los anticuerpos antimimotopos y controles diluidos en solucién de
bloqueo a concentraciones de entre 100 a 6.25 ug/ml, la microplaca se incubo
durante una hora a 37°C. Concluido el tiempo se realizaron 6 lavados mas con
PBS-Tween al 0.1%. La reaccién antigeno-anticuerpo fue amplificada por la adicién
de anti-lgG de conejo conjugada con fosfatasa alcalina (Millipore®) diluida 1:3500
en solucién de bloqueo. La deteccion de la reaccion se realizé después de incubar
20 min a 37°C con 200 pL de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich) por pocillo a una
concentracion de 1Tmg/mL diluido en una solucion de dietalonamina 1M en 0.5 mM
de cloruro de magnesio pH 9.8. La lectura fue medida en un lector de ELISA a
405nm (MR580, Dynatech®) después de parar la reaccion con hidroxido de sodio
3M.

Para los siguientes ensayos de ELISA se establecié una concentracién de 50 pg/mL
de los anticuerpos antimimotopos y controles. El desarrollo del ensayo se llevo a
cabo adsorbiendo un intervalo de entre 0.8 a 0.025 ug/mL de la proteina Sat en una
microplaca de ELISA. El ensayo se realizd por triplicado, al respecto el desarrollo
de la prueba siguio el mismo protocolo descrito con anterioridad. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado empleando controles negativos del anticuerpo primario
y secundario con la solucién de bloqueo. La media de las lecturas de absorbancia
obtenidas en los ensayos fueron graficados al igual que la desviacién estandar de

la media calculada a partir de los resultados de una medicién repetida.
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VIl.5.2 Evaluacién de la reactividad de los anticuerpos antimimotopos en
contra de un péptido sintético homologo por ELISA.

Como parte de la evaluacién de los anticuerpos antimimotopos, se investigé su
reactividad por el método de ELISA en contra de un péptido sintético con la
secuencia aminopeptidica del epitope identificado en Sat (mimotopo). El péptido
sintético liofilizado con la secuencia MSPFAIDLTMVS fue diluido en agua estéril y
después adsorbido en una microplaca de ELISA con 200 uL de péptido por pocillo
a una concentracion final de 0.8 ug/mL diluido en amortiguador de carbonatos,
incubando toda la noche a 4°C. Después de realizar tres lavados con solucién de
PBS-Tween al 0.1% se bloquearon los espacios vacios con 200 pL de una solucién
de leche descremada Svelty®-PBS al 1%, incubando a 37°C por una hora.
Concluido el tiempo se realizaron seis lavados mas con solucién de PBS-Tween al
0.1%, continuando con la adicion de los anticuerpos anti-Fago B17, anti-Péptido,
anti-Sat, anti-Pet y anti-Pic en una concentracion variable de 100 a 3.125 ug/mL
contenidos en solucion de bloqueo. Después de la incubaciéon a 37°C por una hora,
se realizaron seis lavados con PBS-Tween al 0.1%. La microplaca se incubo bajo
las mismas condiciones con una dilucion 1:3500 en solucién de bloqueo de anti-IgG
de conejo conjugada con fosfatasa alcalina (Millipore®). La deteccion del complejo
antigeno-anticuerpo fue realizada después de adicionar una solucion de p-
nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 mg/mL diluido en
dietalonamina 1M en 0.5 mM de cloruro de magnesio pH 9.8. La lectura fue medida
en un lector de ELISA a 405nm (MR580, Dynatech®) después de parar la reaccion

con hidréxido de sodio 3M. Los resultados fueron expresados en una grafica
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utilizando la media de los datos obtenidos por duplicado calculando la desviacion

estandar.

VI.5.3 Evaluacién de la reactividad de los anticuerpos antimimotopos en
contra de las proteasas de serina PetS260l y Pic por el método de ELISA.

Como parte del estudio se evalué la especificidad de los anticuerpos antimimotopos
mediante la utilizacion de proteasas pertenecientes a la misma subfamilia de Sat.
Aplicando el método de ELISA indirecto se utilizaron las proteinas PetS260I y Pic
como antigenos en ensayos independientes. Para el desarrollo de esta prueba se
siguio el protocolo de ELISA descrito con anterioridad. Cada proteina fue diluida en
solucion amortiguadora de carbonatos hasta una concentracién de 0.8 pg/mL.
Doscientos microlitros de la solucion anterior se incubaron toda la noche a 4°C en
microplacas de 96 pocillos. Al siguiente dia, después de tres lavados con PBS-
Tween al 0.1%, se cubrid la superficie de los pozos con 200 pL de una solucion al
1% de leche descremada Svelty®-PBS, incubando a 37°C por una hora. Pasado
este tiempo se lavd durante seis ocasiones mas con solucion PBS-Tween al 0.1%.
En seguida se agregaron los anticuerpos anti-Fago B17, anti-Péptido y anticuerpos
homodlogos correspondientes de cada serin proteasa (anti-Pet y anti-Pic) a
concentraciones variables de entre 100 a 3.125 ug/mL incubando por una hora a
37°C. Una vez concluido en periodo de incubacion se continué realizando seis
lavados con PBS-Tween al 0.1%. ElI complejo antigeno-anticuerpo se amplifico
mediante la adiciébn de anti-lgG de conejo conjugada con fosfatasa alcalina
(Millipore®) a una dilucién 1:3500 en solucién bloqueante. La deteccion de la

reaccion se realizd6 después de agregar 1 mg/mL de p-nitrofenilfosfato (Sigma-
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Aldrich) diluido en dietalonamina 1M en 0.5 mM de cloruro de magnesio pH 9.8. La
reaccion colorida se midi6 a una longitud de onda de 405nm (MR580, Dynatech®)
después de parar la reaccion con hidroxido de sodio 3M. Como en los ensayos
anteriores se realizé por duplicado, graficando la media de los datos obtenidos y

expresando la desviacion estandar calculada.

VII.6 Ensayo de Dot-Blot

VII.6.1 Deteccion de Sat por los anticuerpos anti-Fago B17 por Dot-Blot.

Con el objetivo de desarrollar una técnica inmunoenzimatica de screening para la
deteccién de Sat en fase solida se optdé por emplear el método de Dot-Blot. Como
parte inicial de este estudio se comenzo6 por determinar la concentraciéon optima de
los anticuerpos de prueba. Para el desarrollo de esta prueba, dos microlitros de Sat
diluida en PBS estéril a una concentracién de 100 pg/mL fueron colocados como
puntos en un membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) cortada en tiras de 10 cm de
largo por 0.5 cm de ancho. Después de dejar secar por 20 min las tiras se
depositaron en charolas con canales independientes (Bio-Rad). Se bloquearon los
espacios vacios de la membrana con una solucién al 5% de leche descremada
Svelty®-PBS (solucién bloqueo), incubando con agitacion constante por una hora a
temperatura ambiente. Concluido el periodo se realizaron tres lavados de 5 min
cada uno con PBS-Tween 20 al 0.1%. Se continuo adicionando los anticuerpos de
prueba diluidos en solucidon de bloqueo a concentraciones comprendidas entre 100
y 3.125 ug/mL. La adicion de los anticuerpos anti-Fago B17 y anti-Péptido incluyo
el uso de un control positivo (anti-Sat), negativo (IgGs suero preinmune) y de

reacciones inespecificas (anti-Pet y anti-Pic). Se incubo bajo las mismas
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condiciones, realizando tres lavados mas con PBS-Tween 20 al 0.1% después del
periodo de incubacion. Posteriormente se adiciono el conjugado de anti-IgG de
conejo con fosfatasa alcalina en una dilucion 1:3500 en solucion de bloqueo. La
prueba se visualizd6 después de una hora de incubacion y tres lavados mas. La
adicién de una solucion cromogeénica BCIPT/NBT revelo la reaccion del complejo
antigeno-anticuerpo. La reaccion fue leida por la intensidad mostrada.

El estudio de los anticuerpos antimimotopos derivo en la seleccion de los
anticuerpos anti-Fago B17 para el desarrollo de las siguientes pruebas. El proceso
para definir la concentracion 6ptima de los anticuerpos seleccionados. Para dicha
prueba un intervalo de entre 400 a 3.125 pg/mL de la proteina Sat diluidas en
solucion de bloqueo fue aplicado como puntos de 2 uL en tiras de nitrocelulosa.
Después de dejar secar durante 20 min se bloquearon los espacios vacios
incubando por una hora a temperatura ambiente con una solucion al 5% de leche
descremada Svelty® en PBS. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.1%
cada uno con un lapso de 5 min y agitacion constante. La adicion de los anticuerpos
de prueba se realiz6 a una concentracion constante de 100 pg/mL diluida en
solucion de bloqueo, se pusieron en contacto los anticuerpos anti-Fago B17, anti-
Sat e IgGs de suero preinmune durante una hora a temperatura ambiente y
agitacion constante. Se realizaron tres lavados con solucién de PBS-Tween 20 al
0.1% bajo las mismas condiciones. Trascurrido este proceso, la reaccion antigeno-
anticuerpos fue amplificada por la adicién de anti-IgG de conejo con fosfatasa
alcalina en una dilucion 1:3500 en solucion de bloqueo. La reaccién fue leida por la

intensidad de las manchas después de la adicién del sustrato BCIPT/NBT.
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Con el propdsito de observar un perfil mas completo de la reactividad presentada
por los anticuerpos anti-Fago B17 en contra de Sat, se elabor6 un ensayo por Dot-
Blot utilizando un intervalo de concentraciones comprendido entre 100 a 3.12 pg/mL
del antigeno. La proteina fue aplicada bajo las mismas condiciones descritas
previamente en tiras de nitrocelulosa. Después de bloquear con leche descremada
Svelty® en PBS al 5% y lavar tres veces con PBS-Tween 20 al 0.1%, se adicionaron
los anticuerpos anti-Fago B17 y anti-Sat empleando el mismo intervalo de
concentraciones que el antigeno. La union antigeno-anticuerpos fue desarrollada
con anti-lgG de conejo conjugada con fosfatasa alcalina. La reaccion se observo

después de utilizar BCIPT/NBT como sustrato.

VII.6.2 Deteccién de PetS260Il, Pic y LPS por los anticuerpos anti-Fago B17 en
fase solida por Dot-Blot.

Dentro del proceso de adecuacién del método de Dot-Blot se realizdé un ensayo para
evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-Fago B17 utilizando las serin
proteasas PetS260l y Pic. Al respecto se siguid el mismo procedimiento de Dot-Blot
descrito con anterioridad, las proteinas se aplicaron a concentraciones de entre 400
a 3.125 pg/mL en tiras de nitrocelulosa, dejando secar por 20 min. Se continuo
bloqueando con una solucion al 5% de leche descremada Svelty® en PBS y
realizando tres lavados después con PBS-Tween 20 al 0.1%. Los anticuerpos se
adicionaron a una concentracién constante de 100 ug/mL diluidos en solucién de
bloqueo. Ademas de los anticuerpos anti-Fago B17, se utilizaron los anticuerpos
especificos de cada proteina (anti-Pet y anti-Pic respectivamente) asi como los

anticuerpos anti-Sat e IgGs de suero preinmune. La unién antigeno-anticuerpo fue
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amplificada mediante la adicién de anti-lgG de conejo conjugada con fosfatasa
alcalina diluida 1:3500 en solucion de bloqueo. La reaccion se revelé con

BCIPT/NBT.

VII.6.3 Analisis Microbiolégico de orina.

Para llevar a cabo los siguientes ensayos era necesario contar con una muestra de
orina sin la presencia de bacterias ni de la proteina de estudio Sat. Con ese
proposito se analizaron tres muestras de orina de personas sin la presencia de
signos derivados de una infeccidn del tracto urinario. Las muestras fueron obtenidas
de la primera orina de la mafana recolectada de la miccion media. Las bacterias de
cada muestra se cuantificaron por el método de extension en superficie. Se
colocaron 100 pL de cada una de las muestras distribuyendo con una espatula tipo
drigalsky de vidrio estéril en Agar Sangre al 5% y Agar Mc Conkey. Posteriormente
las muestras se centrifugaron por 3500 rpm durante 15 min y el sedimento fue
sembrado en placas de Agar sangre al 5% y Agar Mc Conkey con asa bacterioldgica
sobre toda la superficie. Una muestra del mismo sedimento obtenido se observo en
fresco con un microscopio optico a 100X. Las placas sembradas fueron incubadas
por 24 hrs a 37°C, concluido este periodo se contaron las UFC contenidas en un
mililitro de orina. El sobrenadante obtenido de la muestra se analizé por duplicado
en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE al 8%) en condiciones desnaturalizantes,
uno de los geles fue tefido con azul de Coomassie y otro fue sometido a una
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa con amperaje constante (200mA)

durante 90 min, realizando un ensayo de western-blot con el uso de los anticuerpos
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anti-Sat y anti-Fago B17, la reaccion fue amplificada con anti-IgG de conejo

conjugada con fosfatasa alcalina y revelada con la adicion de BCIPT/NBT.

VIl.6.4 Dot-Blot para la deteccion de Sat en una muestra de orina.

Con el propoésito de emplear los anticuerpos anti-Fago B17 en el desarrollo de una
prueba rapida en orina se plante6 como fase inicial evaluar la respuesta de los
anticuerpos por Dot-Blot utilizando la proteina Sat diluida en una muestra de orina.
Al respecto la orina utilizada en el ensayo fue analizada previamente. La orina fue
sometida a un proceso de filtracidon con una membrana de 0.22 micras de tamafo
de poro. Para el desarrollo de la prueba de Dot-Blot 2 puL de la proteina diluida en
orina se aplicaron en tiras de nitrocelulosa a una concentracién de 100 pg/mL. Una
vez transcurrido 20 min las tiras secas se colocaron en charolas con canales
independientes donde se adiciono una solucion de bloqueo (leche descremada en
PBS al 5%), incubando con esta solucion durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente
dia se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.1 % empleando agitacién
constante. Se continué adicionando los anticuerpos anti-Sat y anti-Fago B17 a
concentraciones comprendidas entre 100 y 3.12 pg/mL diluidas en solucion de
bloqueo. Con los anticuerpos las tiras se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente empleando agitacion constante. Concluido el tiempo de incubacion se
reprodujo el proceso de lavado tres ocasiones mas con solucion de PBS-Tween al
0.1%. El complejo antigeno-anticuerpo formado se amplifico con anti-lgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina a una dilucion 1:3500 en solucién de bloqueo. La

reaccion se observo después de la adicién de BCIPT/NBT.

49



VII.6.5 Deteccién de Sat por Dot-Blot en orina cultivada con las cepas de E.
coli CFT073 y 049766.

Se disend un ensayo in vitro utilizando orina como medio para el cultivo de dos
cepas de E. coli productoras de Sat. El propdsito del ensayo fue evaluar la
reactividad de los anticuerpos anti-Fago B17 y anti-Sat en la deteccion de la proteina
secretada por las clonas en orina. Previo al ensayo se analizo la orina utilizada
siguiendo el procedimiento descrito previamente. Para el desarrollo del ensayo la
orina se centrifugo en tubos falcon estériles a 3300 rpm por 15 minutos a 10°C. El
sobrenadante se decant6 en otro tubo falcén estéril y posteriormente se filtré con
una membrana de 0.22 micras de tamafno de poro, el filtrado se recolecto en otro
tubo falcén estéril. Cien microlitros de la orina obtenida se sembré en una placa de
agar sangre al 5%. Posteriormente en dos matraces Erlenmeyer estériles de 50 mL
se colocaron 20 mL de la orina filtrada y se adicionaron 20 uL de la cepa UPEC
CFTO073 (Mobley H.L y cols, 1990) y de la cepa EAEC 049766 (Eslava C. y cols
1993) ajustadas al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland en caldo luria, cuantificando
el inoculo por el método de extension en superficie sobre agar LB. El matraz se
incubo durante 18 horas a 37°C con agitacion constante (200 rpm). Concluido el
periodo de incubacion se cuantificaron las UFC/mL del cultivo obtenido por
extension en superficie en agar LB realizando las diluciones correspondientes en
PBS. Para separar las fracciones celulares bacterianas de la proteina Sat secretada
en la orina se evaluaron dos procedimientos: centrifugacién y filtraciéon por
membrana (0.22 ym). Bajo estas dos condiciones se analizé el cultivo en la orina
obtenida de cada proceso por Dot-Blot empleando los anticuerpos anti-Fago B17 y

anti-Sat. Para el desarrollo del ensayo de Dot-Blot dos microlitros de la orina filtrada
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y centrifugada de cada clona se colocaron como puntos en tiras de nitrocelulosa de
10 por 0.5 cm. Las tiras se dejaron secar durante 20 minutos y se bloquearon con
una solucion de leche descremada Svelty® en PBS al 5% durante una hora a
temperatura ambiente y agitacion constante. Se realizaron tres lavados
consecutivos de 5 min cada uno con PBS-Tween 20 al 0.1%. Posteriormente se
aplicaron los anticuerpos anti-Sat y anti-Fago B17 a concentraciones de entre 100
a 3.12 pg/mL diluidos en solucion de bloqueo. Después de incubar toda la noche a
4°C con los anticuerpos se realizaron tres lavados mas con PBS-Tween 20 al 0.1%.
El complejo antigeno-anticuerpos se amplifico por la adicion de anti-IgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina a una dilucion 1:3500 en solucion de bloqueo,
incubando por una hora a temperatura ambiente y agitacién constante. La reaccion
se observo después de adicionar BCIPT/NBT como sustrato. Al final la orina
utilizada se analizé por SDS-PAGE al 8% en condiciones desnaturalizantes por
duplicado, las proteinas se observaron después de tefiir uno de los geles con azul
de Coomasie. El gel sobrante se transfirid a una membrana de nitrocelulosa con
amperaje constante (200 mA) durante 90 min. Con la membrana se realiz6 un
ensayo de Western-Blot utilizando los anticuerpos anti-Sat y anti-Fago B17 como
anticuerpos primarios a una dilucion 1:100 en solucion bloqueante, la reaccion fue
amplificada con anti-lgG de conejo conjugada con fosfatasa alcalina y revelada con

la adicion de BCIPT/NBT.
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VIl RESULTADOS.

VIIl.1 Seleccion de la clona minima productora de las proteasas de serina
PetS260I, Pic y Sat.

Para la purificacion de las serinas de proteasa PetS260I, Pic y Sat, se seleccionaron
del cepario 20 copias de las clonas minimas, 4 clonas de E. coli HB101 (pCEFN2),
4 clonas de E. coli HB101 (p56) y 12 clonas de E. coli HB101 (pDG7) productoras
de PetS260I, Pic y Sat respectivamente. Dentro del proceso de seleccion de cepas,
se consideraron criterios de pureza microbiolégica presentando rasgos uniformes
en la morfologia colonial en agar Sangre al 5%, agar Luria Bertani (LB) y agar Mac
Conkey, obteniendo colonias puntiformes, redondas y convexas con una
fermentacién negativa a lactosa en agar Mac Conkey, caracteristicas propias de
estas clonas minimas. El sobrenadante del cultivo de las 20 clonas minimas fueron
concentradas por ultrafiltracion a través de una membrana de PVDF de 50 kDa.
Veinte microlitros del concentrado proteico se separé por SDS-PAGE al 8%.
Después de teiiir el gel con azul de Coomasie, se observaron varias bandas entre
ellas una proteina con un peso correspondiente a las SPATE's (> 100 kDa), se tomd
en cuenta la produccién de la SPATE por el ancho de banda para elegir la clona con
mayor capacidad de secrecidn. Las clonas seleccionadas para la purificacion de
PetS260I1 y Pic fue del lote fechado en abril del 2008 (Fig. 3). En el caso de la
proteina Sat fue seleccionada de entre varios concentrados proteinicos que se
tenian en el laboratorio, estos fueron sometidos a evaluacion, observando la
presencia de Sat. Para identificar cada una de las SPATE s se realizd un ensayo de
western-blot, utilizando anticuerpos policlonales para cada proteasa de serina,

observando un reconocimiento de la proteina PetS260I (104 kDa), Pic (110 kDa) y
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de Sat (107 kDa), ademas en algunos casos se observd una banda de 100 kDa.
Este ensayo permitidé seleccionar una clona hiperproductora de cada una de las

proteasa de serina, para su purificacion.
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Fig. 3. Seleccién de la clona minima productora de PetS260! y Pic. Perfil
electroforético por SDS-PAGE al 8%. Sobrenadante obtenido de las clonas
seleccionadas, se observan a PetS260l1 y Pic, ademas de proteinas
contaminantes, previo al proceso de purificacion. a) Marcador de Peso
molecular Fermentas® Protein Ladder # SM1811; b) Clona CEFN1 Lote de
Abril/05; ¢) Clona CEFN2 Lote de Abril/08; d) Clona p56 Lote del Abril/05; e)
Clona p56 Lote Abril/08.

VIIl.2 Purificaciéon de las SPATE's, PetS260I, Pic y Sat

La purificacion de las proteasas de serina PetS260I, Pic y Sat se realiz6 a partir del
sobrenadante del cultivo las clonas E. coli HB101 (pCEFN2), E. coli HB101 (p56) y
E. coli HB101 (pDG7) respectivamente. El proceso de purificacidon se llevo a cabo
en varias etapas, la primera de ellas consistido en la obtencion de un precipitado
proteico del sobrenadante cultivado. El dializado obtenido fue sometido a una
cromatografia de intercambio anidnico utilizando la resina Q-Sepharosa como fase
estacionaria, la elucion de la toxina se monitoreo elaborando un perfil
cromatografico por Bradford de cada uno de los 40 eluatos recolectados. Se
purificaron dos lotes de la toxina PetS260l observando un perfil de elusién similar
en los dos ensayos con dos puntos maximos de densidad 6ptica (Pico | y Pico Il)
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(Fig. 4). Las proteinas eluidas en cada fraccion fueron analizadas por electroforesis
en condiciones desnaturalizantes. En el lote uno PetS260l fue localizada en las
fracciones del pico Il, en el segundo lote se observé en el pico | y Il, observando una
mayor pureza de PetS260l en las fracciones recolectadas del pico Il (Fig. 5). La
purificacién de Pic se llevd a cabo a partir de un solo lote obteniendo dos picos en
su perfil cromatografico (Fig. 6). El analisis electroforético muestra una proteina de
alto peso molecular correspondiente a Pic en ambos picos, sin embargo, la proteina
con menor numero de bandas contaminantes se encontré en las fracciones del

segundo pico (Fig. 7).

Buffer A (0.05 M Tris-HCI EDTA) Buffer B (0.05 M NaCl

\ I{ PICO II |
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Nro de Eluates obtenidos

Fig. 4. Perfil Cromatografico de PetS260l. Proceso de purificacion por
cromatografia de intercambio anionico. Veinte microlitros de cada una de las
fracciones del lote uno se evaluaron por el método de Bradford en microplaca de
ELISA, se observan las muestras con mayor concentracién de proteinas
identificadas como picos | y I, se muestra la secuencia de buffers utilizados para
la adsorcion y elusion de la muestra.
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Fig 5. Purificacion de PetS260l. Analisis por SDS-PAGE al 6% de eluidos
obtenidos después de la cromatografia de intercambio aniénico. Gel A: Perfil
electroforético obtenido durante la elucion del lote uno. Gel B: Perfil
electroforético del pico | y Il obtenido durante la elucién del lote dos. Al inicio de
cada gel se muestra el marcador de peso molecular.

Buffer A (0.05 M Tris-HCI EDTA) Buffer B (0.05 M NaCl)
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Fig 6. Perfil cromatogréfico de Pic. Proceso de purificacion de Pic por
cromatografia de intercambio aniénico. 20ul de cada una de las fracciones se
evaluaron por el método de Bradford en microplaca de ELISA, se muestra la
secuencia de buffers utilizados para la adsorcion y elusion de la muestra. Se
observan las muestras con mayor concentracion de proteinas, identificadas
Como picos maximos.
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Fig 7. Purificacion de Pic. Andlisis por SDS-PAGE al 8% de los eluidos
recolectados correspondientes a los picos maximos después de la
cromatografia de intercambio anidnico. Gel A: Perfil electroforético de las
fracciones obtenidas del pico |. Gel B: Perfil electroforético de las fracciones
comprendidas por el pico Il. Al inicio del Gel A se muestra el marcador de peso
molecular.

La clona seleccionada para el proceso de purificacidén de la toxina Sat presento una
capacidad de secrecion escasa, lo anterior dificulto la obtencion de una cantidad
suficiente para continuar con el estudio. Se comenzo6 a analizar el sobrenadante de
otras clonas de E. coli HB101 (pDG7), sin embargo, no se consiguié alguna con
capacidad de secrecion. Este hecho origino la busqueda de concentrados
proteinicos de Sat con caracteristicas de pureza y concentracién adecuadas para el
estudio, al respecto se seleccionaron y evaluaron ocho muestras de precipitados
proteicos del sobrenadante del cultivo de la clona E. coli HB101 (pDG7) por (SDS-
PAGE 8%) y la identificacion de Sat por western-blot. El primer vial proporcionado
por una companera adscrita al Laboratorio de Salud Publica de la Facultad de
Medicina de la UNAM, demostré la presencia de bandas contaminantes en su
analisis electroforético, el concentrado proteinico se encontraba en una etapa

intermedia de purificacion, fue necesario completar la purificacion de Sat por
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Cromatografia de Intercambio lonico. A partir de la cromatografia se identificaron
seis picos con maximos medidos a 595nm por el método de Bradford, las
concentraciones obtenidas se encontraron dentro de un intervalo de 0.266 a 0.020
mg/ml, el rendimiento fue minimo, no obstante, uno de los picos identificados
presento alto grado de pureza ademas de un reconocimiento optimo por los
anticuerpos Anti-Sat en el blotting. La toxina purificada a pesar de ser escasa, fue
util como control positivo durante la caracterizacion de los concentrados proteicos
posteriores.

Las ocho muestras de concentrados proteinicos se identificaron como lotes del uno
al ocho, veinte microlitros de cada lote fueron aplicados en geles de policarilamida
al 8% (Fig. 8), el perfil electroforético mostro una banda con un peso mayor a 100
KDa (Sat) en las muestras del lote 1, 2, 3, 4 y 8 seguido de un efecto de banner o
sombra que también se observo en el control positivo y en el marcador de peso
molecular. Algunas de las muestras presentaron una cantidad variable de proteinas
con menor peso molecular, entre ellas la muestra mas contaminada fue el lote 4.
En el blotting de los lotes analizados (Fig. 9), la muestra de referencia exhibié un
bandeo tenue por debajo de Sat, este efecto también fue observable en las
muestras probadas, algunas de las cuales presentaron bandas de proteinas
contaminantes (lotes 3 y 4) con una intensidad remarcada. Al final se eligieron los
lotes 1, 2 y 8, los cuales cumplieron con caracteristicas de identidad y pureza

comparada con la muestra de referencia.
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Fig 8. Seleccion de Sat de diferentes Lotes. Caracterizacion por SDS-PAGE al
8% de diferentes lotes recuperados de Sat. Veinte microlitros de cada lote fue
aplicado a un gel, después de la electroforesis se tifio con azul de coomassie.
Se observa la pureza que presentan los ocho distintos lotes. Carriles: a)
Marcador de Peso molecular Fermentas® Protein Ladder #SM1811; b) Control
positivo de Sat; ¢) Sat Lote 1; d) Sat Lote 2; e) Sat Lote 3; f) Sat Lote 4; g) Sat
Lote 5; h) Sat Lote 6; i) Sat Lote 7; j) Sat Lote 8.

Fig 9. Seleccion de Sat de diferentes Lotes. Identificacion de Sat por Western-
Blot de diferentes lotes. Veinte microlitros de cada lote fueron separados por
SDS-PAGE al 8% seguido de una electrotransferencia a una membrana de
nitrocelulosa, una vez bloqueado, se incubo con anticuerpos Anti-Sat (1:100).
La reaccién fue amplificada por la adicién de Anti-IgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina y revelada con BCIP/NBT como sustrato. Se observa la
identificaciéon de Sat, una banda mayor a 100 KDa, ademas de proteinas
contaminantes en los lotes 3 y 4 . Carriles: a) Marcador de Peso molecular
Fermentas® Protein Ladder #SM1811; b) Control positivo de Sat; ¢) Sat Lote 1;
d) Sat Lote 2; e) Sat Lote 3; f) Sat Lote 4; g) Sat Lote 5; h) Sat Lote 6; i) Sat
Lote 7; j) Sat Lote 8.
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Las proteinas obtenidas se cuantificaron mediante método de Bradford y
distribuyeron en alicuotas de 1 mL con el fin de reducir la degradacion proteica

conservando en congelacion.

VIIL.3 Purificacion, caracterizacion y cuantificacion de las inmunoglobulinas
Anti- PetS260I, Anti-Pic, Anti-Sat, Anti-Péptido AIDLTM, Anti-Fagotopo B17 e
IgGs de suero Pre-inmune.

Las inmunoglobulinas purificadas mostraron un alto grado de pureza en el analisis
por SDS-PAGE al 15% (Fig 8), se observaron bandas gruesas con un peso
molecular de 55 y 25 kDa correspondiente a las cadenas pesadas y ligeras de las
IgG. Dentro de los perfiles electroforéticos obtenidos, las IgGs Anti-Pic demostraron
un bandeo de proteinas contaminantes. En general el rendimiento de IgGs obtenido
fue bajo, sin embargo, durante la purificacién de las Inmunoglobulinas fueron
recolectados un promedio de 8 mL durante cada purificacion, por lo tanto la cantidad
de IgG obtenida fue de aproximadamente 3 mg. La concentracion media mas alta
obtenida fue de 3.07mg/ml y la mas baja de 0.235mg/ml correspondiente a las la

IgG Anti-Pic e IgG Anti-péptido (AIDLTM) respectivamente.
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Fig 10. Caracterizacion de las Inmunoglobulinas G purificadas. Veinte
microlitros de las inmunoglobulinas obtenidas por cromatografia de afinidad
fueron aplicadas a un gel de poliacrilamida al 15%.Despues de la separacion
por electroforesis se tiio con azul de coomasie. Se identificacién bandas
correspondientes a las cadenas pesadas (55-70 KDa) y ligeras (24 KDa) de las
IgGs purificadas. Carriles: a) Marcador de Peso molecular Fermentas® Protein
Ladder #SM1811; b) IgG Anti-Sat; ¢) IgG Anti-Pet; d) IgG Anti-Fago B17; e) IgG
Anti-Péptido; f) IgG Anti-Pic; g) 1gG del Suero Pre-inmune. EI perfil
electroforectico demuestra un grado de pureza aceptable.

VIIl.4 Ensayos de ELISA

VIIl.4.1 Evaluaciéon de la reactividad de los Anticuerpos Antimimotopo en
contra de Sat.

Se evalud la reactividad de los anticuerpos anti-mimotopos purificados por la técnica
de ELISA indirecta. Al respecto se realizaron varios ensayos, las pruebas iniciales
consistieron en retar tres concentraciones constantes de toxina Sat (0.8, 0.4 y 0.05
pMg/ml) en contra de un intervalo de anticuerpos anti mimotopos (Anti-Fago B17 y
Anti-Péptido) comprendidos entre 100 a 6.25 ug/ml, en el mismo ensayo se evalué
la reactividad de los anticuerpos Anti-Sat como control positivo, anticuerpos
inespecificos (Anti-PetS260I, Anti-Pic) y como control negativo IgGs del Suero Pre-

inmune. Dentro de los resultados obtenidos en este ensayo se observo una
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respuesta alta (D.O. 2.0) de las IgGs Anti-Sat empleando concentraciones de 0.8 y
0.4 ug/mL de Sat, la reactividad disminuye a partir del uso de 25 6 50 pg/mL de IgG
Anti-Sat respectivamente en cada ensayo (Fig.11 Ay B).

También observamos que los anticuerpos anti mimotopos (anti-Fago B17 y anti
Péptido) reaccionaron contra Sat, existiendo una alta reactividad utilizando los
anticuerpos Anti Fago B17. El comportamiento del anticuerpo anti Fago B17 es
similar utilizando 0.4 y 0.8 pyg/mL de Sat (Fig. 11 Ay B), a las mismas
concentraciones se observa una respuesta por arriba de 0.5 de D.O con el uso de
50 pg/mL de IgG anti fago B17. El otro anticuerpo anti mimotopo (anti Péptido) se
comporta de la misma manera que el anticuerpo pre-inmune, resultados semejantes
se observaron con los anticuerpos anti-Pet y anti-Pic (Fig. 11 Ay B). Por otro lado,
la disminucién de la concentracién de la toxina Sat a 0.05 pg/mL presento una
reactividad por debajo de 1.0 de D.O, la reaccion de los anticuerpos analizados fue

deficiente con una tendencia variable (Fig. 11 C).
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Fig 11. Ensayo de ELISA: Evaluacion de la reactividad de los anticuerpos Anti-
Péptido, Anti-Fago B17 en contra de Sat. Una microplaca de ELISA fue
recubierta con 0.8 pg/mL (A), 0.4 pg/mL (B) y 0.05 pg/mL (C) de Sat, luego
de bloquear y lavar se ensayaron seis anticuerpos (IgGs) a concentraciones de
entre 100 y 6.25 ug/mL. La reaccion fue amplificada por la adicién de Anti-IgG
de conejo acoplada a fosfatasa alcalina y revelada con pNPP(S0942 SIGMA®).
Las curvas representan el comportamiento por duplicado de cada anticuerpo a
las diferentes concentraciones evaluadas y las lineas verticales representan el
error estandar.
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A partir de la concentracion de Inmunoglobulinas seleccionada (50 pg/mL) se
desarrollaron otras pruebas por ELISA indirecto empleando cantidades de Sat
comprendidas entre 0.8 a 0.025 pg/ml con el fin de determinar la cantidad optima
de Sat detectada por los anticuerpos Anti-mimotopos. Esta prueba se reprodujo bajo
las mismas condiciones por cuadriplicado, con el propdsito de observar la
reproducibilidad del ensayo.

En la figura 12 se muestra el resultado del ensayo de ELISA que fue reproducible.
Al igual que en el ensayo anterior la reactividad del anticuerpo anti Sat fue el mas
alto, logrando detectar una concentracion de 0.2 pg/mL de Sat y en segundo término
el anticuerpo anti-Fago B17 reconoce a Sat a una concentracion de 0.4 pg/mL. Los
anticuerpos anti-péptido, anti-Pic y anti-Pet, presentaron una reactividad por debajo

de 0.5 D.O,, resultado semejante al suero pre-inmune (Fig. 12).
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Fig. 12. Ensayo de ELISA: Analisis de la reactividad de los anticuerpos Anti-
Péptido, Anti-Fago B17 en contra de Sat. Una microplaca fue recubierta con
cantidades de Sat comprendidas entre 0.8 y 0.025 ug/mL, luego de bloquear y
lavar se ensayaron seis anticuerpos (IgGs) a 50 ug/mL. La reaccién fue
amplificada por la adicion de Anti-lgG de conejo acoplada a fosfatasa alcalina y
revelada con pNPP (S0942 SIGMA®).
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VIIl.4.2 Reactividad de los anticuerpos Antimimotopo Anti-Péptido AIDLTM,
Anti-Fagotopo B17 contra el péptido sintético homologo por el método de
ELISA.

Con la secuencia del amino-Fagotopo B17 se realizo el disefio del aminopéptido
MSPFAIDLTMVS el cual se envio a sintetizar. Este péptido sintético fue empleado
para evaluar la especificidad de los anticuerpos antimimotopos (anti Fago B17 y Anti
Péptido). Se realizdé un ensayo de ELISA indirecto utilizando concentraciones de
inmunoglobulinas comprendidas entre 100 y 3.12 pg/ml. Las lecturas de
absorbancia con una mayor respuesta en contra del péptido fueron obtenidas
empleando 100 pg/ml de los anticuerpos anti-péptido, la respuesta disminuye
paulatinamente hasta una superposicién con las lecturas que presentan los demas
anticuerpos a una concentracion de 1.25 yg/ml. La tendencia presentada por las
IgGs del Anti-Fago B17 es ligeramente menor a los anticuerpos Anti-péptido. Los
anticuerpos restantes obtuvieron lecturas de absorbancia por debajo de 0.2, con
una distribucion de respuesta encabezada por Anti-Sat, seguida de Anti-Pet y Anti-

Pic (Fig. 13).
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Fig 13. Ensayo de ELISA: Evaluacion de la reactividad de los anticuerpos Anti-
Péptido, Anti-Fago B17 en contra de un péptido sintético con la secuencia
MSPFAIDLTMVS. 0.8 ug/mL del péptido sintético fueron adsorbidos en una
microplaca de ELISA, luego de bloquear y lavar se ensayaron cinco anticuerpos
(IgGs) a concentraciones de entre 100 y 0.3125 pg/mL. La reaccién fue
amplificada por la adicién de Anti-lgG de conejo acoplada a fosfatasa alcalina y
revelada con PpNPP (S0942 SIGMA®). Las curvas representan el
comportamiento por duplicado de cada anticuerpo a las diferentes
concentraciones evaluadas y las lineas verticales representan el error estandar.
Comparacién de las diferentes lecturas obtenidas, la respuesta de los
anticuerpos probados es minima.

VIIl.4.3 Evaluacion de la reactividad de los Anticuerpos Antimimotopo y

anticuerpos Pre-inmunes contra las SPATEs PetS260I y Pic por el método de

ELISA.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos antimimotopos de Sat y descartar

interferencias de IgGs preinmunes se probaron estos en contra de las SPATEs

PetS260I, Picy Sat por un ensayo de ELISA indirecto. Los resultados demostraron

una reactividad nula de los anticuerpos pre-inmunes en contra de las diferentes

SPATEs, se observaron valores de densidad o&ptica negativos y con un

comportamiento decreciente, indicando ausencia de IgGs pre-inmunes dirigidas en

contra de PetS260I, Pic y Sat.
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Lo siguiente fue evaluar la especificidad de los Anticuerpos Anti-Fagotopo B17 y
Anti-Péptido por un ensayo de ELISA, para ello se emplearon las proteinas
PetS260l y Pic como antigenos, dos toxinas pertenecientes a la familia de las
SPATEs. Los anticuerpos anti mimotopo (Anti-Péptido y anti-Fago B17)
reconocieron a Pic (Fig. 14 A) y PetS260I (Fig.14 B). La proteina Pic presentd una
reactividad mas alta con los anticuerpos anti mimotopo que con el anticuerpo
homologo (IgG anti-Pic) a concentraciones de 100 y 50 pg/mL de IgG y a
concentraciones mas bajas (12.5 yg/mL) solo el anticuerpo anti fago-B17 mantiene
esta diferencia (Fig. 14 A). En el caso de la proteina PetS260I la reactividad de los
anticuerpos anti-mimotopo fue diferente, la reactividad de estos anticuerpos a
concentraciones de 100 y 50 pg/mL de IgG fue menor al anticuerpo homologo (anti-
Pet). Sin embargo, el anticuerpo anti-Fago B17 presenta una reactividad

ascendente a concentraciones de IgG menores a 50 pg/mL (Fig. 14 B).
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Fig 14. Ensayo de ELISA: Reactividad inespecifica de los anticuerpos Anti-
Péptido, Anti-Fago B17 en contra de Pic (A) y PetS260I1 (B). 0.8 ug/mL de Pic
6 PetS260I fueron adsorbidos en una microplaca de ELISA, luego de bloquear
y lavar se ensayaron cuatro anticuerpos (IgGs) a concentraciones de entre 100
y 0.3125 ug/mL. La reaccion fue amplificada por la adicion de Anti-lgG de conejo
acoplada a fosfatasa alcalina y revelada con pNPP (S0942 SIGMA®). Las
curvas representan el comportamiento por duplicado de cada anticuerpo a las
diferentes concentraciones evaluadas y las lineas verticales representan el error
estandar, se observa una tendencia ascendente por parte de las IgGs Anti-Fago
B17.
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VIII.5 Ensayos de Dot-Blot.

VIIL.5.1 Evaluacién de la reactividad de las IgG Anti-Fagotopo B17 en contra
de Sat.

Con los resultados anteriores se concluyd que solo el antimimotopo anti-fago B17
reconoce a nuestra proteina de estudio Sat. Utilizando estos anticuerpo anti-
mimotopo y como control positivo IgG anti-Sat obtenido en conejo, se estandarizo
un método de Dot-blot como una técnica rapida de deteccion inmunoenzimatica. En
un primer ensayo se evalud la reactividad de los anticuerpos Anti-Fago B17 contra
Sat. El primer ensayo se llevé a cabo empleando diferentes concentraciones de
anticuerpos y conservando fija una cantidad de 100 pg/mL de Sat (Fig. 15). Las
IgGs Anti-Fago B17 presentaron reactividad en cinco de las concentraciones
empleadas. Se observd una respuesta 6ptima con una intensidad que se mantiene
uniforme utilizando 100 y hasta 6.25 ug/mL del anticuerpo, después de este punto
comienza a disminuir la reactividad contra de Sat (Fig. 15D), al comparar este
resultado con el control positivo (anticuerpos Anti-Sat) mostraron una reaccion mas
intensa que las 1IgGs Anti-Fago B17, observando el reconocimiento de Sat con
concentraciones hasta de 3.2 pg/mL de IgG Anti-Sat (Fig. 15A), como control
negativo se utilizé el suero pre-inmune donde no se observo reactividad alguna con
la proteina Sat.

A pesar de los resultados obtenidos por el ensayo de ELISA, donde muestra que
los anticuerpos anti-péptido no reconocen a Sat. Decidimos evaluar su reactividad
por Dot-blot. Los resultados observados muestran muy baja reactividad de los

anticuerpos (Fig. 15E).
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Para evaluar nuevamente la existencia de reacciones cruzadas de anticuerpos anti-
Pet y anti-Pic contra Sat, se desarrollé6 un ensayo de Dot-blot. Los resultados
obtenidos muestran un reconocimiento de anticuerpos anti-Pet a la proteina Sat
(Fig. 15B), no asi los anticuerpos anti-Pic (Fig. 15C)

Para determinar la concentracion minima de deteccion de Sat por el anticuerpo anti-
fago B17 en el siguiente ensayo se invirtiendo las condiciones de trabajo, de tal
forma que se emplearon diferentes concentraciones de toxina y una cantidad
constante (100 pg/ml) de anticuerpos Anti-Sat y Anti-Fago B17 (Fig. 16). Bajo estas
condiciones el Anti Fago B17 mostro la capacidad de detectar 200 ug/mL de toxina.
Al comparar el resultado anterior con la respuesta en las IgGs Anti-Sat se observa
la deteccion de una cantidad menor de toxina (50 pg/mL)(Fig. 16A).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos se desarrollé una prueba mediante
Dot-Blot que permitiera obtener un perfil completo de la reactividad de las IgGs Anti-
Fago B17 contra Sat. Se establecio para la proteina Sat y los anticuerpos IgG Anti-
Sat y Anti-Fago B17 una concentracion de trabajo a partir de 100 ug/mL y hasta
3.12 pg/mL (Fig. 17), sin embargo, en la figura 17 mostramos solo la reactividad de
los anticuerpos hasta una concentracién de 25 ug/mL de Sat, debido a que a menor
concentracion no se observa reactividad. Los resultados obtenidos por Dot-blot
muestran el reconocimiento visible de Sat hasta una concentracién de 25 pg/mL
utilizando el anticuerpo anti-Sat y de 50 ug/mL con el anticuerpo anti-Fago B17, la
concentracion minima de reconocimiento de los anticuerpos fue de 25 pyg/mL de la

IgG anti-Sat y de 50 pg/mL de la IgG anti-Fago B17 (Fig. 17).
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Fig. 15. Ensayo de Dot-Blot. Reconocimiento de Sat por diferentes
Inmunoglobulinas. Brevemente 100 pyg/mL de Sat fueron colocadas como
puntos de 2 yL sobre una membrana de nitrocelulosa, después de bloquear y
lavar se adicionaron 6 anticuerpos a diferentes concentraciones: Anti-Sat (A);
Anti-Pet (B); Anti-Pic(C); Anti-Fago B17 (D); Anti-Péptido (E) y las IgGs del
Suero Pre-inmune (F). La reaccion fue amplificada por la adicion de Anti-IgG
de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y revelada con BCIP/NBT como
sustrato. Este ensayo se realizé por duplicado. La reactividad del anticuerpo
homologo Anti-Sat contrasta por obtener una resolucién intensa que decae en
6.25 pg/ml. Las IgGs Anti Fago B17 mantienen una respuesta Optima con
intensidad uniforme empleando una concentraciéon de 6.25 ug/ml. Se observa
un reconocimiento de Sat por los anticuerpos Anti-Pet. La respuesta de los
anticuerpos Anti-Péptido fue escasa. No existe algun reconocimiento de Sat por
los anticuerpos Anti-Pic ni del Suero Pre-inmune.
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Fig. 16. Ensayo de Dot-Blot. Deteccion de Sat por el Anti-Fago B17 y su
anticuerpo homaologo (Anti-Sat). Se aplicaron 2 pL de una serie de diluciones de
la proteina Sat sobre una membrana de nitrocelulosa, después de bloquear y
realizar lavados se adicionaron 3 anticuerpos a una concentraciéon de 100 pg/mL
: (A) 1gGs Anti-Sat; (B) IgGs Anti-Fago B17; (C) IgGs de Suero Pre-inmune. La
reaccion fue amplificada por la adicion de Anti-lgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina y revelada con BCIP/NBT como sustrato. Este ensayo se
efectud por duplicado. Los anticuerpos Anti-Fago B17 presentaron una
capacidad de deteccién menor que la alcanzada por las IgGs Anti-Sat. No existe
reconocimiento por las inmunoglobulinas G del suero pre-inmune.
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Fig. 17. Ensayo de Dot-Blot. Deteccion de Sat por los anticuerpos Anti-Fago
B17 y Anti-Sat. La proteina Sat fue diluida en PBS a diferentes concentraciones,
se colocaron 2ul de cada dilucibn sobre una membrana de nitrocelulosa,
después de bloquear y lavar, las membrana se incubaron con 6 diferentes
concentraciones de anticuerpos Anti-Sat (A) o Anti-Fagotopo B17 (B). La
reaccion fue desarrollada con anti- IgG de conejo conjugado con Fosfatasa
alcalina y como sustrato BCIP/NBT. Los ensayos se realizaron por duplicado.
Utilizando 6.25 pg/ml de IgGs Anti-Fago B17 se logra detectar una
concentracion de 50 pg/ml de toxina. Se observa que a la misma concentracion
de anticuerpo las IlgGs Anti-Sat pueden reconocer 25 pg/ml de Sat. Existe una
respuesta éptima empleado 50 ug/ml de IgGs Anti-Fago B17, una concentracién
util en la deteccidn de una cantidad igual de toxina.

VIII.5.2 Evaluacién de la IgG Anti-Fagotopo B17 contra PetS260l, Pic y LPS por
el método de Dot-Blot

Una vez definida la respuesta de la IgG anti-Fago B17 en contra de Sat se continué
realizando ensayos de especificidad donde fueron empleados Pic y PetS260l como
antigenos inespecificos. Se establecié un intervalo de 400 a 3.125 pg/mL para el
empleo de los antigenos. Durante los ensayos de Dot-Blot las imnumoglobulinas se
mantuvieron a una concentracion constante de 100 pyg/mL. Las IgG anti-fago B17

reaccionaron con PetS260l y Pic a concentraciones por arriba de 200 pg/mL de las
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proteinas PetS260l y Pic (Fig 18 | y Il), comparado con su anticuerpo homologo que
reconoce hasta 50 uyg/mL de PetS260I o Pic respectivamente. Lo que observamos
también es una reaccion cruzada de las IgGs Anti-Fago B17con Pet y Pic (Fig 18 IB
y 1IB). Nuestro control de suero pre-inmune no reconocio a Pet o Pic. El siguiente
ensayo consistio en evaluar el reconocimiento inespecifico de los anticuerpos Anti-
Fago B17 al lipopolisacarido (LPS) de E. coli, para este ensayo se utilizé LPS
purificado obtenido de E. coli O157, los resultados obtenidos mostraron una
reaccion parcial minima a la concentracion mas alta analizada 250 ug/mL(0.5 ug)
de LPS (Fig. 19), se observo ademas un reconocimiento a la misma concentracion

en los anticuerpos Anti-Sat.
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Fig. 18. Ensayo de Dot-Blot. Reconocimiento de PetS260I (I) y Pic (ll) por los
anticuerpos Anti-Fago B17 y homadlogos correspondientes. Se aplicaron 2 uL de
una serie de diluciones de las toxinas PetS260l y Pic sobre una membrana de
nitrocelulosa, después de bloquear y realizar lavados se probaron 5 anticuerpos
a una concentracion de 100 pyg/mL :(A) Anti-Sat; (B) Anti-Fago B17; C) Anti-
Pet; D) Anti-Pic; E) IgGs Suero Pre-inmune. La reaccién fue amplificada por la
adicién de Anti- IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y revelada con
BCIP/NBT como sustrato. Este ensayo se efectué por duplicado. El
reconocimiento inespecifico de las IgGs Anti-Fago B17 es observable con una
intensidad aceptable hasta 200 pg/mL de PetS260I y Pic. Existe una intensidad
escasa a 100 ug/mL donde la reactividad es pobre.
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Fig. 19. Ensayo de Dot-Blot. Reconocimiento de LPS (E. coli 0157). Se
aplicaron 2 pL de cada dilucion correspondiente de LPS sobre una membrana
de nitrocelulosa, después de bloquear y realizar lavados se adicionaron 4
anticuerpos a una concentracion de 100 ug/mL: (A) Anti-Sat; (B) Anti-Fago B17;
(C) IgGs de Suero Pre-inmune; (D) Anti-Péptido. La reaccion fue amplificada
por la adicion de Anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y revelada
con BCIP/NBT como sustrato. Este ensayo se realizé por duplicado. Se observa
una respuesta con baja intensidad en 250 pg/mL, en general existe una falta de
reactividad en contra de LPS por las IgGs Anti-Fago B17.

VIII.5.3 Deteccion de Sat en una muestra de Orina

VIII.5.3.1 Determinacion de Sat en orina inoculada, utilizando anticuerpos Anti-
Fagotopo B17 y Anti-Sat.

Después de un analisis bacterioldgico de tres muestras de orina de personas sanas,
sin la presencia de signos derivados de una infeccién del tracto urinario. Dos de los
candidatos presentaron 420 y 300 UFC/mL respectivamente. La muestra de orina
seleccionada mostré en el urocultivo un conteo de 60 UFC/mL, sin la presencia de
bacteriuria. El analisis de la orina seleccionada por SDS-PAGE al 8% no revelé la
presencia de ninguna proteina con las caracteristicas de peso molecular de Sat, ni
reconocimiento de ninguna banda por western-blot empleando anticuerpos Anti-Sat

y Anti-Fago B17. Entre otros estudios la observacion del sedimento urinario en una
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preparacion en fresco demostro la presencia de abundantes cristales de oxalato, un
conteo de 4 a 5 leucocitos por campo (40X), poca cantidad de bacterias, escasos
cristales de fosfato triple y escasas células epiteliales. Estos resultados se
mantuvieron dentro de un intervalo aceptable durante el analisis de distintas
muestras de orina pertenecientes al mismo individuo. La orina que se empled
durante el estudio se hizo pasar a través de un filtro de nitrocelulosa con un poro de
0.22 um. La orina estéril se inoculo con 14 ug de Sat obteniendo una concentracién
inicial en orina de 100 ug/mL diluyendo hasta 3.12 pg/ml. Sin embargo, en la figura
20 solo mostramos las dos primeras diluciones de Sat, ya que a partir de 25 ug/mL
no se observa reactividad (Fig. 20). El anticuerpo anti-Sat y anti-Fago B17
reconocieron a Sat a una concentracion de 100 ug/mL hasta una concentracién de
12.5 yg/mL del anticuerpo, a una concentracién de 50ug/mL de Sat en orina la
reactividad fue visible utilizando 100 ug/mL del anticuerpo anti-Sat o anti-Fago B17,
y solo con 50 ug/mL del anti-Fago B17 hay un reconocimiento de 50 ug/mL de Sat

en orina (Fig. 20).
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Fig. 20. Ensayo de Dot-Blot. Deteccion de Sat en Orina. Cien microlitros de
orina filtrada a través de una membrana de 0.22 pm, fue inoculada con
diferentes concentraciones de la proteina Sat, 2 ul de cada dilucion se colocaron
sobre una membrana de nitrocelulosa, después de bloquear y lavar, las
membrana se incubaron con diferentes concentraciones de anticuerpos anti-Sat
(A) o anti-Fagotopo B17 (B). La reaccién fue desarrollada con anti- IgG de
conejo conjugado con Fosfatasa alcalina y como sustrato BCIP/NBT. Los
ensayos se realizaron dos veces con duplicados. Se observa una respuesta
similar con ambos anticuerpos.

VIIL.5.3.2 Determinacién de Sat en orina inoculada con las cepas de E. coli
CFTO073 y 049766.

Los resultados anteriores permitieron disefiar un ensayo que representara las
condiciones in vitro de la secrecion de Sat en orina estéril por una cepa uropatégena
de E. coli. Se emplearon dos cepas: E. coli CFT073 (UPEC) y E. coli 049766
(EAEC) ambas productoras de Sat. Previo a la realizacion del ensayo se analizd
sobrenadante del cultivo de ambas cepas por SDS-PAGE al 8%. El andlisis del gel
mostro bandas individuales y definidas con un peso mayor a 100 KDa. Empleando

suero Anti-Sat se identificd la banda proteica por western-blot. Al inicio de este
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ensayo se analizo el crecimiento de estas bacterias en orina, se inocularon
15X108UFC/ml de cada cepay después de 18 horas de incubacion se recuperaron
1.57X10"® UFC/ml de la cepa CFT073 y 1X10"" UFC/ml de la cepa 049766. El cultivo
de orina recuperado de cada cepa fue sometido a un proceso de centrifugacion y
filtracion (0.22 pym), la muestra de orina obtenida en cada paso se analiz6 por Dot-
Blot utilizando los anticuerpos Anti-Sat y Anti-Fago B17 (Fig. 21). Los resultados
obtenidos muestran la presencia de Sat en la orina inoculada con las cepas de E.
coli CFT073 y 049766 (Fig. 21).

En la orina inoculada con la cepa CFT073 6 049766 se identificd la presencia de
Sat en la orina filtrada y centrifugada, utilizando los anticuerpos anti-Sat y anti- Fago
B17, observando una mayor sensibilidad utilizando el anticuerpo anti-Fago B17
(reactividad hasta 12.5 yg/mL) comparado con el anticuerpo anti-Sat (Fig 21).

Con el fin de confirmar la secrecion de Sat por las cepas 049766 y CFT073 en la
orina utilizada se evaluaron mediante un perfil por SDS-PAGE al 8% las muestras
de orina centrifugadas y filtradas (0.22um). Los resultados se muestran en la Figura
22. El estudio verifico la presencia de una banda tenue con un peso aproximado de
107 kDa en las muestras de orina centrifugadas, el resultado fue confirmado
mediante analisis por western-Blot con suero Anti-Sat y Anti-Fago B17. No se
observd ninguna banda correspondiente a Sat en el perfil electroforético de las
muestras filtradas o en las muestras donde se utilizé un filtro previamente bloqueado
con BSA. En las muestras analizadas se observo la presencia de una proteina con
un peso aproximado de 70 kDa. Al respecto se analizo la orina estéril utilizada en el
ensayo mediante SDS-PAGE al 8%, observando la misma proteina. Sin embargo,

los anticuerpos Anti-Sat y Anti-Fago B17 no identificaron esta proteina.
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Fig. 21. Detecciéon de Sat por Dot-Blot en orina inoculada con la cepa CFT073
y 049766. Se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa 2 pL del
concentrado centrifugado y filtrado obtenido de la orina cultivada con la cepa de
E. coli CFT073 y 049766. Después de bloquear y realizar lavados se probaron
100 ug/mL de los anticuerpos Anti-Sat (A) y Anti-Fago B17 (B). La reaccion fue
amplificada por la adicion de IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y
revelada con BCIP/NBT como sustrato. Este ensayo se efectué por duplicado.
La resolucion de la respuesta obtenida con las IgGs Anti-Fago B17 es positiva
en la orina tratada con las cepas.
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Fig. 22. Identificacion de Sat en las muestras de orina centrifugadas y filtradas.
Perfil electroforético SDS-PAGE al 8%. Veinte microlitros de orina obtenida
después de centrifugar y filtrar se aplicaron a un gel de poliacrilamida al 8%, se
utilizaron condiciones desnaturalizantes. Carriles:(A) Marcador de Peso
Molecular Fermentas; (B) Orina Centrifugada de la cepa CFT073; (C) Orina
Filtrada de la cepa CFTQ73; (D) Orina Filtrada con un filtro bloqueado con BSA
de la cepa CFT073; (E) Orina Centrifugada de la cepa 049766; (F) Orina Filtrada
de la cepa 049766; (G) Orina Filtrada con un filtro bloqueado con BSA de la
cepa 049766. Se observa una proteina con un peso molecular mayor de 100
KDa (Sat) y una proteina desconocida con un peso aproximado de 70 KDa.
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IX DISCUSION

Las infecciones del tracto urinario son consideradas un problema de salud publica
en México, de acuerdo con datos estadisticos de la secretaria de salud se ubica
como la tercera causa de morbilidad en el pais®, presentando ademas una tasa de
mortalidad importante generada principalmente por complicaciones desarrolladas
de este padecimiento. El diagnostico presuntivo de esta patologia se lleva a cabo
tomando en cuenta un conjunto de signos y sintomas. Dentro del proceso
diagnodstico solo en aproximadamente 10% de los casos se investiga al
microorganismo responsable de la ITU, esto debido en parte a la saturacion que
existe en algunos servicios de salud 4. Tradicionalmente se emplea un urocultivo
como prueba diagndstica confirmatoria de una ITU, sin embargo, este estudio
implica tiempos largos en la identificacion del o los patdégenos involucrados. Lo
anterior origina que en la mayoria de los casos se asigne un tratamiento profilactico
al paciente que al no ser eficaz en contra del patégeno puede ocasionar en algunas
cepas resistencia al antimicrobiano suministrado. Dentro de los patégenos
bacterianos asociados a las ITUs un patotipo uropatdogeno de Escherichia coli
denominado UPEC (por sus siglas en inglés Uropathogenic Escherichia coli) se ha
implicado en el 90% de las ITUs adquiridas en la comunidad y poco mas del 50%
de las ITUs nosocomiales*?41. La alta plasticidad gendmica de este patégeno le ha
permitido adquirir factores de virulencia que le confieren la capacidad de invadir,
adaptarse, infectar y persistir en el entorno renal. Dentro de los factores de virulencia
expresados por UPEC se encuentra Sat una serin proteasa de 107 KDa secretada
por el 40-50% de cepas de UPEC. Esta toxina perteneciente a la subfamilia de las

SPATEs presenta in vitro efectos vacuolizantes, citopaticos y citotoxicos sobre
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células de riidn y vejiga®? 24, Tales efectos se han relacionado con la capacidad que
tiene la toxina de degradar la fodrina, espectrina, caseina y factor de coagulacién
V21,24 Al respecto parte de su actividad bioldgica se ha vinculado con el motivo de
serina GDSGS. El efecto observado de esta toxina contribuye en el mecanismo de
patogenicidad al dafio en el epitelio renal favoreciendo la internalizacion de UPEC
a las células renales del huésped lo que a su vez evita el reconocimiento de la
bacteria por el sistema inmune'? 2!, Lo anterior favorece un estado de recurrencia
en el paciente debido al reservorio bacteriano alojado en el epitelio renal, que de no
ser erradicado puede dejar secuelas en el paciente provocando dafios en el rgano
afectado. Ante este panorama es necesario identificar tempranamente la presencia
de la cepa de E. coli uropatégena productoras de Sat en el paciente para darle
seguimiento y proporcionar un tratamiento personalizado en base a estudios de reto
antimicrobiano que elimine al patégeno.

Algunos estudios se han dedicado a seleccionar factores de virulencia comunes en
cepas UPEC que funcionen como marcador (marcador de virulencia) para su
identificacion*!. Algunos trabajos al respecto han considerado a Sat un marcador
de virulencia asociado a UPEC, debido a su identificacion en aproximadamente la
mitad de cepas aisladas causantes de pielonefritis y por la participacion que tiene
en su mecanismo de patogenicidad. En algunos paises han aprovechado el uso de
técnicas de biologia molecular como la PCR para la deteccién del gen asociado a
Sat en el diagnostico de UPEC? 43, Sin embargo, su aplicacion se ve limitada a
laboratorios especializados debido a los equipos y reactivos costosos del método.
Existen otras técnicas o reactivos en el campo de la investigacion aplicables al area

del diagndstico. Uno de los ejemplos mas claros ha sido el uso de anticuerpos como
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una herramienta de apoyo utilizada por mucho tiempo en el diagnostico de
enfermedades. La especificidad y la potencia de un anticuerpo contra su antigeno
determinan que los anticuerpos sean reactivos utiles para detectar un antigeno
determinado. En afios recientes se han popularizado técnicas inmunoldgicas que
contribuyen al disefio de anticuerpos. Una de estas técnicas denominadas Phage
display ha funcionado como una herramienta en la identificacion de sitios
inmunodominantes, su aplicacion ha permitido estudiar las interacciones proteina-
proteina®. La tecnologia emergente basada en Phage Diplay ha beneficiado al area
del diagnéstico especialmente por la generacion de anticuerpos monoespecificos
que pueden ser utilizados en la deteccion de moléculas o antigenos siendo una
nueva clase de reactivos de diagndstico®”:38.

El presente estudio retoma una investigacion desarrollada por Berrocal Pérez A%.
En dicho trabajo se lograron identificar mediante Phage display motivos
inmunodominantes de Sat. Tal investigacion contribuyo en la obtencién de
anticuerpos dirigidos contra la secuencia MSPFAIDLTMVT, identificada como una
region en la proteina Sat. Los anticuerpos fueron generados mediante la
inmunizacion de conejos con el fagotopo B17 y un péptido que fue sintetizado con
la misma secuencia encontrada. En nuestro estudio se utilizaron los anticuerpos
anti-fago B17 y anti-péptido obtenidos en su investigacion, con el fin de emplearlos
en el desarrollo de un método inmunodiagnéstico para la deteccién de Sat en orina.
Para tal efecto se decidié como primer paso evaluar la reactividad de los anticuerpos
antimimotopos (Anti-Fago B17 y Anti-Péptido) en contra de Sat. Lo anterior origino
la necesidad de purificar los antigenos y anticuerpos que se utilizarian durante la

realizacion de este estudio.
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Como primera fase se inici6 con la purificacion de las proteinas PetS260l, Pic y Sat,
dentro de este proceso se lograron seleccionar las clonas con una mayor capacidad
de produccién en la obtencion de cada una de las toxinas antes mencionadas. El
porcentaje de recuperacion de las proteinas PetS260I y Pic fue aproximadamente
del 1.5% (calculado en base a la obtencion de 10 mg en el precipitado inicial), este
resultado es razonable considerando trabajos relacionados donde se reportan
rendimientos del 3.14%°%*. El proceso de purificacion de la toxina Sat presento
algunas complicaciones debido principalmente a la escasa secrecion de la toxina
en la clona pDG7 seleccionada. Lo anterior origind la busqueda de la proteina en el
sobrenadante de otras clonas pDG7, sin embargo, algunas de ellas no mostraron la
presencia de Sat en su perfil electroforético y en otras se observd la misma
deficiencia de toxina. Es posible que los hechos antes mencionados puedan estar
relacionados con el numero de pases o subcultivos realizados en las cepas. Algunos
trabajos reportan que un numero reducido de subcultivos proporciona un
mantenimiento estable del material genético*’. En nuestro caso existen ademas
otros factores que pudieron haber intervenido como la edad de las células
conservadas (fase en el ciclo de crecimiento) y la temperatura de almacenamiento.
Se han reportado trabajos que describen una reduccion genotipica bacteriana en
los procesos de atenuacion en patégenos como Mycobacterium tuberculosis*’. En
estos estudios se ha visto que mediante el subcultivo sucesivo del patégeno bajo
ciertas condiciones se logra obtener un microorganismo atenuado, lo que resulta en
modificaciones fenotipicas debidas a cambios genéticos ocurridos en las cepas
bacterianas durante el paso del tiempo. Por estas evidencias y los resultados

obtenidos, se piensa que las clonas seleccionadas como hiperproductoras de
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PetS260I y Pic probablemente correspondan a las cepas con un menor numero de
subcultivos, no obstante, esto también explica el comportamiento observado en las
clonas pDG7.

Como alternativa en la obtencion de Sat, se decidieron utilizar para el estudio tres
muestras de concentrados proteinicos de la toxina almacenados en el laboratorio.
Las muestras seleccionadas demostraron la identidad de la proteina por western-
blot y un numero reducido de proteinas contaminantes en su perfil electroforético.
Al final la pureza obtenida en las toxinas PetS260I, Pic y Sat fue mayor del 90%
tomando en cuenta el bajo numero de bandas contaminantes observadas en el perfil
electroforético. El analisis de las muestras proteinicas por SDS-PAGE contribuyo al
monitoreo en el proceso de purificacidon observando una reduccién gradual de
bandas o proteinas contaminantes, al mismo tiempo que se redujo la concentracion
de proteinas en cada etapa de purificacion.

Resulta interesante observar que en algunas pruebas de identidad por Western-blot
durante la seleccion de las clonas, se presento el reconocimiento de una banda con
un peso molecular aproximado de 100 KDa por el suero Anti-Sat. Trabajos previos
realizados en el laboratorio con estas proteasas demuestran que esta banda es
originada por la autodegradacion proteica de la toxina® 4548, En algunos articulos
se describe la utilizacién de inhibidores de proteasa como una forma de evitar este
efecto de autodegradacion, sin embargo, su uso puede ocasionar interferencias en
los ensayos ya que generalmente se unen irreversiblemente. En nuestro estudio se
optd por reducir el efecto a través de la conservacion a bajas temperaturas de la

muestra durante la realizacion de los ensayos, ademas de la cuantificacion y
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caracterizacion rutinaria de la toxina. Al final del estudio se observé una reduccion
en promedio del 15%.

Se continud el estudio con la obtencién de inmunoglobulinas G (IgG) a partir de los
sueros anti-fago B17, anti-péptido, anti-Sat, anti-Pet, anti-Pic, y sueros preinmunes.
El proceso de purificaciéon se llevd a cabo utilizando una resina de afinidad
conjugada con proteina A (Bio-Rad Affi-Gel Protein A). El proveedor menciona que
utilizando un sistema de buffer de la misma marca es posible la purificacion de 10
mg de IgG de raton por mililitro de gel, sin embargo, en nuestro estudio la cantidad
de inmunoglobulina G obtenida fue en promedio de 3 mg/mL, aproximadamente tres
veces menor que la reportada. Diversos factores determinan el resultado, dentro de
los elementos que pudieron intervenir se encuentra las relacionadas con la resina
como su capacidad de retencién, la regeneracién de los sitios de union después de
su uso, el pH 6ptimo de trabajo, el tiempo de incubacién con el suero y la utilizacién
del sistema de buffer recomendado por el proveedor. Pese a la cantidad obtenida
de las inmunoglobulinas G, la pureza observada en los perfiles electroforéticos fue
buena, de aproximadamente 90%.

Una vez obtenidos los anticuerpos de estudio y las proteinas de prueba se continuo
el estudio con el desarrollo de un ensayo de ELISA indirecto con la finalidad de
evaluar la reactividad de los anticuerpos antimimotopo (Anti-Fago B17 y Anti-
péptido) en contra de Sat. Los resultados demostraron una mayor respuesta de las
IgGs Anti-Fago B17 en la deteccion de Sat. En trabajos relacionados al respecto se
ha observado un comportamiento similar*® donde el anti-fagotopo obtiene una
mayor reactividad que los anticuerpos anti-péptido. Los resultados observados en

el analisis de los anticuerpos antimimotopo por ELISA, permitieron definir las
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concentraciones 6ptimas para la deteccion de Sat. Se observé ademas que 50
pg/ml de los anticuerpos anti-fago B17 son capaces de detectar hasta 0.4 ug/ml de
Sat con una respuesta adecuada (> a 0.5 de D.O). El control positivo utilizado (anti-
Sat) alcanzo lecturas por encima de las obtenidas con los anticuerpos
antimimotopos, por otro lado los anticuerpos anti-Pet y anti-Pic generaron una
respuesta similar a las del suero preinmune, estableciendo el punto basal de
reconocimiento inespecifico.

La diferencia de reactividades observadas en los anticuerpos probados puede estar
asociada a la naturaleza policlonal de los anticuerpos antimimotopo (anti-fago B17,
anti-péptido) y anti-Sat. Lo anterior plantea en primer lugar que las IgGs anti-Sat
poseen una poblacion clonal dirigidas contra varios sitios de la toxina ya que fueron
producidas por la inmunizacién de la toxina completa, esto podria generar la union
de las IgGs en contra de una mayor superficie lo que a su vez produce una
respuesta alta con lecturas que sobresalen de los valores detectados. Con este
argumento es probable entonces que los anticuerpos anti-fago B17 solo reconozcan
a los epitopos identificados en Sat provocando una reactividad intermedia debido a
su poblacion clonal especifica. En los anticuerpos anti-péptido es posible que esté
ocurriendo un evento similar donde se unen a un sitio mas especifico y por lo tanto
a una secuencia mas reducida de la estructura de Sat ocasionando una saturacion
del area de reaccidén generando una respuesta deficiente. En el mismo ensayo se
observo ademas un patrén de reactividad similar con los anticuerpos anti-Sat y anti-
Fago B17 empleando 0.8 y 0.4 ug/mL de Sat, este comportamiento indica que
empleando los anticuerpos a una concentracién mayor a 50 yg/mL son capaces de

detectar diferentes cantidades de Sat sin alterar demasiado su respuesta. El estudio

84



también demostré que ambos anticuerpos antimimotopos, incluso el control positivo
(anti-Sat) no son capaces de detectar cantidades cercanas a 0.05 pg/mL de Sat,
empleando esta concentracion la respuesta obtenida no es confiable por presentar
interferencias con lecturas parecidas a los anticuerpos anti-Pet, anti-Pic e IgGs
preinmunes. Estos ultimos mantuvieron una respuesta constante en los ensayos
realizados, siendo utiles como controles en la obtencion de una respuesta
inespecifica.

El estudio fue continuado a través del desarrollo de un ensayo para verificar el
reconocimiento de la secuencia mimetizada del epitope de Sat por los anticuerpos
anti-Fago B17 y anti-péptido. Para tal fin se utilizd un péptido sintético con la
secuencia MSPFAIDLTMYV, identificada previamente por Phage display en el
estudio de Berrocal Perez*¢. En los resultados obtenidos se observaron lecturas
minimas que expresan poca respuesta ante el péptido. Este resultado puede ser
atribuido a la distribucién del péptido en la superficie de la microplaca de ELISA, es
probable que en el proceso de adsorcidén una fraccion del antigeno haya sufrido un
evento de unidn con posiciones que evitaron la exposicion de los sitios de
reconocimiento, ademas del tamafio del sitio de unidén en la secuencia del péptido.
Lo anterior aunado a la afinidad de cada anticuerpo resulta en una respuesta
deficiente.

Dentro del proceso de evaluacion de los anticuerpos por ELISA se estudio la
especificidad ante PetS260l1 y Pic, dos proteinas pertenecientes a la misma
subfamilia de las SPATEs. PetS260I es una variante de Pet mutada en la posicién
serina 260 por una isoleucina. En los resultados se observdé que existe un

reconocimiento inespecifico de estas toxinas por ambos anticuerpos antimimotopos.
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En el ensayo en contra de PetS260I destaca el patron de reactividad ascendente de
las IgG anti-fago B17. Lo anterior indica que el uso de bajas concentraciones de
anticuerpo aumenta la capacidad de deteccion de PetS260l. En el mismo ensayo
las IgGs anti-péptido obtuvieron una tendencia que en promedio se encuentra 0.3
unidades de densidad Optica menor a la presentada por los anticuerpos anti-Pet.
Los resultados obtenidos son razonables si se toma en cuenta que PetS260I
presenta un porcentaje de identidad/similitud estructural con Sat del 53.8/71.1%32".
Estudios al respecto relacionan el grado de similitud con la actividad biolégica que
presentan ambas toxinas?® 46, En relacion al ensayo realizado en contra de Pic,
ambos anticuerpos antimimotopos lograron reconocer a la proteina con una
reactividad similar a la del anticuerpo homologo anti-Pic. Por lo anterior los
anticuerpos antimimotopos no son especificos ya que logran detectar a PetS260l y
Pic con una respuesta similar a la de su anticuerpo homologo correspondiente, sin
embargo, este resultado es concordante con lo reportado por otros trabajos donde
se han encontrado secuencias compartidas entre diferentes SPATEs*°. En nuestro
trabajo la capacidad en la deteccion de Pic puede ser aprovechada debido a que
algunas cepas uropatdégenas secretan una variante de esta proteina denominada
Pic U, la cual segun reportes existe un porcentaje de identidad del 96.7% con la
proteina Pic utilizada en este estudio®'. Esta capacidad de respuesta ante Pic
favorece el uso de los anticuerpos antimimotopos como reactivos en la deteccion
de un factor de virulencia adicional asociado a UPEC.

El uso de la técnica de ELISA contribuyo a diferenciar la especificidad presentada
de los anticuerpos antimimotopos frente a proteinas pertenecientes a la misma

subfamilia de las SPATES, los resultados relacionan la similitud estructural de Sat 'y
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PetS260I. Adicionalmente el contar con anticuerpos que reconozcan una proteina
estructuralmente similar a PicU aumenta la probabilidad en la deteccién de UPEC.
En los resultados obtenidos por ELISA, se observd un mejor desempeio de los
anticuerpos anti-fago B17 por tal razén fueron seleccionados para continuar con los
estudios que desarrollaron con posterioridad.

La siguiente fase de nuestro trabajo consistio en el disefio de un ensayo “in vitro”
para la deteccion rapida de Sat en orina. Al respecto dentro del campo diagndstico
de proteinas asociadas a patdégenos; varios trabajos han sefialado a la técnica de
Dot-blot como una alternativa confiable y que ha dado buenos resultados siendo
utilizado en el diagnéstico de bacterias como Salmonella typhi®2, Mycobacterium
tuberculosis®3, algunos parasitos como Taenia soliums5, Oncocerca volvulus®*,
incluso en el diagnédstico de rabia®® por mencionar algunos. Por lo anterior decidimos
utilizar en nuestro trabajo la técnica de Dot-Blot para la deteccién de Sat en orina.
Previo a la aplicacién del método en orina, se comenzo por estandarizar la técnica
evaluando la reactividad los anticuerpos anti-Fago B17 en contra de Sat y
posteriormente la especificidad ante PetS2601 y Pic. Dentro de nuestra investigacion
se introdujeron los anticuerpos anti-péptido en el desarrollo del primer ensayo (Fig.
17), se observo la misma deficiencia en su reactividad presentada en ensayos
anteriores. Esta respuesta se atribuye a un esquema de inmunizaciéon inadecuado
con el péptido sintético por tal motivo se excluyd su uso de los ensayos posteriores.
En el proceso de evaluacion por Dot-Blot en contra de Sat se observd que los
anticuerpos anti-fago B17 mantienen una intensidad uniforme en su respuesta, sin
embargo, su sensibilidad es menor ya que generalmente detectan una mayor

concentracion de proteina que las IgGs anti-Sat. En los ensayos de ELISA se habia
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observado previamente esta diferencia de respuesta. Consideramos que este
resultado se encuentra asociado al reconocimiento de un epitope inmunodominante
de Sat por los anticuerpos anti-Fago B17, ya que la intensidad no se reduce con la
disminucién de la concentracion de antigeno.

Por otro lado en las pruebas de reconocimiento inespecifico por Dot-Blot se observé
que existe una deteccion mutua de los anticuerpos anti-Pet y Anti-Sat por las
proteinas PetS260l y Sat, esto confirma la similitud estructural reportada entre
ambas toxinas. En las pruebas respectivas a Pic se observd que aquellos
anticuerpos que van dirigidos en contra de Sat (anti- Fago B17 y Anti-Sat) logran
reconocer a Pic a concentraciones altas. No ocurre lo mismo con el reconocimiento
de Sat por las IgGs anti-Pic, este hecho hace suponer la existencia de epitopos que
en la forma nativa de Pic sean similares a los de Sat. El reconocimiento cruzado con
otras SPATEs ha sido reportado por las secuencias compartidas entre algunas
toxinas de esta subfamilia®®. Estudios previos realizados por Berrocal Perez A*6
mencionan la falta de especificidad en contra de Pic observada en nuestro trabajo.
En tal caso los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con los
reportados previamente por Berrocal Perez A. Este argumento contribuye a explicar
la reactividad cruzada de los anticuerpos anti-fago B17 en contra de Pic. Si bien ya
se habia mencionado que existe una falta de especificidad por la deteccioén de Pic,
puede ser util para la aplicacion de un diagnéstico mas completo en la deteccion de
ambas SPATEs asociadas a UPEC.

Como parte de nuestro estudio se realizdé un ensayo adicional de Dot-Blot utilizando
LPS puro obtenido de una E. coli patégena (donada por al Dr. Armando Navarro.

Facultad de Medicina UNAM). Esta prueba se realizé previo a la aplicacién del
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método en una muestra de orina. La razon de dicho ensayo surgio a raiz de
encontrar restos de LPS en una muestra de orina contaminada por E. coli. La
reactividad fue pobre a concentraciones de 250 pug/mL, incluso con el anticuerpo
homologo lo que indica que existe un inadecuado reconocimiento del antigeno. Lo
que sugiere una buena especificidad de nuestros anticuerpos.

Se continuo el proyecto desarrollando un ensayo in vitro con la proteina Sat pura en
orina, su proposito era comprobar la funcionalidad de los anticuerpos anti-Fago B17
y anti-Sat en este medio. Para la realizacion de este estudio era necesario contar
con una muestra de orina sin la presencia de la proteina de estudio y una cuenta
escasa de bacterias. El urocultivo de la orina seleccionada mostro resultados
satisfactorios, sin embargo, como paso adicional se filtré6 por una membrana con un
poro de 0.22 um para evitar la contaminaciéon con bacterias o la introduccion de
restos celulares en el estudio. Un analisis comparativo de los perfiles de respuesta
obtenidos con los anticuerpos anti-Sat y Anti-Fago B17 en buffer (Fig. 15) y con el
uso de orina (Fig. 18) mostro una reduccién en este ultimo. La sensibilidad de los
anticuerpos anti-Fago B17 y anti-Sat disminuye con el uso de orina hasta la mitad
de la concentracion detectada en buffer. Al respecto en la orina existen varios
factores que pueden haber contribuido a esta reduccién tales como el pH,
proteasas, sales y solutos. Es probable que estos factores hayan modificado la
estructura terciaria de la proteina la cual es necesaria para que los anticuerpos se
unan adecuadamente al sitio de union. Tomando en cuenta que el epitope
identificado en Sat es discontinuo?® la modificacion de su conformacion pudo haber
sido alterada por las propiedades quimicas de la orina, reduciendo la respuesta en

el reconocimiento de los epitopes identificados.

89



Los hechos observados determinan que la proteina podria modificarse o degradarse
con la orina, sin embargo, dentro del mecanismo de patogenicidad descrito por
algunos autores el proceso de secrecion de Sat en UPEC se desarrolla en este
medio, siendo el entorno “in vivo” de la toxina. Lo anterior, planted el disefio de un
estudio “in vitro” en orina con dos cepas productoras de Sat (UPEC CFT073y EAEC
049766) para simular las condiciones de secrecion y evaluar por Dot-Blot la
deteccion de la proteina nativa con los anticuerpos anti-Fago B17 y anti-Sat. En el
ensayo se observo la presencia de Sat por SDS-PAGE y western-blot en el
sobrenadante de las cepas antes y después del cultivo con orina. En el mismo
estudio observamos en el gel de poliacrilamida una proteina de 70 kDa con el uso
de orina, sin embargo, no se identificé por western-blot con los anticuerpos de
prueba descartando reacciones inespecificas con los componentes en la orina.
Dicha banda puede pertenecer a restos de proteinas de bajo peso molecular como
microalbuminas las cuales son secretadas normalmente en minimas cantidades.

Con relacion al cultivo de las cepas en orina nuestro estudio demostré un mayor
desarrollo de la cepa uropatdogena CFT073 que la enteroagregativa 049766. Al
respecto Alteri CJ y cols, 2009 sugieren la utilizacion de péptidos y aminoacidos por
CFTO073 como principal fuente de carbono durante una infeccién de vias urinarias.
Por otro lado Andrew T. y cols. han demostrado que esta cepa (CFT073) puede
degradar la serina un aminoacido abundante en la orina y a su vez metabolizar el
acetato generado con una serie de enzimas que le proporcionan una ventaja en un
entorno tan escaso de nutrientes®®. Se ha sugerido que el crecimiento en la orina
puede representar una caracteristica especifica de las bacterias uropatogenas, sin

embargo, en nuestro estudio se observo que la cepa 049766 asociada a cuadros de
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diarrea persistente, también puede desarrollarse en orina. Este hecho ya habia sido
observado por Alteri CJ y Mobley HL en 2007, ellos reportan el uso de orina como
medio de cultivo y demuestran que la mayoria de las cepas de E. coli tienen la
capacidad de crecer en la orina humana a pesar de ser clasificado como comensal,
enteropatdgeno o uropatdgeno. Aunado a esto existe evidencia reciente de un brote
de ITUs causado por una cepa EAEC O78:H10, que demuestra la heterogeneidad
y capacidad de este patotipo para desarrollarse en el tracto urinario®.

Previo a la deteccidon de Sat en la orina cultivada con las cepas antes mencionadas,
fue necesario aplicar un tratamiento para eliminar la presencia de particulas grandes
que pudieran interferir en el estudio. Después de un proceso de centrifugacién o
filtracion (0.22 ym), la orina obtenida de cada cepa fue analizada con los anticuerpos
de estudio (anti-Fago B17 y anti-Sat). Los resultados mostraron mejores resultados
en la orina filtrada después bloquear el filtro con BSA, esta medida fue aplicada al
observar ausencia de Sat en el filtrado, lo que sugiere la unién de la proteina al filtro
principalmente a la nitrocelulosa un componente de la membrana filtrante con
afinidad por las proteinas. El analisis por Dot-Blot de la orina centrifugada mostro
resultados comparables con la filtracién de la muestra, por lo que ambos métodos
son adecuados para evitar reacciones cruzadas con particulas grandes. No
obstante, de los dos métodos utilizados, la centrifugacion es una opcion mas
versatil, rapida y econdémica.

La deteccion “in vitro” de Sat por Dot-blot con la orina obtenida de las diferentes
cepas proporciono informacion importante sobre la reactividad de los anticuerpos
anti-Sat y anti-Fago B17. La respuesta fue mayor empleando los anticuerpos anti-

Fago B17, resultado diferente a lo observado previamente donde los anticuerpos
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anti-Sat mostraban la reaccion mas alta. No obstante, ambos anticuerpos
reaccionaron con una respuesta mayor en la orina de la cepa 049766. Se piensa
que estos resultados se asocian a la especificidad mostrada en los anticuerpos y al
grupo de SPATEs secretadas por las cepas de prueba. En las cepas empleadas
ademas de Sat se han identificado otras proteinas de la misma subfamilia, Pic se
ha descrito en la cepa 049766 y PicU una variante 96.7% idéntica a Pic es producida
de manera natural por la cepa uropatégena CFT073%'. En los anticuerpos
empleados se identificé una reaccion cruzada en contra de Pet, no obstante, el
anticuerpo antimimotopo (anti-Fago B17) presento ademas el reconocimiento en
contra de Pic. De acuerdo con lo anterior es posible que en la orina obtenida de la
cepa enteroagregativa los anticuerpos empleados hayan reconocido en conjunto
con Sat, a las proteinas de la misma subfamilia con la que obtuvieron una reaccién
cruzada, hecho que explicaria la diferencia de respuesta con la orina la cepa
CFTO073.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran que los anticuerpos anti-
Fago B17 pueden ser utilizados como herramientas de inmunodiagndstico para la
deteccion oportuna de Sat y Pic en muestras de orina, asi como en la identificacion
de Pet, otra proteina asociada a bacterias patdgenas del tracto intestinal (EAEC)
con potencial uropatdgeno. La respuesta observada de los anticuerpos Anti-fago
B17 permitirdn continuar con el desarrollo de pruebas en muestras clinicas y dar
paso al disefio de un dispositivo de screening que ayude al médico en la toma de
decision para el diagndstico correcto de la bacteria y asi proporcionar al paciente un

tratamiento personalizado.
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X CONCLUSIONES
Se pueden obtener rendimientos adecuados en el proceso de purificacion de

proteinas con tiempos rapidos de trabajo y condiciones de temperatura controladas.

Es importante llevar a cabo un control en el numero de subcultivos en las clonas

minimas para evitar la pérdida genotipica de la misma.

Los anticuerpos anti-Fago B17 tienen la capacidad de reconocer a Pic una serin
proteasa asociada a cepas uropatdégenas de E.coli y a Pet una proteina

estructuralmente similar a Sat.

Existe buena reactividad de los anticuerpos anti-Fago B17 en el reconocimiento de

la proteina Sat nativa secretada en orina, una opcion util en el tratamiento previo de

la muestra de orina es la centrifugacion de la misma.

La técnica de Dot-Blot puede ser implementada para el uso de pruebas de screening

en la deteccion de Sat y Pic para la identificacion de cepas uropatégenas de E. coli.

Existen secuencias inmunodominantes compartidas entre las diferentes SPATEs

que pueden ser utilizadas para la identificacion de mas de una proteina.
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Xl PERSPECTIVAS

Emplear los resultados obtenidos para el disefio de un estudio de campo en
muestras de orina de pacientes con infeccién de vias urinarias empleando los
anticuerpos anti-Fago B17 y realizar un analisis estadistico para evaluar su

aplicacion.

Establecer la realizacion de ensayos utilizando otras SPATESs diferentes producidas

por UPEC como la proteina VAT.
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Xl ANEXOS

XIll.1 LISTA DE MATERIALES

Biologicos

-Cepas de Escherichia coli.
E. coli HB101 (pCEFN2) productora de la proteina Pet mutada en el
aminoacido nucleofilico serina 260 por una Isoleucina (PetS260l).
E. coli HB101 (p56) clona minima productora de Pic.
E. coli HB101 (pDG7) clona minima productora de Sat.
E. coli HB101 (no patdégena).
Cepa de E. coli Uropatogénica CFT073 (O6:K2:H1) aislada de uma
mujer con pielonefritis.
Cepa de E. coli Enteroagregativa 049766 (O?:H10) aislada de un brote
de diarrea en un Hospital Pediatrico de México.

-Antigenos.
Proteina Pet, mutada en el aminoacido Serina 260 (aminoacido
nucleofilico) por una Isoleucina (PetS260l).
Proteina Pic.
Proteina Sat.
Péptido sintético con la secuencia aminoacidica MSPFAIDLTMUVS
acoplado a KLH (Byosynthesis® Lewisville, Texas).
Lipopolisacarido (LPS) purificado de E. coli 0O157.

-Anticuerpos
Anti IgG de conejo conjugada con fosfatasa alcalina (Millipore®).

-Sueros para la purificacion de Anticuerpos.
Suero de conejo Preinmune (Suero Preinmune).
Suero de conejo obtenido de la inmunizacion de PetS2601 (Suero Anti-
Pet).
Suero de conejo obtenido de la inmunizacion de Pic (Suero Anti-Pic).
Suero de conejo obtenido de la inmunizacion de Sat (Suero Anti-Sat).
Suero de conejo obtenido de la inmunizacién del Fagotopo B17 (Suero
Anti-FagotopoB17).
Suero de conejo obtenido de la inmunizacion del péptido mimotopo
(AIDLTM) conjugado con KLH (Hemocianina de Lapa Californiana)
(Suero Anti-Péptido).

-Orina de un paciente sano, sin presencia de bacteriuria o algun trastorné
urinario.
Primera orina de la mafana colectada del chorro medio en un envase
comercial esteéril.
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Quimicos

-Medios de Cultivo
-Bacto Triptona (Becton dickinson®)
-Extracto de Levadura (Sigma Aldrich®)
-Agar Luria Bertani (LB) de formulacion interna con o sin la adicion de
Tetraciclina (10 pg/ml) o Ampicilina (5 ug/ml)
-Base de Agar Sangre (Bioxon®)
-Agar Mc Conkey (Bioxon®)
-Caldo LB de formulacion interna con o sin la adicién de Tetraciclina
(10 pg/ml) o Ampicilina (5 pg/ml).

-Reactivos
-Agua Destilada
-Agua Desionizada (Destilador Millipore® Direct Q3)
-Hidréxido de sodio (Merck®)
-Sulfato de Amonio (Reactivos Quimica Meyer®)
-Citrato de sodio (JT Baker®)
-Fosfato de Potasio (JT Baker®)
-Fosfato monobasico de Sodio (JT Baker®)
-Fosfato Dibasico de sodio (JT Baker®)
-Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma Aldrich®)
-Acido Etilendiaminotetraacetico (Sigma Aldrich®)
-Acrilamida (Bio-Rad®)
-Bisacrilamida (Bio-Rad®)
-Dodecilsulfato de sodio(SDS) (Sigma Aldrich®)
-Persulfato de Amonio (APS) (Sigma Aldrich®)
-Tetrametileteilendiamina (TEMED) (Bio-Rad®)
-Reactivo de Bradford (Bio-Rad®)
-Cloruro de Sodio (JT Baker®)
-Cloruro de Potasio (JT Baker®)
-Azul de Coomasie (Sigma Aldrich®)
-Metanol (JT Baker®)
-Acido Acético Glacial (JT Baker®)
-Glicina (Bio-Rad®)
-Tween 20 (Sigma Aldrich®)
-Carbonato de sodio (JT Baker®)
-Leche descremada (Svelty®®)
-Albumina de Suero Bovino (BSA) (Sigma Aldrich®)
-Dietanolamina (Sigma Aldrich®)
-Cloruro de Magnesio (Merck®)
-Sustrato de Fosfatasa Alcalina BCIP/NBT (Sigma Aldrich®)
-Resina de Agarosa acoplada a Proteina A de Sthaphylococcus
aureus (Bio-Rad®).

Equipo e Instrumental
-Placas de ELISA (COSTAR® 3590)
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-Membrana de Nitrocelulosa (Bio-Rad®)

-Tubos Falcon (Axygen®)

-Tubos de Ensayo (Pyrex®)

-Filtro (Millipore®) con un poro de 0.22um de diametro
-Matraces y probetas de 100, 250, 500 y 1000 mL (Pyrex®)
-Pipetas Seroldgicas de 2, 5y 10 mL (Pyrex®)
-Micropipetas (Eppendorff®) de 10, 100 y 1000uL

-Puntas para Micropipetas universales (Axygen®)
-Gradillas

-Cajas Petri desechables

-Mechero Fisher

-Tripie con lamina de asbesto.

-Autoclave (AESA®)

-Incubadora con Agitaciéon G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.)
-Centrifuga (Sorvall® RT6000D)

-Vortex (Genie 2®)

-Fuente de Poder para Electroforesis (Bio-Rad®)

-Camara para electroforesis y electrotransferencia (Bio-Rad®)
-Incubadora para bacteriologia (Riossa®)

-Shaker de balanceo (Heidolph Duomax 1030®)

-Shaker orbital (Bellco Biotecnology®)

-Espectrofotometro UV/visible (Spectronic® Genesys 5)
-Lector de Placas ELISA (MR580, Dynatech®)

-Balanza Granataria (OHAUS®)

-Balanza Analitica (OHAUS®).
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