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Estandarizucien del método de ELISA parz la deteccien de
ticuerpos contra Campylobacter pylo:

INTRODUCCION

Antecedentes

Campylobacter pylori es un microorganismo localizado en
mucosa gasatrica y asociado a enfermedad 4cido >peptica. Los
primeros hallazgos datan desde 1874 en que Bottcher observé por
primera vez bacterias en estémago humano(l), mAs tarde Bizzozero
en 1893 y posteriormente Salomon en 1896, cobservan estructuras
. bacterianas espirales en mucosa géAstrica de animales (2,3).

.En 1938 qunges ohservéd en plezas de autopsia bacterias
espirales en estémagos humanos (4), Yy fué hasta 1975 en que Steer
informé la asociacién entre la presencia de estas bacterias
espirales (por microscopia electrénica) y datos histopatolégicos
de dlcera gastrica (5).

P

El aislamiento de Campylobacter pylori no fué posible sino
hasta 1983 en que Marshall y Cols. utilizando técnicas de cultivo
para el desarrollo de Campylobacter, aislaron bacterias curvas
microaerofilicas de mucosa de antro gastrico (6). Posteriormente
Marshall y Warren en un estudio de cultivos de bicpsias de mucosa
gAstrica cultivadas de pacientes con sintomatologia Acide péptica
datatminatop el grado de asociacién de este microorganismo con el

padecimiento Yy encontrarcon que en adlcera péptica el 87% se asccia
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a . cultive peositive, en gustritis crénica y aguda el 81% y en
mucosa géstrica normal el 6%, determinados por el estudio
histopatolégico (7). Lambert en 13585 encontré una gran asoclacién
_de Campylobacter pylori con enfermedad acido péptica, obteniendo
hasta de un 97% de aislamientos en gastritis (8). En 1987
Goodwin informé hasta un 100% de aislamientos en casos de #lcera
duodenal (9) y Buck un 14% de cultivos positivos en pacientes con
nucesa gtsc_rica normal{io0).

Taxonomia.

Campylobacter pylori fué inicialmente clasificado como
el principal exponente de los organismos gastricos
similares a Campylobacter (GCLO), posteriorn{ente se denoning
Canmpylobacter pyloridis (11) y finalmente, por acuerdo del
Conmite International de Taxonomia, fueé denominado
Campylobacter pylori (12). $Su clasificacién taxondmica aén mno
esta bien definida ya que posee caracteristicas morfolégicas,
estructurales y bioquimicas que 1lo diferencian del género
Campylobacter y lo asocian a los géneros Woinella Yy
Agquaspirillium (Tabla v I). Por su secuencia de bases RNA 16S
esta estrechamente relacionado al generce Woinella (13) y por sus
caractaristicas ultraestructurales tiene gran similitud con el
género Aquaspirillium (14), aunque por sus diferencias podria

constituirse como parte de un nuevo grupo taxonémico (15).



: TABLA 1
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE DIFERENTES ESPECIES DE CAMPYLOBACTER

Microorganismo Crecimiento reaccién bioquimica
25 37 42 ox CA GL U RN HS HH AN
C. pylori - + + - + - + - R
C. jejuni - + + + + - - + + + S
w . .coli - + + + + - - + + - S
C. fetus + + d + + - - + d - R
b. cinaedi - + - + + - - + + - R
C.fenneliice - 4+ - + + - - + - S
C. fecalis -+ o+ + + - -+ + - d
OX = Oxtdasa RN = Reduccién de nltrato ~ = Negative
CA = Catalasa HH » Hidrélisls de hipurato S = Sensible
Gl = Glucosa AN = Acido Nallidfixico R = Registente
U = Ureasg d = 11-39X won poslitivos
HS = H S + = positiva

Tomoda de referencla 49



El GCLO=-1 que corresponde a lo gque actualmente se conoce
como C.pylori no es el #dnico organismo aislado de mucosa gAstrica
humana . Kasper y Dick aiglaron un organismo diferente de mucosa
gastrica con crecimiento abundante a las 48 hrs. Este
microorganismo es similar a C. pylori pero con caracteristicas
biogquimicas diferentes; no produce ureasa, no se asocia a
enfermedad ?cido péptica,y se le dié el nombre de GCLO-2 (16).

Estudics en diferentes animales han demostrado la presencia
de bacterias espirales en mucosa gAstrica; en gatos y perros se
han observado verdaderas espiroquetas que no . son
cultivables(17);en cerdos, primates y hurones se han lograde
aislar bacterias espirales gque junto con las aisladas de mucosa
gastrica humana (GCIO-1 y GCLO-2),  forman el grupo llamado
Oorganismos Gatricos Similares a Campylobacter. (En la tabla 2 se

muestran las caracteristicas bioquimicas de estos organismos).

los organismos aislados en mucosa gdstrica de primates y
cerdos son similares a C. pylori humano por sus caracteristicas
bioquimicas, similitud en el patrén electroforético de las
proteinas en geles de poliacrilamida y en la inmunorreaccién de
-la mayoria de bandas de los GCLO de cerdo y primates, con suero
de pacientes infectados por C.pylori (18,19.20), no asi con las
proteinas de los GCLO aislados dé hurones (21,22).

Por andlisis de restriccién de endonucleasas de DNA se ha
demostrado gue C. pylori humano, y el GCLO de hurén no

corresponden al mismo microorganismo(20).



TABLA 2
Organismos Géstricos Similares

(GCLO)

a Campylobacter

C. pylori

GCL.O de
cerdo

GCLO de
primatess

GCL.O-2

GCLO de
hurones

co

37°C

37 °C

37°C
37 °C

ND

Oy¢C HH RN

+

- +

+

FA AGT AN [

+ + R S
+ + R S
+ +
- ND
+ + R S

c
HH

CO = Crecimiento éptimo
[+] Oxidasa

Catalasa

Hidrélisis de hipuroto
Ureasa

FA = Fosfatosa clcalina

AGT = Alfa gliutom!i-omino~peptidasa
Acldo Nolldfxico

Al
[~
ND
R

C

Cefalotina
No determinado
Resiatente

S = Sensible
= Macacus vhesus y N. manssxirinag

Tomada de ref. 18,19,20,21 y 22



caracteristicas generales.

€. pylori es un bacilo gram negativo, no esporulado, mévii,
microaeroftlico, de 3-3.5 um de longitud y 0.5~1 um de didmetro,
su forma es pleomérfico ya que puede adoptar forma curva,
espiral, de &5 o forma cocoide esta dltima es caracteristica de
cultivos viejos (mas de 72 hrs) La superficie de la membrana es
lisa, en contraste con otros Campylobacter tiene de 4-6 flagelos
unipolares, el flagelo es cubierto y tiene bulbo terminal en su
extremo distal, lo que implica que el flagelo es una prolongacién
_de la membrana citoplasmAtica (6,24).

C. pylori es una bacteria gque para su crecimiento requiere
de medios muy enriquecidos, ambiente microaerocfilico (85% N2, 10%
CO2 y 5% 02 ), Yy temperatura de 379C; su crecimiento éptimo es de
3 a 7 dias; y se ha descrito que en agar sangre o chocolate forma
colonias de 0.5 ~1 mm, con aspecto metédlico, bordes continuos,
forma circular yvconcava (6). Su composicién de bases ADN es
de 35.8-37.1 molt que concuerda con el rango encontrade en el
género Campylobacter (7). Su composicién de &cidos grasos difiere
de otros Campylobacter, sus principales acidos son tetradecanoico
{(14:0) y cis-9,10 metilenoctadecancico(19:0) (23). En otros
Campylobacter el &cide hexadecanoico (16:0), octadecencico(18:1)

y hexadecenoico(16:1) son los principales (25).



Campylobacter pylori posee la capacidad de producir una
variedad de enzimas, entre las maAs importantés se menciona; 1la
ireasa por 84 gran contenido, fosfata=sa alcalina, fosfatasa
4Acida, DNAsa, gamaglutamyltranspeptidasa, lipasa esterasa,
superéxido dismutaga y catalasa(l5,26).

Los medios de cultive utilizados para el aislamiento de
C. pylori son selectivos. FEl medio propuesto por Marshall fué el
agar chocolate suplementado con antibiéticos, 1los cuales son:
vancomicina, trimetroprim y polimixina que inhiben el crecimiento
de bacterias de la flora intestinal (6). Otros autores obtienen
desarrollo adecuado con diferentes medios enriquecidos
suplementados con sangre de caballo y 1la adicién de los

antibiéticos descritos por Skirrow (24,15).

Mecanismos de patogenicidad.

Campylobacter pylori se aisla de mucosa gastrica
preferentemente de la regién antral, aungue también se ha aislado
de cuerpo Yy regién féandica (27), ¥y sdlo puede ser aislado de
duodenc y eséfago en presencia de metaplasia gastrica (14,28).

Campylobacter pylori se localiza preferentemente en las
zonas . de unién intercelulares estrechamente asociada a la
superficie de las células productoras de moco y dentro de criptas

de la mucosa géstrica (29): y por microscopla electrédnica . la



bacteria aparece fusionada o parcialmente adsorbida a 1la
membrana de las células productoras de moco, algunas bacterias
estd cubiertas por m;crovellccidades englobadas en vacuclas
endociticag (27a,30).

€. pylori al invadir la mucesa posee alta movilidad que le
permite desplazarse facilmente en el medio viscoso: quizids debido
a su forma espiral, movimiento en forma de tirabuzén,
flexibilidad y el alineamiento paralelo que adopta con respecto a
los filamentos del moco (28, 33). Bajo estimulos quimiotéActicos,
la bacteria lléga a la unidn intercelular,en la gue cbtiene 1los

nutrientes y factores de crecimiento (29).

La actividad enzimAtica de C. pylori posiblemente participe
en en papel importante como mecanismo de proteccién contra el
hueésped, se ha postulado: 1) que la ureasa al hidrolizar la urea
libera amonio que cubre a la bacteria protegiéndola contra el
efecto bactericida del 4Acido géstrico (20). 2) que las proteasas
causan rapida degradacién del polimerc de glicoproteina (mucina),
presente en el moco y lo degrada a glicopéptides dando como
resultado la disminucién gradual del moco con wun “consecuente
incremento en la permeabilidad de iones hidrégeno, esto pernite
aumentar la movilidad de la bacteria en el medio y favorecer las
lesiones en la mucosa por efecto del Acido (31). 3) ademas la
catalasa b's Superéxidos dismutasa extracelulares confieren
resistencia a los mecanismos de nmuerte oxidativa de macrédfagos vy
neutréfilos (32).



Las alteraciones que se han observado en las células

infectadas con C. pylori son: 1) Disminucidn de carbohidratos

neutros (f ’ gal mina) localizades dentro de los
granulos del moco; 2) aumento del Acido y las glicoprotedinas: vy
atrofia en las microvellosidades (32). W M Johnson y H Lior en un
estudio in Qitro utilizando diversas lineas celulares sefialan la
presencia de una citotoxina de caraActer termolAbil en cepas

de €. pylori de pacientes con gastritis (34).

Caracteristicas antigénicas.

Las alteraciones estructurales y bioquimicas en las células
infectadas por C. pylori originan una respuesta 1local y
generalizada que induce a la fagocitosis de 1la bacteria por
neutréfilos y eosinéfilos; y una respuesta inmunolégica humoral
que origipa 1la produccién de antjcuerpos especificos contra
estructuras de €. pylori , constituidos principalmente por IgA e
I9G (35). ’ '

Probabl te los comp de la membrana externa de

C. pylori al igual que en los otros microorganismos
gram negativos participen de manera importante’ en la
relacion —5huesped pardsito: 1) tal vez en el nmecanismo de
adherencia del patdégeno, y/© resistencia a fagocitoéis, Y

2) confiriéndole caracteristicas antigénicas.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Se eatima gque la enfermedad Acido péptica es muy frecuente
en México, a pesar de que no existen estudios que indiquen su
- prevalencia en la poblacién general. En 1980 un estudio realizado
en el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ)
mostréd que de 15,647 ingresos a consulta externa, el 6.4% fueron
enfermos con dlcera péptica ( sin incluir gastritis), tasa que se

ha incrementado a traves del tiempo (36).

En la actualidad se han propuesto varias teorias que tratan
de explicar el origen de la enfermedad 4cido péptica, sin

embargo, ninguna de ellas logra explicarla completamente (36).

Se han publicado infinidad de estudios en otros paises’ qgue
muestran la asociacién de C. pylori con enfermedad &cido péptica
(7,8,9,10) mediante cultivos de microorganismo hasta en un 100%
en los casos de flcera duodenal (9) y en el 97% de los casos de
gastritis (8), Yy s#e menciona también del ©0 al 14 % de

aislamientos en pacientes con mucosa gAstrica normal (9,10).

El diagnéstico de la infeccién por C. pylori se realiza
mediante una endoscopla y biopsia, mismos que son drdsticos por
su- invasividad; 1la deteccién de la ureasa (enzima pr.:oducida por
€. pylori), mediante cuantificacién en el aliento del €02, como
producto final de la hidrélisis de la urea que es marcado con
carbono 14 radicactivo {47), este método es sensible, especifico

b4 ne invasivo , aungue es costoso ; de ah{ la necesidad
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de establecer un método indlrécto,_ rdpido no invasivo y
confiable para el diagnéstico de esta infeccién. Se ha valorado
la presencia de anticuerpos aespecificos contra C. pylori
empleandose para ello diferentes técnicas inmunolégicas, tales.
como: aglutinacién bacteriana, fijacién de complemento, ensayo
inmunoenzimdtico (ELISA) e inmunoelectrotransferencia (37,38),- de
las cuales ELISA ha mostrado ser el maAs especifico al utilizarse
el antigeno de las proteinas externas (PE) de €. pylori extraidas
con glicina Acida, se ha descrito reaccién cruzada del 1.8% con
el antigeno comfn de ¢. jejuni (39,40,41) lo cual afectard 1la
especificidad de la prueba:; ai 1la prevalencia de infeccién
pér €. jejuni en la poblacién aplicada, es elevada.

El método de ELISA ha sido validado en poblaciones donde la
incidencia por C. jejuni es baja. En México este método adn no se
ha estandarizado y dado que en nuestra poblacién las infecciones

- por €. Jjejuni son fre desd t ana edad, como -se
: daﬁo-tro en el estudio realizado en 1985 durante el transcurso de

un anc, en una ‘cohorte de 179 nifios de una zona suburbana de 1la

ciudad de México, en donde el 68% prasentaron por lo menos una
infeccién por €. jejuni (42). Es posible que 1la especificidad de
la prueba sea muy diferente a lo descritp.

Se ha intentado la infeccién experimental por C. pylori en
diferentes modelos animales, encontrdndose qgue sélo los lechones
(43) y 1los primates (44) son susceptibles de. infectarse, Y
desarrollan de forma secundaria un cuadro histolégice en mucosa

gastrica similar al descrito en humanos con gastritis.
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En la actualidad, se desconoce la existencia de el o 1los
posibles reservorios, ni la fuente de transmisién al humano; pero
dado que se ha encontrado C. pylori en animales, puede postularsa

la posibilidad de una zoonosis.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Campylobacter pylori se encuentra asociado a enfermedad
acido peptica (7,8,9,10). En México no existen datos publicados
de esta asociacién, sin embargo, un estudio piloto realizado en
@l INNSZ se logrd ajslar €. pylori de bicpsia de mucosa gastrica
en 10 pacientes con enfermedad Acido peéptica (gastritis y/o
‘dlcera) diagnosticada por a pla y tudio histolégice.

La necesidad de recurrir a la endoscopia . biopsia y cultive

para el diagnéstico de infeccién por C. pylori que es un método
_.invasivé y molesto para.el paciente , hace necesario encontrar un
métedo no invasivo para detectarla. Hasta el momento el métodeo no
invasive, maAs sensible y especifico es la deteccién de
Anticuerpos especificos por ELISA, utilizando como antigeno 1las
proteinas de C.pylori extraidas con glicina Acida. Se requiere
e&eandarizaéién de 1la deteccién de anticuerpos especificos por
ELISA para contar con un método no invasivo en el diagnéstico de

infeccidn por C. pylori que sea reproducible, sensible vy

P ifico en tra poblacién, que como tiene alta prevalencia
de infeccién por €. jejuni debe ser valorado. en su

i2




espacificidad, dada por 1la reaccién cruzada descrita entre

antigenos de C. pylori y €. jejuni.

La deteccién de anticuerpos especificos por ELISA requiere
la obtencién del antigeno; lo que demanda cultivos masivos
de ¢C. pylori mediante un medio de cultivo &ptimo para su

crecimiento y propagacién, el cual no ha sido descrito.

El conocer 1la proporcién de la reaccién cruzada de las
protelnas extrajdas con glicina Acida Ade C. pylori y de
€. Jjejuni, directamente nos conducirAd a la purificacién de un
antigenc nﬁico presente en C. pylori para la deteccién de

anticuerpos especificos.

Hasta Jla fecha no se ha descrito reserxrvorio ni fuente de
transmisién al humano de esta infeccién, sin embargo, dado que
Cc. ‘pylori - ha sido aislado de animales y que la infeccién
exper{mental s6lo se ha logrado en el humano Y en estos animales,
sugerimos gue posiblemente se trate de una ;ooncsis, para dar
base a esta hipétesis es necesario determinar la prevalencia de
antjicuerpos contra C. pylori en poblacién de alto riesgo laboral

a enfermedades infecciosas transmitidas por animales.
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OBJETIVOS

1.—- Estandarizar el método de ELISA indirecto para la deteccidén
anticuerpos especificog contra 1las proteinas extraidas con
glicina 4cida de Campylobacter pylori, que nos permitan
correlacionar la enfermedad A4cido péptica asociada a este

microorganismo.

a) Determinar el mejor medio de cultivo, propagacién y
tiempo éptimo de crecimiento para Campylobacter pylori.

b) Estandarizar la obtencién del antigeno ( PE ) de
C. pylori por extraccién con glicina acida.

c) Determinar antigenicidad y 1la proporcién de la
reaccién cruzada de las proteina extraidas con glicina

Acida de ¢C. pylori Y el antigeno comdn de
€. jejuni.

2.- Determinar la'pravalencia de anticuerpos contra C.pylori en
una poblacioén con alto riesgo laboral para enfermedades
infecciosas transmitidas por animales ¥y compararla con
prevalencia de anticuerpos en personas sanas s&in este riesgo

laboral.
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HIPOTESIS

El método de ELISA para la deteccion de anticuerpos
espacificos contra C.pylori es un método confiable, especifico y
la reaccién cruzada que presenta con C.jejuni ne interfiere
significativamente por leo que es aplicable a una ﬁoblacian como
la nuestra, en donde son frecuentes las infecciones por c.jejuni.

La prevalencia de anticuerpos especificos contra C.pylori en
personas con alto riesgo laboral para enfermedades infecciosas es

. superior a la prevalencia en personas sin este riesgo laboral,

- 18



MATERIAL Y METODO

Disetio.

Se valoré el crecimiento bacteriano por lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 660nnm, ( 24,48,72 y 96
hrs) en tres medios de cultivo para el crecimjento y propagacisén
de C.pylori, estos fueron: caldo infusién cerebro corazén, soya

tripticaseina y brucella.

Una vez identificado el mejor ﬁndlo.dé cultivo se 1noculé
C.pylori en forma masiva obteniéndose la cantidad necesaria de
bacteria para la preparacién del antigeno mnediante 1la técnica
descrita pbr Mc Coy (45): el antigeno de C.jejuni fué preparado
de la misma manera. Con 1los antigencs obtenidos de estos dos
microorganismos, se realizé una electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida; para conocer y comparar los perfiles proteicos de

ambos antigenocs.

Sa prepararon sueros hiperinmunes en coneijos Nueva Zelanda
contra la bacteria completa formalinizada de €. pylori 'y
el antigeno comén de C. Jejuni. con la finalidad de
determinar antigenicidad y la proporcién de la reaccién cruzada
se realizé una inprunoelectrotranferencia ; haciéndose reaccionar
los antigenos de €. pylori y €. Jjejuni con sueros hiperinmunes
homélogo y heterélogo de ambos. )

1€



Para. la estandarizacién de anticuerpos especificos contra
c. pylori por ELISA se realizé una tabla de ajedrez, empleando
para ello Qiferentes concentraciones de antigeno y diferentes
'diluciones de anticuerpo. El anticuerpo empleado fue el suero de
un paciente a quien se le aislé C. pylori de mucosa géastrica
(control positivo). La concentracién de antigenc y la dilucién
del anticuerpo adecuada se determiné en base a gque la absorbancia
obtenida fuera directamente proporcional a los anticuerpos
presentaes ( a mayor dilucién menor absorbancia ). Las lecturas de
absorbancia se realizaron a los 15,30,45 y 60 minutos, hasta la
hidrélisis total del sustrato (limité del - valor de la

absorbancia) .

En la valoracién de anticuerpos especificos contra C. pylori
en una poblacién con alto riesgo laboral para enfermedades
1n!occiolal'_le utilizaron: 25 sueros de trabajadores de rastro,
considerados de alto riesgo por su constante exposicién a
diferentes animales; 25 suercs de pacientes a quienes se les
aigls C. pylori de mucosa gastrica (control positivo): y 25 suero
de donadores que por interrogatorio y exploracién fisjica fueron
considerados clinicamente sanos. Los tres grupos fueron pareados
por edad y sexo, para eliminar variables consideradas como
posibles factores de confusién. La especificidad en la deteccién
de anticuerpos a C. pylori y €. jejuni se realizé en los 25

sueros de trabajadores de rastrc en forma independiente.
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3.~ Crecimiento y propagacién de C. pylori

Incubadora con agitacién
Jarra para atmosfera microaerofilica
Matraces Erlenmeyer de 50 ml. (Tapén de rosca)

Medios de cultive

caldo infusién cerebro corazén (BHI)

caldo brucella (BRUC)

Calde soya tripticaseina (ST)

Suerc de caballo esteilizado

Agar BHI con Suplenmentos: sangre de caballo
anfotericina
vancomicina

polienriquecimiento

pPor duplicado se p}epararon 25 ml de cada medio (caldo BHI,
ST y BRUC) en matraces de 50 ml. Una vez esterilizados los medios
se suplemenéarcn con suero de caballo al 10%, vancemicina 6 pg/nl
Y anfotericina 8 pg/ml; como control de contaminacién se incubé a
tempeintura ambiente por 24 hrs. Cada matraz fué incculado con
100 ul. de una suspensién bacteriana de C. pylori an PBS a una
concentracién mayor de 3.4 X 101,4 Yy se incubaron a 37°C en
agitacién constante a 100 revoluciones por minuto (rpm), y con
atmésfera de 85% de N2, 10% CO2 y 5% de 02.

19



Los medios de cultivo inoculados se‘revisaron a las 24,48,72
Y 96 hrs. Y se efectuaron lecturas de absorbancia a 660nm (como
;ndiéador de crecimiento bacteriano) utilizando como blanco el
mismo medio de cultivo sin inocular, sometido a las mismas
condiciones que 1los inoculados. El ensayo se realizé por
triplicado.

4.~ Preparacién de antigeno (Método de Mc Coy).

Parrilla de agitacién magnética

Barra de agitacién magnética

vaso de precipitados de S0 ml.

Membrana de diadlisis con punto de exclusién 12,000 D.
sistemﬁ amicon diafiltrado UM1O0.

El paquete bacteriane obtenido por centrifugacién se lavé 2
veces con PBS y una vez con agua destilada, centrifugando a

. 14,000 rpm durante 20 minutos.

Se expuso la proteina con buffer de glicina pH 2.2 en
agitacién constante durante 30 minutes, pesteriormente se
centrifugd a 14,000 rpm a 4°C durante 20 minutos y el
sobrenalante se heutralizéd con NaoH 1M, y se ‘dializé durante
48 hrs, 'a 4°C con membrana para didlisis de punto de exclusién
12,000 contra agua destilada estéril
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Las protelnas extraldas se concentraron por ultrafiltracién
en sistema Amicon diafiltradeo empledndose membranas gue permiten
el paso de pesos moleculares menores de 10,000 y se determiné la
concent'::acien de proteinas por el métado de Coomassie (24). El

antigeno preparado se almacend a -70°C hasta su utilizacién.

4.1 SDS-poliacrilamida electroforesis
Equipo de electroforesis
se' prepard un gel de SpS-poliacrilamida (grosor de 0.5 mm),

d4ste constituido por dos geles de diferente concentracién de
acrilamida.

. Gel {g{erio: Gel ggpez_-ior
Solucién bis-acrilamida(30%) 3.33ml 0.275m)
Solucién reguladora (gel

inferior o gel superior 2.50ml 2.57ml
SDS (10%) 100 ml ' 50 41
Persulfato de amonioc (10%) 50 ul 50 pl
Agua desionizada 3.51ml 6.42ml
TEMED 5 pl 10 pl

Las muestras que se corrieron en gel de SDS-—poliacrjlamida
fueron las siguientes:
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El antigeno de ¢. pylori (350 pg/ml)}
El antigeno de C.jejuni (550 jug/nl)
Marcadores de peso molecular. 14-96 Kda.,

Se desnaturalizaron las mnuestras con 1la solucidn de
disociacién (1:1) calentandose cinco minutos a 100 ° C en un

buffer de SDS-2 mercaptoetanocl.

El. corrimiento ge efectué a un voltaje constante de 100 v.
durante aproximadaménte dos horas (tiempo suficiente en que las
proteinas habian recorrido todo el gel).Posteriormente el gel fué
tefiido con una solucién de nitrato da plata amoniacal

{(Apendice B).

5.~ Preparacién de suero de conejo hiperinmunes contra C. pylori

Jeringas de 3 ml.

jeringas de 10 mil.

Algodon

Tubos de ensaye 13 x 100
Centrifuga

Viales ependorff capacidad 1.5 ml.
Adyuvante cbmplcto de Freund
Xileno

Alcohol

2 conejos Nueva Zelanda de aproximadamente 1Kg. de'peso
Paquete bacteriano de C. pylori
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El esquema de inmunizac¢ién en 2 conejos Nueva Zelanda fué de

la siguiente manera:

l1a semana. Se inocularon con 2.4 mg de peso hdmedo de la
bacteria completa formalinizada (€. pylori), suspendida en 50 pl
de solucién salina con 50 pl de adjuvante completo de Freund, en

sitios médltiples del lomo del conejo.

2a ,3a y 4a semana. Se inocularon con 1.2 mg de peso hémedo
e la bacteria con 50 pl de solucién salina por via intravenosa,
por semana, previa inoculacién se tomaron 5 ml. de sangre, se

extrajé suero y se almacend a -709C.

A los 30 dias se extrajeron 5 ml. de sangre y se titulé el
suerc para determinar anticuerpos contra €. pylori y los conejos
fueron sangrados a blanco al tener titulos superiores de 1:1000:

el suero se almacené a -70°C,

5.1 Inmunotransferencia.

Equipo para i transfar ia (BIO RAD)

Menmbrana de nitrocelulosa (0.45 mp.}
Antigeno de C. pylori y de C. jejuni

Suaro de conejo hiperinmune contra €. pylori
Suerc de conejo hiperinmune contra €. jejuni
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Las membranas se sacaron de la solucién de bloqueo Yy se
hicieron reaccionar de la siguiente manera:

Antigeno de €. pylori con suero de conejo hiperinmune contra
C. pylori.

Antigenc de C. pylori con suero de conejo hiperinmune contra

c. jejuni.

Antigeno de ¢. jejuni con suero de conejo hiperinmune contra
C. pylori

Antigeno de C.jejuni con suere de conejo hiperinmune contra
€. jejuni.

La dilucién de suero empleada fué de 1:25. Las membranas
permanecieron en contacto con el anticuerpe a temperatura

ambiente y en agitacién constante durante 18 hrs.

La membrana se lavéd 3 veces con solucién buffer tris (TBS).
durante 10. ninutos cada lavado con agitacién constante , para -

remover el anticuerpo libre.

La membrana se puso en contacto con el conjugado a una’
dilucién 1:1000, incubando a temperatura ambiente con agitacién
durante 1 hr. Posteriormente se realizaron 3 lavados de -10

minutos cada uno con TBS~Tween (TTBS).

La reaccién antigeno anticuerpoc en la membrana se reveld con
la siguiente solucidén: El sustrato se disolviéd en el metanol
absoluto frio y se dejd gque tomara la temperatura amﬁiente.
mezclandose con TBS y peréxido de hidrégeno. La membrana se
sumergié en esta solucién y se dejé en agitacién, el revelado de
la reaccién fué a 1los 15 minutos, la reaccién se detuvo

sumergiendo la membrana en agua corriente.
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6.~Ensayo Inmuncenzimdtico (ELISA)

6.1 Estandarizacién

Placas de poliestireno (Becknan)

Micropipeta multicanal de 50 a 250 pl. (volumen variable) -
Micropipeta de 100 pl. (volumen fijo)

Microjeringa de 1 a 10 pl.

Lector de placas de ELISA (filtro 450 nm)

Suero de paciente con cultivo positivo de c. pylori

Antigamaglobulinas humanas totales conjugadas con peroxidasa
(DAKO)

Albumina sérica bovina
Antigeno de C.pylori (extraccién 4cida)

Para la estandarizacién se prepararon concentraciones del
anti{geno de 1,2,5,10 pg./ml.en buffer de carbonatos y diluciones
del suero de un paciente con cultivo positivo a €. pylori de
1:125, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000 en PBS-albumina al

0.1%.,

Sensibilizacién

En los diferentes pozos de las microplacas de ELISA, fuercn
depositados 100 gl de cada concentracién de antigeno, previa
incubacién a 40C durante 24 hrs., la placa fué lavada con PBS

_por triplicade.
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Blogueo

Para evitar la unién inespecifica a 1la placa, fueron
blogqueados los eitios gue no se recubrieron con el antigeno,
colocando 200 jl. por pozo de una solucidn de albdmina sérica
bovina al 1% en PBS durante 30 minutos a 379C. Finalmente se lavé
2 veces con PBS.

Reaceién antigeno anticuerpo

Se depositarcn 100 ul de las ‘diferentes diluciones del suero
para cada concentracién de antigeno presente en diferentes pozos
de la microplaca y se incubé a 37°cC /ihr. Al terminé se
realizaron 3 lavados con PBS.

Se adiciond 100 ul del conjugado (antigamaglobulinas totales
humanas unidas con peroxidasa) diluido 1:1000 en PBS-albdmina al
0.1% y se incubd a 37°C . Posteriormente la placa fué lavada 3

veces con PBS-Tween y 2 veces con PES.

El sustrato sé preparé en el momento de utilizarie. En una
selucién de citratos se disolvied o-parafenilendiamina,
posteriormente se adicioné peréxida de hidrégeno. Se colocaron
106 ul de esta solucién por pozo y La placa se incubd zn un lugar
obscuro a temperatura ambiente . La reaccidn se valord en un
lector de ELISA a una longitud de onda de 450 nm a los 15, 30, 45
Y 60 minutos.
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-6.2 Valoracién de anticuerpos especificos contra €. pylori en 3

poblaciones,

Bajo las mismas condiciones de estandarizacién y empleando
la dilucién éptima identificada en ella se determinaron los
niveles de anticuerpos especificos contra €. pylori en sueros de
3 grupos diferentes: 25 sueros control positive, 25 sueros
control negativo y 25 sueros de trabajadores de rastro general

pareados por edad y sexo.

6.3 Valoracién de anticuerpos especificos contra ¢. jejuni

25 sueros de trabajadores de rastro
antigeno deC. jejuni (antigeno comdn)

Bajo las mismas condiciones de estandarizacién y empleando
5 Mmg/ml antigeno y dilucién de suero de 1:1000 se determinaron
los niveles de anticuerpos contra C. Jjejuni enh los 25 sueros de

trabajadores de rastrxa.

28



RESULTADOS
1.- Crecimiento y propagacién de C. pylori.

Los tres medios valorados para el crecimiento de este
micreorganismo mostraron fases de crecimiento similares: 1la fase
latente fué de 0 a 24 horas, 1la fase logaritmica de 24 a 48 hrs.
y 1la fase estacionaria (maximo crecimiento) fué de 48 a 72
hrs., como se indica en la grafica 1. El crecimiento en los tres
medios de cultivo fué diferente; el valor promedio de 1las
lecturas de absorbancia determinado a las 72 hrs. fué de 0.333 U
en caldo BHI, de 0.236 Uy de 0.193 U en caldo BRUC. La tabla 3
muestra los promedios de lecturas de absorbancia come .indicador
de crecimiento de C. pylori a diferentes tiempos de incubacién en

los tres medios.

Para demostrar la significancia de las diferencias de
crecimiente en los tres medios de cultivo valorados, se efectud
un an&lisis de varianza (ANOVA), para el cual se incluyen medias
aritméticas Yy desviaciones estandar de las lecturas de
absorbancia a las 72 hrs. de incubacién; el resultado mostrd que
al menos uno tenia wun crecimiento significativamente diferente
(p < 0.05). La T de Bonferroni, que es una T de Student
modificada para mas de una comparacién, mostré que BHI con BRUC y
BHI con ST tuvieron una 0.1 < p > 0.05 y p > 0.1

-respectivamente.

29



ot

Q.51

., g+ . BHI

.3~
ABSORBANCIA

0.2

(680 )

°. 1]

o } i I 1
hed T T L) 1
> 24 48 72 L3

TIEMPO Choras)

GRAFICA 1 Curvas de crecimiento de C. pylori en 3 medios 1iquidos de cultivo



1€

TABLA 3

CRECIMIENTO DE C. pylsn; A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION
(Absorbancia a 660 nm)

— e e e e o e e e e o 2 o et e e o]
{ tiempo de infusién cerebro Soya Brucella

t fncubacién corazén tripticasefna

i (Hrs.) X + SD

F_. e e et e+ e e e S U
! 24 0.141+ 0.051 0.112*0.040 0.102 X 0.050

|

! 48 0.289 *0.163 0.171%0.024 0.129 ¥ 0.059

i

72 » 0.333 *o0.127 0.236 Yo0.038 0.19310.042

; .

ﬁ 96 0.430 *0.124 0.323%0.091 0.230* 0.092

e e e o e 4 e s S s+ = mmms e e e o e [—

o
!
* = ANOVA p < 0.05 !

: i
Lo C e e e e e o s



2.~ Preparacién de antigeno.

De 2 1litros de medio de cultivo se obtuvieron 855 mg. -de
bacteria completa (pesco hamedo), que proporcioné 4.3 mg de
antigeno de €. pylori lo que representa un rendimiento del 0.5%
de antigeno por bacteria ¢ 2.5mg de antigeno por litro de medio
de cultivo.

2.1 SDS- poliacrilamida electreforesis.

En un gel de SDS-poliacrilamida al 10t se administraron los
antigencs de C.pylori (2.5 pg) y C. dejuni (2‘.9 ng) previamente
obtenidos, y se observaron algunas bandas proteicas con pesocs
moleculares similares en ambos . Las bandas encontradas en

ambas preparaciones fueron de 61-66, 44, 32, 31, 29 y 26 K4

{fig. 1). Las bandas mds importantes presentes unicamente en
el antigeno de €. pylori fueron de 1la y 22 Kda
aproximadamente (fig.1), Yy las presentes sélo en el antigeno de

£. jejuni fueron de 12, 24 y 30 Kda aproximadamente (fig.1).

Las bandas proteicas observadas en el gel da SDS~
peliacrilamida = del antigeno de C, pylori son las mismas si el
antigenc es obtenido de bacterias cosechadas de medio llquido <)
sélido .
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FIGURA 1 ELECTROFORESIS EN POLYACRILAMIDA 10X SDS
Columna 1 antigeno de C. jefwni (2.9 pg.): columna 2 pescs
solecularea estandares; columna 3 antigeno de C. pylori
(2.5 pg.): columna 4 pesos moleculares estandares.
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3.- Preparacién de suero de conejo hiperinmune contra C. pylori.

La valoracién de anticuerpos contra C. pylori por el método
de ELISA en los conejos Nueva Zelanda inmunizados en 4 semanas
con bacteria completa formalinizada mostré un titule final de

anticuerpos de 1:3125.

3.1 Inmunotransferencia

A un papel de nitrocelulosa se realizé la inmunorreaccién
‘por electroinmunotransferencia con sueros homélogos y heterélogos
de €. pylori y €. jejuni, indicandose gue, el suero hiperinmune
de €. pylori reconoce las bandas proteicas del antigeno de
C.jejuni presentes en el papel de nitrocelulosa a nivel de 1
complejo de peso molecular de 61, 63 y 66 Kda (fig. 2) mientrag
gue, el suerc hiperinmune de C.jejuni sélo reacciona con 1las
bandas proteicas del antigeno de €. pylori a un peso molecular
de 62 Kda (fig. 2).
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FIGURA 2 ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA CON EL ANTIGENO DE C.pylori (a)
y C.jejuni (b): columna 1 y 2 suero hiperinmune Ze conejo anti~C.pvlori;
¢olumna 3 y & suero hiperinmune de conejo anti - C.jejuni.
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4.- Ensayo inmunoenzimatico (BELISA)

4.1 Estandarizacién.

Para - la estandarizacién de)l ELISA se valoraron diferentes
concentraciones de antigeno (1,2,5 y 10 pug/ml) a diferentes
dilucicones de un mismo suero positivo ( 1:125, 1:250, 1:500,

1:1000, 1:2000 y 1:4000).

Los resultados mostraron que la mayor lectura de absorbancia
a 10 pg/ml de antigenc (maAxima concentracién empleada) fueé
de 1.5 U, y a 5 pg/ml (una concentracién menor a la maxima) fue
de 1.4 U, La menor lectura de absorbancia a 10 y a 5 jug/ml fué
de 0.077 U. para ambas.

En la grdfica 2 se muestra las curvas que corresponden a
diferentes concentraciones de antigeno al graficarse lecturas. de
absorbancia contra las diluciones de un mnismo suero de un
' paciente con cultive positivo a €. lori, y se aprecia gue el
pun:é medic aproximado de la pendiente de las curvas de

titulacién corresponde a la dilucién 1:1000 del suero valorado.
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4.2 Valoracién de anticuerpos especificos contra C. pylori en 3

poblaciones.

Para valorar los titulos de anticuerpos contra C. pylori en
poblaciones con diferentes riesgos de infeccidn transmitida por‘
exposicién a productos anipales, se¢ valoraron 3 poblaciones
diferentes: a) pacientes con cultive positive a €. pyleri,
b) trabajadores de rastro general y <) poblacién general
(donadores de sangre).

Emple&ndose una concentracign de antigeno de 5 ug/ml y
diluciones de sueroc de 1:1000 se determinaron los titulos de
anticuerpos especificos contra C. pylori. Los promedios de las
lecturas de absorbancia de las poblaciocnes "a" (0.877 + 0.22) vy
"bt* (0.823 #+ 0.35) fuerocn mayores gue el encontrade en el grupo

e (0.585 4 0.25) (tabla 4).

Empleandec el ANOVA como prueba estadistica se demostréd que
al menos una de las tres poblaciones tuvieron lecturas de
absorbancia significativamente diferentes a un nivel de 'alfa de
0.0L (P < 0.01). Para determinar a cual de las poblaciones
correspondia la diferencia se realizé la prueba de T para
comparaciones maltiples (Bonferroni) y =se encontré que la
djiferencia es a expensas de las lecturas de absorbancia en 1la

poblacién general, con una p < 0.005 (Zreal = 4.19)
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TABLA 4
Deteccién de anticuerpos contra C. pylori en
individuos con diferente riesgo de exposicién

Poblaciones n Abs (450 nm)
. ) ( X £ DE)
1.~ Trabajadores de rastro 25 0.823 + 0.35
general :

6¢

2.- Pacientes con aislamiento
de C. pylori 25 0.877 + 0.22

3.— Personas captadas en banco 25 0.585 + 0.25
de sangre

Abs = Absorbancia ANOVA = p < 0.01




4.3 Valoracién de anticuerpos especificos contra C. jejuni.

‘Con ohjeto de determinar si los anticuerpos detectados
fueron contra C. pylori y no contra €. jejuni ( especificidad), y
dada la importancia de 1las deducciones derivadas del punto
anterior, se valoraron anticuerpos especificos contra C. jejuni
en la poblacion de trabajadores del rastro.

Empleé&ndose ‘una concentracién de antigeno de 5 qpg/ml y
dilucién de suero de 1:1000 . El pronedioc de las lecturas de
absorbancia de los suercs valorados fué de 0.970 + 0.172 para, no
aexistiendo una diferencia significativa al compararlas con las de
C. pylori : Yy el indice de correlacién de ambas lecturas de
absorbancia (€. pylori y ¢. jejuni) fué de -o.ons con  una
varianza explicada por la correlacién de 0.002 y una validez de
la prueba de p < 0,000l (probabilidad de que la correlacién sea
dada por el azar).

Andlisis estadistico del control de calidad del ELISA

Ia reproducikbilidad del ELISA ss determiné mediante el
coeficiente de variacién interensayo (variacién existente de un
mismo suero cncri placa y placa) y el coaficliente de variacién’
intraensayc ( variacién de un mismo suero entre pozo y pozo de
una misma placa).
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El coeficiente de variacién interensayo se calculé tomando
las lecturas de absorbancia de un suero positive y uno negativeo
en 11 dlt.rcn@en ensayos, obtaeniéndose un valor del 11% para el
suero positivo y 18% para el negativo. El1 coeficiente de
variacién 'pronedio intraensayo se calculd de los valores
obtenidos de los duplicados de los 25 sueros de trabajadores de

rastro y este fué del 4.4%.
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DISCUSION

Lo invasivo, costoso y tardado del diagnéstico por C. pylori
ha .-tinulnado a varios inveatigadores en el mundo al estudio
de diferentes métodos serolégicos para su deteccién; éstos han
informado de la existencia de reaccién cruzada con otros miembros
del género Campylobacter (9,40) Yy de ahi la importancia de 1la
estandarizacién de estos métodos, donde la infeccién
por C. 3jejuni es muy frecuente. En la estandarizacion de
estos métodos fué necesarioc obtener el antigeno, el cual se

extrajo de grandes cantidades de €. pylori.

Para las obtencién de cultivo masivo de C. pylori, que es
de Adiftcil crecimiento, fué necesario contar con un medio que

permitiera el crecimiento y propagacién de la bacteria .

De los mediocs de cultivo que fueron probados, el caldo BHI
mostrd ser el mejor para estos fines {come se muestra en 1la
grdfica 1), ya que parmitié el mayor crecimiento que en los otros
medios. De esta gridfica se deduce ademAs que las fases de
adaptacion en el medio liquido fué de las 0 a 24 hrs., la fase
logaritmica de las 24 a 48 hrs., la fase estacionaria da las 43 a
72 -hre. Yy la fase de muerte bacteriana o lisis no se observé
probablemente porgua adn en el medio habia suficientes nutrientes
para continuar la fase estacionaria. !
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Otros autores han valorado el crecimiento de C.pylori en
caldo brucella, indicando que la bacteria sélo crece en medio
suplementadb con suerc de caballo y polienriquecimiento; ademis,

la secuencia de las fases de crecimiento es similar a la descrita

en este estudio (47,48).

El antigeno utilizado en el ELISA, se prepard por el método
de extraccién Acida con glicina, deacrit‘o por Mc Coy (45) en el
cual al poner en contacto -la glicina con 1la bhacteria se
desprenden la mayor cantidad de proteinas de la membrana externa;
dado que no hay ruptura de la bacteria, el antigeno somatico
(antigeno 0) se encuentra en muy bajas concentraciones, mencres
al 10 %. Adermds se ha descrito que este antigeno tiene menor
reaccién cruzada con otros Campylobacter, y por lo tanto, es mas
especifico y sensible, que cul.lndo se emplean bacte;rias completas

(39,40) .

Nuestra produccién de antigeno mostré alta reproducibilidad,
dado que diferentes extracciones de antigeno de la misma cepa
mostraron las mismas bandas en el gel SDS-poliacrilamida, con un
porcentaje similar de antigeno. Algunas de estas bandas se
encontraron también en preparaciones similares da antigeno
de €. jejuni, sin embargo, estas bandas af@n cuando son del mismo
peso nolecular y antigenicamente parecidas, no son las mnismas
proteinas; ya que 1aQ bandas de 61,63 y 66 Kda. del antigeno de
€. jejuni que son reconocidas por .su suerc homélago son

reconocidas por anticuerpos de conejo especificos contra
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C.pylori pero las mismas bandas en el antigenoc de C. pylori no
son reconocidas por anticuerpos de conejo especificos
contra C. Jejuni, exceptuando la proteina <en un peso molecular
alrededor de 62 Kda. que parece corresponder a una proteina comén
al generc Campylobacter llamada * Flagelina " (40).

En la estandarizacién se pretendis determinar la
concentracién éptima de antigeno y la mejor dilucién de suero
para la deteccidn de anticuerpos especificos contra C. pylori.

Como se cbserva en la grédfica 2, donde se grafica diluciones
de suero contra absorbancia; las mejores curvas de titulacién
fueron ‘la ae 5 y 10 pg/ml de antigeno; selecciond&ndose la de 5
pg/ml; por no presentar variacidn significativa con respecto a la
de 10 mg/ml, es decir, que la mayoria de las diluciones de suero
correspondieron a similares absorbancias en ambas
concentraciones de antigeno; y la dilucién éptima de suero fueé
de  1:1000, por ser el punto medio de la pendiente de 1la cuxva
correspondiente a la concentracion de antigeno seleccionado. Por
lo que 1los suerss de las 3 poblaciones a estudiar fueron

valorados bajo estas mismas condiciones.

Los resultados obtenidos en la deteccién de anticuerpos
especificos contra C. pylori en las tres pcblaciones muestran que
en los pacientes con cultivo positivo de ¢. pylori y los

trabajadores de rastro tienen similares titulos de anticuerpos,
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siendo maAs. altos que los evaluados en la poblacién general
( P < 0.005). Esto implica de alguna manera gue los trabajadores
del rastro estan en contacto continue con C.pylori. La
determinacién de anticuerpos contra €. jejuni en esta misma
poblacién mostrd una no correlacién con los titulos de
anticuerpos contra €. pylori (r = -0.046 ), ésto indica que 1a
deteccién de anticuerpos centra C. pylori es especifica y que la
reaccién cruzada es muy pobre (1.8%) como han informado Goodwin y
Newell (9,40). Estos hallazgos apoyan 1la hipdtesis de que 1la
infeccién por C. pylori es transmitida por animales, para su
comprobacién , serd mnecesario llevar a cabs otros estudios
encaminados a determinar que animal o gue animales son capaces de
transmitirlo. La ¥nica manera d& definir este dltimo punto, sera
intentar aislar €. pylori en diversas especies, con las que el

humano esta en contacto fr te; y c rar la prevalencia de

infeccién en personas que tienen estos tipos de exposicién, con

la prevalencia de personas que no la tienen.
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CONCLUSIONES

El medio BHY fué el mejor de los medios de cultive valorados
para crecimiento y propagacién de Campylobacter pylori.

Los medios BRUC y ST también resultaron dtiles para el
crecimiento y propagacién Qe ¢C. pylori. )

La fase de adaptacién de C. pylori en medio liquide se

encontréd a las 24 hrs.

La fase de crecimiento logaritmico de C. pylori en nmedioc
liquido fué de las 24 a las 48 hrs.

La fase estacicnaria de C. pylori en medioc liquido se

encentréd de 48 a 72 hrs.

El tiempo éptimo para cosechar €. pylori en forma masiva de
medio liquido fué a las 72 hrs.

La obtencién del antigeno de €. pylori por extraccién con

glicina dcida fué muy reproducible, con un rendimiento de

bacteria del 0.5%.
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Los patrones electroforéticos en geles de SDS~poliacrilamida
de 1las proteinas del antigenoc de €. pylori y €. djeiuni
obtenidos por extraccién con glicina &cida son diferentes:;
aunque comparten bandas protei{cas de peso molecular de‘

61~66, 44, 32, 31 y 29.

Mediante andlisis de electroinmunotransferencia se encontrs
que anticuerpos contra ¢. i1ejuni mostraron reactividad
cruzada con el antigeno de C. pylori en una banda protelca

de peso molecular aproximado de 62 Kd.

Andlisis de electroinmunotransferencia de anticuerpos contra
pylori mostraron reactividad cruzada con el antigeno de

c.

€. jejuni en el rango de pesc molecular de 61-66 Kda.

Los trakajadores de rastro estudiados presentaron titulos de
anticuerpos séricos contra C. pylori significativamente mis
elevados en comparacién a las personas no expuestas a estos

animales, y similares a los pacientes infectados por esta

bacteria.

Los trabajadores de rastro estan mis expuestos a C. pylori

que el grupo control.
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16.~

Ios titulos séricos de anticuerpos contra €. pylori y contra
€. jejuni de trabajadores de rastro no presentan correlacién

alguna.

La deteccién de anticuerpos contra ¢. pylori por ELISA
empleandose el antigeno extraido con glicina 4cida es

especifica y la reaccién cruzada con C. jejuni es muy baja.

Se sugiere que la transmigién de C. pylori al humano sea a
través de productos animales ya sea por manipulacién o su

ingesta.

Son necesaric otros estudios orientados a2 determinar 1a
existencia del reservorio y 1la fuente de inteccioén

de C. pylori para el humano.
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APENDICE
A) Reactivos y soluciones

Prepax"acibn de antigeno

Solucién buffer de fosfatoes (PBS) 0.1 M ph 7.2
Solucién de hidréxido de sodic (NaoH) 1 M

Solucién buffer de glicina pH 2.2

Agua destilada estéril

Reactivo de azul de Coomassie para determinar proteinas

Estandares de albamina (100, 75,50 y 25 ug.)

sbs~poliacrilamida electroforesis

Solucién stock Bis=-Acrilamida

Acrilamida 30.0 %
N,N- metilen bis-acrilamida 0.8 %

. _;sélucion de corrimiento

Trizma base 15.21 g.
Glicina 71.90 g.
Dodecil sulifato de sodio (SDS) 5.00 g.
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Solucién reguladora de gel inferior pH 8.8

‘Tris HCl (1.5 M) 23.7 ml.
Agua desionizada 100.0 ml.

- Solucién SDs 10%

Persulfatc de amonic al 10%
A

N,N,N,N,tetrametiletilendiamina (TEMED).

Solucién reguladora de muestra (buffer de disoclacién)

Solucién reguladora de gel superior 2.0 ml.
Glicerol 2.0 ml,
2-mercaptoetanol (14M) . 1.0 ml,
SDS 10% 4.6 ml.
Azul de bromofenol (0.1%) 0.4 ml.

Marcadores de peso molecular
Metanol absoluto

‘-Nitrato de plata (solucién de tincién).

_Hidrbxido de sodio 0.36°%
Hidréxido de amonio 14.80 M
Acido citrico 1.00 &
formaldehido 38.00 %
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3.~ Inmunotransferencia

Solucién Buffer Tris (TBS)

Tris base (20 mM)
Nacl (500 mM)
Agua désionizada

pH 7.5

4.84 g.
58,40 g.
2.00 1.

Solucién Buffer Tris Tween (TTBS) pH 7.8

Solucién buffer tris
Tween

2.0 1.
1.0 ml.

Solucidén blogueadora TBS gelatina al 3%.

Gelatina
TBS

Solucién. de tranferencia

Tris base (25mM)
Glicina (192mM)
Metanol absoluto al 2%
Agua desionizada

3.0 g.
100.0 ml.

pH 8.3

1.21 g.
57.60 g.
800.00 ml
3.20 1.
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Sustrato

4-cloro-l-naftol 0.06 g.
Metanol absoluto frio 20.00 ml.
TBS 100.00 ml.

Peréxide de hidrégeno
{30% en solucién acuosa) 0.06 ml

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Solucién reguladora NaHCO3/CO3 (0.05 M, pH 9.6)

Na <o 0.159 g.
2 3

NaHCO 0.293 g.
3

Agua desionizada 100.0 ml.

Solucién ieguladora de fosfatos (PBS)

Nacl 16.0 g,

KH PO 0.4 g.
2 4

Na HPO 5.8 g.
2 4

KC1 - : 0.4 g.

Agua desionizada 2.0 ml.
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Solucién reguladora de fosfatos Tween (PBS~tween)

Solucién PBS 2.0 1.
Tween 20 1.0 ml.

Solucién buffer de citratos pH 5.6

Acido citrico 0.730 g.
Na so 1.18 g.

: 4

i Agua desionizada 100.0 ml.
Sustrato:
p-ortofenilendiamina 0.005 g.
Buffer de citratos 10.0 ml.

: peréxido de hidrégenoc - 5.0 pl.

! B) Tincién de Plata

Se sumergid el gel durante 18 hrs. en una solucién de
metanol-agua al 50%, para la fijacién de protednas.

Se adiciond 1la solucién de tincién de plata que esta

compuesta de las siguientes soluciones.

Solucién A. se disclvieron 0.8 g de nitrato de plata en 4.0 ml
de agua desjonizada.
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Solucién B, se mezclaron 21 ml de hidréxido de scdic al 0.36% y
2.0 ml de hidréxido de amonio 14.8 M.

La solucién A se adicionsd gota a gota a 1a solucién B en
cbnstante agitacién para evitar precipitacién, se completo a un
volédmen final de 100ml con agua desionizada, (debe utilizarse
inmediatamente). Esta solucién se deja en contacto con el gel

durante ~ 20 min. en agitacién.

El gel con agua desionizada se mantuvo durante 5 min. en

“agitacisn.

El revelador se preparé mezclande 2.5 ml de Acido citrjco ajl
1% ¥ 0.25 ml de formaldehido al 38%, completando un volumen final
de 500 ml con agua. El gel se sumergi¢ en esta solucidn hasta la

aparicién de bandas.

El g¢el se lavéd con agua y la reaccién se detuvo coh metanol
al 50%. El gel una vez tefiido puede conservarse en una camara

hémeda.
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