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1. Resumen

El uso de anticuerpos para la deteccién de enfermedades, ya sean producidas por agentes
extrafios o por causas propias, tiene muchas ventajas como la muy alta especificidad y
una gran selectividad, que le confiere la reaccidn antigeno-anticuerpo. Estas caracteristicas
mejoran cuando el anticuerpo que se emplea en las técnicas es de tipo monoclonal.

Los anticuerpos monoclonales han representado un gran avance en la ciencia y tecnologia
y han dotado a las técnicas diagnosticas de una mayor versatilidad, mayor confiabilidad y
mayor eficiencia. Una de las técnicas que se han modificado con la aparicion de los
anticuerpos monoclonales es la ya muy conocida y ampliamente utilizada, prueba de
inmunoadsorcion ligada a enzimas o ELISA (por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), que goza de amplia aceptacion por su bajo costo, facil
procedimiento, econdmica produccion y porque permite que se lleve a cabo el analisis de
una gran cantidad de muestras de forma simultanea y a gran velocidad, acortando de
forma sustancial los tiempos para generar un diagndstico, sobre todo en el caso de agentes
microbioldgicos.

La leptospirosis es una enfermedad causada por bacterias tipo espiroqueta del género
Leptospira, en la que el paciente desarrolla sintomas poco especificos, por lo que se trata
de una infeccién subdiagnosticada y que a pesar de ser endémica de las zonas tropicales
y de que se tiene reporte de aproximadamente 200 casos anuales en nuestro pais
(SINAVE/DGE/Salud, 2008-2018), el diagnostico de esta enfermedad aun se realiza por la
prueba de aglutinacién microscépica o MAT (por sus siglas en inglés: Microscopic
Agglutination Test), considerada como el estdndar de oro. Se trata de una prueba
serolégica de referencia para la deteccién de anticuerpos aglutinantes contra antigenos
vivos de Leptospira spp, con el fin de identificar la serovariedad causante de la infeccion y
es leida mediante microscopia de campo oscuro por lo que es una prueba poco sensible,
gue requiere titulos de anticuerpos elevados para observar una reaccidn positiva adecuada
asi como personal capacitado y familiarizado con la visualizacién, alargando con ello el
tiempo para lograr un diagnéstico certero.

El desarrollo de una prueba ELISA con anticuerpos monoclonales para el diagndstico de la
leptospirosis representa entonces, una posibilidad real de obtener un diagndstico
especifico, mucho mas rapido y con mayor certeza para mejorar significativamente el
tratamiento y prondstico del paciente.

En el presente trabajo se propone un método de diagndstico usando un anticuerpo
monoclonal (AcMo), a traves de un ELISA (de competencia y/o captura), en el cual se
detectaran anticuerpos IgG que reconozcan serovariedades de Leptospira de importancia
epidemioldgica en México (InDRE). Se utilizé6 un anticuerpo monoclonal (LTGD7) contra
Leptospira spp; antigenos obtenidos por métodos diferentes (choque térmico, sonicacidn
y tratado con formalina); y sueros de conejo, cerdo y humanos que fueran positivos a
leptospirosis con la prueba MAT (prueba de oro). A pesar de que existié un nivel de
reconocimiento alto del AcMo con las serovariedades probadas, no se logré establecer un
sistema de diagnodstico con los sueros humanos y el anticuerpo monoclonal.



2. Marco tedrico

2.1. Leptospirosis
2.1.1. Generalidades

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de distribuciéon mundial, causada por una
bacteria del género Leptospira, la mayoria de los casos reportados se originan paises con
clima tropical y subtropical (Bourhy et al., 2013). Es considerada una enfermedad
ocupacional dado que su transmisién estad asociada con actividades en las que el hombre
esta en contacto con secreciones de animales infectados (Céspedes et al., 2009). Confluye
con otras enfermedades como el dengue, a menudo subdiagnosticada por presentar un
cuadro clinico inespecifico con un amplio espectro de manifestaciones clinicas que oscilan
desde una infeccién inaparente hasta una enfermedad que puede ser fulminante y mortal
conocida como sindrome de Weil.

2.1.2. Caracteristicas de Leptospira spp

Esta bacteria fue aislada en 1915 por Inada e Ido en Japdén quienes la identificaron en
higado de cobayos como el agente causal del sindrome de Weil (Garcia et al., 2013).

La leptospirosis es producida por bacterias incluidas en el complejo patogénico denominado
Leptospira interrogans sensu lato, taxondmicamente ubicado en el Phylum Spirochaetes,
Clase Spirochaetes, Orden Spirochaetales, Familia Leptospiraceae y Género Leptospira:
constituido por dos especies: Leptospira biflexa no patégena, de vida libre, sapréfita de
ambientes himedos y aguas superficiales; y L. interrogans a la que pertenecen las
leptospiras patdgenas causantes de la leptospirosis (Pérez et al., 2015). La unidad
taxondmica en Leptospira es el serovar, ambos complejos (L. interrogans y L. biflexa) han
sido dividido en numerosos serovares por la prueba de aglutinacion cruzada CAAT (por sus
siglas en inglés) (Céspedes et al., 2005). Adicionalmente, las especies se subdividen en
mas de doscientos serovares para Leptospira interrogans y mas de sesenta serovares para
Leptospira biflexa, segun las proteinas que expresan como se observa en la figura 2 (Bharti
et al., 2003). Sin embargo, existen especies que se consideran agentes causales de la
leptospirosis entre estos destacan L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L.
noguchii, L. weilii, L. kirschneriy L. alexanderi (Cerqueira et al., 2009).

La Leptospira es de forma helicoidal, aerobio estricto, presenta en uno o ambos extremos
una curvatura en forma de gancho, tiene una gran movilidad que le viene dada por un
axostilo, el cual estd formado por dos filamentos axiales insertados en un disco o
protuberancia al final del cuerpo citoplasmatico y cuyo extremo libre esta unido a la region
media de |la bacteria estas caracteristicas se observan con apoyo de microscopia de campo
oscuro con técnicas de inmunodeteccidén e impregnacidén argéntica como se observa en la
figura 1 (Garcia et al., 2013). Crecen entre 28-30°C en medios ricos en sales como el
EMJH, Fletcher, Kortoff y Schuffner complementado con albimina, en un pH de 7.2 a 7.4.
Tiene un didmetro aproximado de ~0,25um y una longitud variable entre 6-25um y puede
pasar por membranas de filtracion de poro 0,22um, esta caracteristica hace que la
Leptospira sea observable Unicamente en un microscopio de campo oscuro o de contraste
de fase, y ademas que no se puede colorear con anilinas (Céspedes et al., 2005).



(a) | (b)
Figura 1. Microscopia de Leptospira sp. (a): Micrografia electrénica de transmision de alta resolucion de
Leptospira interrogans serovar copenhageni (Ko et al, 2009). (b): Observacidn de Leptospira por microscopia
de campo oscuro (Garcia, et al, 2013).

Su motilidad caracteristica se da gracias al axostilo que se encuentra anclado en la
membrana citoplasmatica, el cual le confiere un movimiento activo de rotacion. Presenta
una membrana rica en lipidos (20%), ademas presenta peptidoglicano (Garcia et al.,
2013). De acuerdo a la figura 2, hay diferentes componentes en la membrana sin embargo
existen 3 tipos de proteinas en la membrana externa "OMP” (por sus siglas en inglés), que
son de importancia debido al papel que juegan en la enfermedad: transmembranales,
lipoproteinas y proteinas periféricas. Estas proteinas actlan como adhesinas, puntos de
fijacion de anticuerpos, porinas, receptores a proteinas y proteinas del complemento,
ademas se cree que participan en la evasidon de la respuesta inmunitaria (Baquero et al.,
2010).
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Figura 2. Pared celular de Leptospira spp. (Ko et al., 2009). Se observan componentes proteicos (Lip) anclados en
la membrana externa los cuales le confieren variabilidad entre serovares.

La OMPL1 fue la primera proteina descrita en esta bacteria se compone de 320
aminoacidos, es una porina, se encuentra sélo en cepas patdgenas, por lo cual es el
antigeno de eleccién para el desarrollo de vacunas y métodos de diagnéstico (Ko et al.,
2009).



La LipL32 tiene un peso de 26.7 kDa y una movilidad electroforética de 32 kDa (Haake et
al, 2000). Se encuentra presente abundantemente en la superficie, siendo altamente
inmunogénica e inmunodominante, sobre todo durante la respuesta humoral, permitiendo
con ello una mayor sensibilidad y especificidad en fase aguda o convaleciente (Baquero et
al., 2010). Se considera que promueve la hemdlisis, investigaciones con IET
(inmunoelectrotranferencia) indican que los dominios C-terminal generan IgM en fase
aguda y convaleciente. Al igual que OMPL1 estd presente Unicamente en especies
patdgenas con un alto grado de conservacién (Baquero et al., 2010).

LipL36 es una lipoproteina de 36 kDa, se considera que su expresion es regulada de
acuerdo con las condiciones ambientales, lo cual se puede relacionar con su gran capacidad
adaptativa (Nally et al., 2001). Ademas, LipL36 estd presente durante su crecimiento
logaritmico en Leptospira kirschneri.

LipL41 esta lipoproteina de 41 kDa actia sinérgicamente con OmplLl y no de forma
independiente, es inhibida por la globomicina, sin embargo, esta presente tanto en
leptospiras saprofitas como patdgenas (Baquero et al., 2010).

LipL21 es una excelente opcidén para el desarrollo de vacunas debido a que permite
insertarse en vectores de expresion eucaridticos, ademas se su localizacién en cepas
patdogenas (Baquero et al., 2010).

Esta espiroqueta posee otras proteinas leptospirales similares a las inmunoglobulinas “Lig”
(por sus siglas en inglés), en estas tenemos a LigA (130 kDa), LigB, LigC de 12,13 y 14
dominios, son similares a las proteinas de adhesion, sus genes presentan un alto grado de
conservacion (70-99%). Son factores de virulencia en especies patégenas (Baquero et al.,
2010). LigA puede actuar como molécula de adhesién y solo se expresa in vivo. El gen
LigB se encuentra en todas las cepas patdgenas mientras que LigA solo en L. interrogans
y L. kirschneri (Cerqueira et al., 2009).

2.1.3. Cuadro clinico y ciclo de vida de la Leptospirosis

Las espiroquetas son excretadas a través de la orina de especies portadoras en donde
pueden servir como reservorios para su transmision. La leptospirosis en las poblaciones
humanas se debe a su exposicién continua en roedores, asi como a las ocupaciones de
riesgo de los humanos, o la transmisién dentro de los rebafios de animales. Figura 3 (Ko
et al., 2009).

Las leptospiras penetran en los hospederos a través de abrasiones de la piel, mucosas,
es6fago o por los ojos, generando una infeccidén sistémica (Garcia et al., 2013). Esto se
explica debido a un movimiento de tirabuzén, ademas de la produccién de hialuronidasa
permitiendo la penetracidn en estos sitios (Céspedes et al., 2005). En los seres humanos
la infeccion ocurre en forma esporadica o en brotes epidemioldgicos, causando cuadros
asintomaticos hasta un sindrome febril agudo con manifestaciones clinicas variadas.
(Agudelo et al.,2006)
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Figura 3. Ciclo de transmisién de Leptospira spp. (Ko et al., 2009).

El periodo de incubacion es 7-26 dias con un promedio de 12 dias. Durante la primera
semana de infeccidon puede encontrarse en sangre y LCR (sin ocasionar dafio neuroldgico)
y en orina con una duracion de 8-30 dias (ver figura 3). Afecta principalmente higado,
rifdn, cerebro y musculos. La insuficiencia renal aguda por necrosis tubular aguda es
causada directamente por la leptospira. En musculos puede causar inclusiones vacuolares
en las miofibrillas e infiltrado discreto de polimorfonucleares, junto con elevacion de la
creatinfosfocinasa (CPK). De las formas sintomaticas el 80-90% evoluciona a una forma
anictérica benigna y el 10-20% como leptospirosis grave con insuficiencia renal e ictericia
(Céspedes et al.,2005).
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Figura 4. Estadios de la Leptospirosis (Céspedes et al.,2005).

La forma anictérica presenta cefalea intensa y persistente, mialgias, escalofrios, dolor
abdominal y fiebre, puede confundirse con abdomen agudo quirdrgico, con cierta
frecuencia se observa un exantema macular en el tronco, la evolucién de estos casos es
usualmente satisfactoria en un periodo de 4-10 dias (Céspedes et al.,2005). La forma
ictérica (Sindrome de Weil) es la forma mas grave de la enfermedad presenta alteraciones
de la funcién hepdtica y renal, desarrollo de hemorragias, colapso vascular y una
mortalidad de 5-40%. Una vez que se ha manifestado el sindrome de insuficiencia renal
puede desarrollarse delirio y convulsiones, junto con manifestaciones hemorragicas y
aumento de la ictericia, ademas de esplenomegalia, hepatomegalia y en casos graves
insuficiencia cardiaca y shock cardiogénico (Céspedes et al.,2005).

La forma cronica esta asociada con la persistencia de las espiroquetas en los ojos donde
estan protegidas de la respuesta inmunitaria del hospedero, manifestando fatiga cronica,
cefalea, paresis, sindrome obsesivo-compulsivo, depresién, encefalitis para infecciosas,
afecciones hepatobiliares, asi como uveitis e iridociclitis, esta etapa se define como un
sindrome multiorganico y polimorfico (Garcia et al., 2013).

2.1.4. Diagnéstico

Presenta un cuadro clinico inespecifico ya que puede confundirse con dengue, fiebre
amarilla, hepatitis, etc., incluso ébola, por lo que resulta complicado elaborar un
diagndstico rapido. Durante la fase aguda se pueden aislar a las leptospiras en medios de
cultivo, directamente de la sangre u orina e incluso visualizarse en microscopia de campo
oscuro e inmunofluorescencia directa, pero debido a la baja sensibilidad sélo puede
detectarse cuando estas se encuentran en una concentracidon entre 100-200 bacterias/mL
(Céspedes et al.,2005).



Figura 5. Reacciones de la prueba de aglutinacion microscopica (MAT) a: Control, b: 25%
aglutinacion (copos de algodon), c: 50% de aglutinacién, d: 75% de aglutinacién, e: 100% de
aglutinacion, f: 100% aglutinacion vy lisis, g: 100% de lisis, h: negativo (Céspedes et al.,2005).

La prueba de oro utilizada para el diagndstico de la leptospirosis es la prueba de
microaglutinacion “MAT” (por sus siglas en inglés), es la prueba referencia de la OMS vy la
CDC, sin embargo, presenta una baja sensibilidad porque requiere titulos altos de
anticuerpos, ademas de que no existe un valor de corte especifico para determinar si una
muestra es positiva o negativa (ver figura 5). La MAT consiste en la deteccion de niveles
de anticuerpos anti-leptospira contra una serovariedad aglutinando solo contra la
serovariedad antigénicamente relacionada. AUn no existe un titulo especifico para
considerar una muestra como positiva o negativa, adicionalmente de que se ha
demostrado en muestras con pocos dias un resultado negativo (Cumberland et al., 1999).
En muchas de las regiones el problema es que se cuenta con una sola muestra, entonces
la determinacion de la infeccidn aguda es a veces sugerida por un solo titulo elevado, pero
la magnitud de tal titulo es dependiente de la exposiciéon de la poblacion y la prevalencia
de la enfermedad (Céspedes et al.,2005). Por lo cual presenta una sensibilidad baja,
requiere sueros pareados para la detecciéon de la seroconversiéon, muestra reacciones
cruzadas entre serogrupos y consume mucho reactivo, ya que es necesario mantener
cultivos en replique constante y probar la mayor cantidad de serovariedades posibles, sin
olvidar, ademas, que la utilizaciéon de leptospiras vivas presenta riesgo ocupacional de
infeccion para el personal de laboratorio (Agudelo et al., 2006).

Sin embargo, debido a las manifestaciones clinicas, existen pruebas que sin ser especificas
pueden orientar hacia el diagnédstico clinico de la enfermedad, como una velocidad de
sedimentacion globular elevada, leucositosis (a diferencia del dengue que tienden a
presentar leucopenia), elevacion de transaminasas, fosfatasas y bilirubina en ausencia de
ictericia (fase anictérica) (Céspedes et al.,2005).

Actualmente se han desarrollado pruebas de PCR basados en el gen rrs género-especifico
o PCR que detectan leptospiras patdogenas, y amplifican el gen secY y flaB, el gen lipL.32 o
gyrB, la utilidad de esta prueba es que permite una deteccion temprana, y si se trata de
una PCR en tiempo real aumenta la sensibilidad, detectando leptospiras en sangre y orina,
sin embargo, es la mas costosa, debido a requerir equipo especializado (Romero et al.,
2016).



2.1.5. Tratamiento

Es necesario restablecer el desequilibrio electrolitico acido-base, ademas de una terapia
con antibidticos de acuerdo al estado del paciente (ver cuadro 1). En las formas graves de
la enfermedad la hidratacion endovenosa es de suma importancia debido a los cuadros
severos de diarrea, fiebre y vomitos, asi como anorexia y lesiones vasculares.

Cuadro 1. Antibioticoterapia.
Grado de enfermedad Tratamiento Alternativamente
Penicilina G 1.5x106 UI cada 6

Leptospirosis aguda horas
Durante 5-7 dias

Ampicilina 1g cada 6 horas IV
Durante 5-7 dias

Doxiciclina 100mg cada 12 horas Ampicilina 500mg cada 6 horas
Durante 5-7 dias Amoxicilina 500mg cada 6 horas
Durante 5-7 dias

Casos leves con
tolerancia oral

2.1.6. Epidemiologia

Anualmente se reportan mas de 500 000 casos severos con una mortalidad superior al
10%. La OMS la clasifica como enfermedad desatendida, estimando una incidencia de 5.1
casos/100 000 personas en areas endémicas. El primer reporte en México fue en el afio
1920 sin embargo, uno de los primeros estudios que evidencié la seroprevalencia en
México fue el realizado por Varela y Zavala en 1961, que mostrd un porcentaje de 18% en
10,362 sueros estudiados procedentes de 21 estados de la Republica Mexicana. De acuerdo
a la grafica 1 en el 2012, la Secretaria de Salud (SSA) por medio de la Direcciéon General
de Epidemiologia (DGE), confirmé 484 casos positivos de leptospirosis humana, siendo
Tabasco el Estado mas afectado con 256 pacientes.
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Griafica 1. Frecuencia del aislamiento de Leptospira spp. 2008-2018 Boletin epidemioldégico. FUENTE:
SINAVE/DGE/Salud 2008-2018



2.2. Anticuerpos monoclonales
2.2.1. Generalidades

Los anticuerpos, también denominados inmunoglobulinas (Ig) (Figura 6), son
glucoproteinas especializadas que forman parte de la inmunidad humoral; son producidas
por las células del sistema inmunitario llamadas linfocitos B, que tienen la capacidad de
reconocer otras moléculas especificas llamadas antigenos (Manchado et al., 2006). Un
antigeno corresponde quimicamente a una proteina, glicido o glucoproteina, dentro de
esta estructura las partes que son reconocidas de forma especifica se denominan epitopos
o determinantes antigénicos (Gamundi et al., 2002).
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Figura 6. Estructura general de los anticuerpos (Manchado et al., 2006). Su
estructura se compone de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Presenta una
region variable (Fab) en uno de sus extremos, la cual le confiere la especificidad de
reconocimiento al antigeno, asi como una region constante en el otro extremo.

Los anticuerpos estan formados por cuatro cadenas de aminoacidos, dos cadenas pesadas
H (del inglés heavy) y dos ligeras L (del inglés light), que se unen por puentes de disulfuro
entre si. Hay dos tipos de cadenas L denominadas: kappa (k) y lambda (A) y 5 clases o
isotipos de cadena H: gamma (y) IgG, mu (u) IgM, alfa (a)IgA, epsilon (g) IgE y delta ()
IgD (Gamundi et al., 2002).
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Figura 7. Tipos de Inmunoglobulinas (lifeder, 2019).



-IgG: son las mas abundantes, existen 4 subclases. Activan el sistema de complemento
facilitando asi la fagocitosis, atraviesan la placenta, por lo cual le confieren inmunidad al
neonato.

-IgM: se producen en la respuesta inmunitaria primaria. Activan facilmente el sistema del
complemento y actlian como opsoninas (recubren al antigeno y facilitan la fagocitosis).
-IgA: Predomina en secreciones seromucosas y constituye la defensa ante las infecciones
bacterianas. No atraviesa placenta, pero si se encuentra en el calostro.

-IgD: Minoritaria en el plasma, se encuentran en mucosas y en las membranas de los
linfocitos B. Su funcién no es clara y representa el 0.2% de las inmunoglobulinas.

-IgE: Aparece en membrana de basodfilos y mastocitos, esta asociado a las reacciones de
hipersensibilidad inmediata, anafilaxia y reacciones parasitarias (Gamundi et al., 2002).
Los hibridomas son hibridos de células somaticas, obtenidos de la fusion de linfocitos B
(células productoras de anticuerpos) con células de mieloma (célula plasmatica
cancerosa). Estos hibridomas adquieren de los linfocitos la habilidad de producir
anticuerpos especificos y de las células de mieloma la habilidad de ser cultivados
indefinidamente in vitro. Los anticuerpos producidos por un clon (un hibridoma y su
descendencia) son idénticos y especificos contra un solo determinante antigeno y epitopo
(IICA, 2017).

2.2.2. Antecedentes historicos

César Milstein y George Kohler (Cambridge Inglaterra, 1975) desarrollaron una técnica
para fusionar células de mieloma de ratén con linfocitos B activados de ratones
previamente inmunizados con antigenos especificos (Curtis, 2006).

La técnica de la produccion de anticuerpos monoclonales constituye uno de los avances
mas significativos de la historia de la inmunologia. Por su hallazgo Milstein y Kohler
recibieron el premio Nobel en 1984 (Curtis, 2006).

2.2.3. Produccion de un anticuerpo monoclonal

Como se observa en la figura 8 de forma tradicional para generar el anticuerpo se inmuniza
con un antigeno un animal y se espera que sus linfocitos B produzcan anticuerpos que
reconozcan diferentes epitopos de un mismo antigeno, es decir que sean de tipo policlonal.
Sin embargo, para obtener un anticuerpo monoclonal, se pone en contacto a los linfocitos
B con células de mieloma (que no secreten anticuerpos) deficientes de la enzima
hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HGPRT), obteniendo asi una mezcla de
células hibridas para separarse posteriormente en diferentes clonas de células plasmaticas
y con lo cual son parcialmente purificados (Manchado et al., 2006). Se opta por utilizar
células de mieloma ya que sobreviven de manera indefinida en cultivo y producen grandes
cantidades de anticuerpos especificos, ademas del uso de técnicas de fusidon quimica por
medio del polietilenglicol (PEG) el cual es un desestabilizante de membranas. Para
asegurar su especificidad se mantienen en medio selectivo con Hipoxantina-aminopterina-
timidina (HAT) permitiendo la supervivencia de hibridos que contengan la enzima HGPRT,
mientras que los linfocitos B no fusionados mueren (Goding, 1987). La especificidad se
analiza en los sobrenadantes en placas de cultivo, seleccionando solo los deseados y
clonandose por diluciéon limite. Pueden conservarse indefinidamente en dimetil sulféxido y
purificarse a partir de los sobrenadantes (Garcia, 2010).

La primera célula involucrada es un linfocito B de un animal previamente inmunizado con
el antigeno de interés, que aporta la memoria inmunitaria y la capacidad de producir
anticuerpos contra el antigeno especifico. La segunda es una célula tumoral de mieloma
no secretora de anticuerpos, Util en el proceso de seleccidon posterior de los hibridomas,
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gue aporta su capacidad de division ilimitada (inmortalidad). De esta unidén surge un tipo
de célula inmortal con la capacidad virtualmente ilimitada de produccién de anticuerpos
monoclonales, Ilamada hibridoma (Manchado et al., 2006).
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Figura 8. Produccion de un anticuerpo monoclonal (Manchado et al., 2006).

Estos hibridomas o clonas para su produccion, se conservan en botellas de cultivo
(poliestireno), en presencia artificial de CO2 lo cual permite mantener un pH idéneo y a
una temperatura de 37°C. Contiene un sistema de tamponado de carbonatos
disminuyendo el rango de 7.2-7.4 de pH gracias a la presencia de HEPES, ademas de la
presencia de rojo de fenol como indicador lo que permite monitorear la actividad celular.
Los aminoacidos permiten la proliferaciéon celular, siendo fuente de energia para el
metabolismo. Finalmente se requiere antibidticos para controlar y evitar el crecimiento de
bacterias y/o hongos contaminantes (Goding, 1987).

2.3. Técnicas en el diagndstico con anticuerpos monoclonales

2.3.1. ELISA (Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas)

Los ensayos de ELISA se basan en el reconocimiento antigeno-anticuerpo, en donde
generalmente el anticuerpo esta acoplado a una enzima (peroxidasa de rabano, fosfatasa
alcalina o D-galactosidasa) para permitir la visualizacién, por medio de la unién de un
cromégeno (OPD, BCIP o pNPP), de una respuesta colorimétrica. Esta respuesta
colorimétrica se lee con un espectrofotometro, lo que permite medir la absorbancia,
montando el ensayo en una superficie solida (placas de 96 pozos de poliestireno).

Existen diferentes tipos de ELISA algunos de ellos son: indirecta, competitiva y sandwich.

a) ELISA indirecta

En este tipo de ensayo se fija o tamiza al antigeno a una superficie sdlida a la cual se unira
el anticuerpo de interés (anticuerpo primario), posterior a ello se une un anticuerpo

11



secundario el cual esta previamente marcado con una enzima lo cual va a permitir la
deteccién de la senal, al proporcionar un cromoégeno que generara una reaccion enzimatica
colorimétrica. La reaccion enzimatica es detectable a cierta longitud de onda (450-495 nm)
por medio de un espectrofotometro.
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Figura 9. Esquema general de ELISA indirecta (www.e-allscience.com, 2019).
b) ELISA en sandwich (de captura)

En esta variante se fija a una superficie un anticuerpo que reconozca el antigeno de interés,
para poder ser capturado, posterior a ello se afiade un segundo anticuerpo previamente
marcado (en caso de que no se afiade un anticuerpo secundario conjugado a una enzima)
también asociado al antigeno (pero a un epitopo diferente) para que, al unirse al antigeno,
sea visible la reaccién de color.

1. Lavado
2. Aiadir

Antigeno . 1.Lavado
NERICRDD 2. Adicion del

3. Incubar

i RN T JE i 7
M S . lY ﬁY/I - I Y hY ,I ’le(l{m de la pl\n(.l

Placa recubierta con anticuerpos
antigeno espedfico

Figura 10. Esquema de general ELISA sandwich (www.e-allscience.com, 2019).
c) ELISA competitiva

Es una técnica que se adaptar para detectar anticuerpos o antigenos. Para cuantificar
anticuerpos se afiade incuba el antigeno con el suero problema (con anticuerpos), posterior
se afiade la mezcla en una placa para ELISA tapizada con anticuerpos, si habia anticuerpos
en la muestra, habra pocos sitios antigénicos libres para unirse a los anticuerpos de la
placa, el ultimo paso consiste en afiadir un conjugado anti-antigeno especifico y el sustrato
de la enzima. En el caso de una muestra positiva con un alto titulo, habra poca sefial.
Para detectar anticuerpos, se tamiza con antigeno, posteriormente se afiade la muestra
donde se tienen a los anticuerpo y anticuerpos anti-antigeno especificos marcados con una
enzima, ambos tipos de anticuerpos compiten por unirse al antigeno, por lo que, si el titulo
del suero problema es alto, no hay espacio para el conjugado y no se desarrollara color, o
esté sera muy tenue.
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Figura 11. Esquema de ELISA competitiva (Kindt, 2007).

2.3.2. Cromatografia de afinidad

Los anticuerpos para su purificacion requieren de algunos pasos basicos previos, uno de
ellos es una preparacion, la cual se realizard a través de ultrafiltracion y/o dialisis que
tienen como objetivo separar a los AcMo de sus componentes mayoritarios, posteriormente
se realizard la purificacion a través de métodos cromatograficos (Escobar, 2019). La
purificacion por afinidad se realiza con proteina A, la cual se unen selectivamente a las
inmunoglobulinas de clase G (IgG), la proteina A se inmoviliza de forma covalente sobre
las resinas porosas a través de donde se hara pasar la muestra, posteriormente se eluye
la fraccion que contendra las inmunoglobulinas de interés.

2.3.3. Electroforesis

Esta técnica permite separa moléculas cargadas al someterse a la accién de un campo
eléctrico. Para poder evaluar la pureza del anticuerpo después de su purificacion, ademas
de un ELISA para evaluar el reconocimiento de un anticuerpo, se utiliza un gel
poliacrilamida mediante una electroforesis permitiendo observar e identificar el tipo de
inmunoglobulina de acuerdo sus pesos moleculares. Se utilizan agentes desnaturalizantes
de proteinas (detergentes y agentes reductores) y diferentes métodos de tincidon para su
visualizacion.

2.3.4. Inmunoelectrotranferencia

La imnunoelectrotranferencia (IET), también llamada Western-Blot o inmunoblot es un
proceso que nos permite identificar una proteina determinada (en este caso antigeno), al
separarla de una mezcla de proteinas por medios electroforéticos en un gel SDS-PAGE
(duodecil sulfato- poliacrilamida), las bandas de proteinas se transfieren a una membrana
de nitrocelulosa mediante electroforesis, y al ser expuesta al anticuerpo policlonal o
monoclonal, los complejos antigeno-anticuerpo pueden visualizarse de diversos modos. El
método mas utilizado es adicionar anticuerpos conjugados a una enzima, la cual producira
un color al estar en presencia de una enzima (Kindt, 2007).
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Figura 12. Esquema Inmunoelectrotranferencia (www.cusabio.com, 2019).

2.3.5. Epiflourescencia

La fluorescencia acoplada a un microscopio Optico se denomina epifluorescencia, el
regulador de fluorescencia admite tres bloques de filtros: un filtro de excitacidn, un espejo
dicroico y un filtro de emisién. Su funcionamiento se basa en la propiedad de fluorescencia
que tienen ciertas moléculas denominadas fluorocromos.

5 filtrode emision

3

filtro de excitacion

espejo dicroico -

objetivo

espécimen

Figura 13. Diagrama de epifluorescencia (www.bioindicacion.com, 2019).

Allgunos fluorocromos como el Isocianato de fluoresceina (FICT) es excitada por una luz a
una longitud de onda de 490-495 nm emitiendo una luz verde visible cuya longitud de
onda es de alrededor de 517 nm; vy el Isocianato de tetrametilrodamina (TRITC) que emite
una luz roja con una absorcion de 550 nm y una emisién maxima de 580 nm (Del Brio,
1995).
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3. Justificacion

Los anticuerpos contintian siendo el reactivo mas critico y decisivo en los inmunoensayos
destinados a detectar agentes infecciosos y, por tanto, a complementar el diagnostico de
diversas enfermedades. La capacidad analitica de los anticuerpos, ademas de la inherente
especificidad y robustez de la prueba en que se utilicen, depende de dos factores
principales: la afinidad si se trata de un AcMo o la avidez en caso de una preparacion
policlonal (Otero et al., 2010).

La leptospirosis es un problema de salud publica a nivel mundial, en particular en areas
tropicales y subtropicales y en paises en vias de desarrollo. Al ser frecuente en zonas
tropicales donde confluyen otras infecciones como el dengue, tienden a confundirse sus
cuadros clinicos, siendo generalmente subdiagnésticada (Céspedes et al., 2005).

El diagnostico actual se realiza por la técnica de MAT (por sus siglas en inglés), lo cual
dificulta la estandarizacion debido a que se requiere de una capacitacién y experiencia por
medio del analista, lo cual provocar un diagndstico mas tardado y dificil de hacer por lo
gue seria importantes contar con un método de apoyo para determinar los casos de
leptospirosis.

Un ELISA es simple, sencillo, seguro, facil de automatizar y, por lo tanto, el mas adecuado
para poder evaluar un gran niumero de muestras (Champagne et al., 1991). El uso de un
anticuerpo monoclonal en este tipo de ensayos permite aumentar la sensibilidad y
especificidad en el diagndstico, con el siguiente trabajo se pretende realizar un ELISA que
funcione como una primera prueba para el diagnostico en la leptospirosis humana, con lo
cual se espera evitar las variaciones que se presentan con la MAT, asi como disminuir los
costos en los reactivos y equipos.

4. Hipotesis

Si el anticuerpo monoclonal (LTGD7) detecta las serovariedades de Leptospira spp.,
permitird establecer un sistema de deteccion de anticuerpos especificos en muestras
clinicas humanas de pacientes con leptospirosis y podra ser aplicado en ensayos tipo ELISA
para facilitar el diagnostico

5. Objetivos

5.1. General

Utilizar un anticuerpo monoclonal en el diagndstico de Leptospirosis humana, basado en el
reconocimiento de anticuerpos contra antigenos de Leptospira spp. por un método de
ELISA competitiva o de captura.

5.2. Particulares

e Mantener en cultivo celular una linea celular (hibridomas) productora de anticuerpos
monoclonales anti-Leptospira.

e Purificar anticuerpos monoclonales anti-Leptospira obtenidos de los sobrenadantes de
un cultivo celular por cromatografia de afinidad.

e Evaluar la estandarizacion de un método de diagndstico por ELISA competitiva o de
captura con un AcMo (LTGD7) con sueros de humanos.
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6. Metodologia
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Figura 14. Diagrama de flujo general de la metodologia.
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6.1. Evaluar viabilidad celular y produccién de anticuerpo monoclonal

6.1.1. Cultivo celular

Se descongelaron 3 (hibridomas) clonas productoras de anticuerpos contra Leptospira spp.
manteniéndolas en botellas de poliestireno con medio DMEM (Dulbelcco “s Modified Eagle
Medium) suplementado al 10% de SFB (suero fetal bovino), en incubacién con atmdsfera
de CO:2 al 5%, a 37°C. Una sola clona (LTGD7) presento viabilidad celular, de ella se
obtuvieron células uniformes, refringentes y sin granulaciones (Figura 15) por lo que se
continuéd a evaluar la produccién de anticuerpos anti-Leptospira spp en la clona por ELISA

indirecto.

Se realizé un banco de 20 viales de la clona productora. Recuperando las células de las
botellas de cultivo por medios fisicos y manteniéndolas en suspension celular a una
concentracion 5x10° células en solucidén criopreservadora (SFB con DMSO al 10%),
colocandolas inmediatamente a -70°C por al menos 24 horas, para su posterior resguardo
a largo plazo en nitrégeno liquido.

Figura 15. Células en cultivo. 40x.

6.1.2. Evaluacion de la produccién de anticuerpo monoclonal (LTGD7).

Figura 16. Hibridomas en Botellas de cultivo de

25cm? de poliestireno.

Se evalud la produccién de anticuerpos monoclonales (AcMo) a través de un ELISA

indirecto.
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Figura 17. ELISA indirecto con sobrenadantes de cultivo celular.
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Se tamizo una placa de 96 pozos con sobrenadantes de cultivo de Leptospira, provenientes
del laboratorio de leptospirosis y rickettsiosis (LERI) del InDRE, posteriormente se incubo
con el sobrenadante obtenido de las botellas de cultivo del hibridoma, al finalizar se incubo
con un anticuerpo secundario (invitrogen) anti-ratén IgG conjugado a HRP (peroxidasa de
rabano, por sus siglas en inglés) para poder evidenciar la respuesta colorimétrica, se
incubo con dos conjugado uno anti-IgG y otro anti-IgM, para hacer una primera
clasificaciéon de la clase de anticuerpos producidos por la clona. Entre cada fase de la
técnica se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%.

6.1.3. Determinar clase y subclase del AcMo (LTGD?7).

Se determiné la clase y subclase del AcMo (LTGD7), con un ELISA indirecto con la misma
metodologia con la cual se evalué la produccion de anticuerpos (Figura 17), solo que se
utilizaron cinco diferentes anticuerpo-antiratdon acoplados a HRP. Tres conjugados
especificos a subclases de IgG: anti-IgG2a, anti-IgG2b, anti-IgG3; un anticuerpo anti-IgG
y finalmente un anticuerpo-anti-IgM como control.

6.2. Purificacion y cuantificacion del AcMo
6.2.1. Purificacion por cromatografia de afinidad.

Debido a la naturaleza del anticuerpo (IgG2b) se purific6 por medio de una columna
cromatografica de afinidad media con proteina A con caracteristicas de acuerdo a tabla 1
(Protein A Sepharose CL-4B) (GE), esta permite la union de la fraccion cristalizada.

Se empaco la columna con fibra de nylon, evitando la formacion de burbujas, para
mantener el medio en la columna, se equilibré y preparo con amortiguador de unién (2-3
volumenes), posterior a ello se coloca el sobrenadante (proveniente de botellas de cultivo
del hibridoma), el cual se pasd previamente a través de un filtro de 20 p, al finalizar se
coloca amortiguador de unién (2-3 volUmenes) para asegurar la ausencia de componentes
proteicos inespecificos, durante la elucion se utiliza un amortiguador de glicina a un pH
menor al amortiguador de unién lo cual permitird romper el enlace entre la proteina Ay la
region variable del anticuerpo monoclonal, se recomienda recibirlo en una solucién (tris-
HCI) que estabilice el pH del medio (Tabla 2).

Se purificaron sobrenadantes de cultivo, en una columna de sefarosa de mediana afinidad
con proteina A. Se eluyd con glicina a pH 2.5, por lo cual se recuperd en fracciones el
anticuerpo con Tris a pH 8.8 para neutralizar el pH, se dializ6 en membrana de celulosa y
se mantuvo a 4°C

Tabla 1. Caracteristicas de la columna de sefarosa con proteina A.

Densidad del ligando ~3 mg de proteina A/mL medio agotado
Capacidad de unién ~20 mg IgG/mL medio agotado
Estructura del medio 4% unién con agarosa

Estabilidad del pH (la proteina puede hidrolizarse a pH bajo)

Periodo largo 3-9
Periodo corto 2-10
Limpieza Hibitane al 2%/Etanol al 20% o con Etanol al 70%
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Tabla 2. Soluciones para la purificacion.

Amortiguador de union Fosfato de sodio 20 mM pH 7.0
Tris 50 mM pH 7.0

Amortiguador de eluciéon @ Glicina 0.1 M pH 3.0
Acido citrico 0.1 M pH 3.0

Solucién neutralizante Tris-HCI pH 9.0

i
o

LA

Figura 18. Columna de Figura 19. Dialisis de anticuerpos
purificacion.

6.2.2. Cuantificacion del AcMo (LTGD?7).

Adicionalmente se realizé una cuantificacion con un lector de microplacas Epoch™ BioTek®
con ello se pudieron establecer las concentraciones de trabajo en pg/mL. El Epoch™ es un
espectrofotdmetro que tiene un sistema basado en monocromador UV-Vis para seleccion
de longitudes de onda, a través del Software para Analisis de Datos Gen5.

Figura 20. Espectrofotometro Epoch™ BioTek®.

6.2.3. Evaluacién de la calidad de la purificacion del AcMo (LTGD7) por
electroforesis e inmunoblot.

Se aseguro la pureza del anticuerpo a través de una electroforesis SDS-PAGE al 12% para
evidenciar la presencia de las cadenas ligera y pesada, asi como la molécula completa de
IgG. Se prepard un gel de poliacrilamida al 12% (5% para el gel concentrador), entre dos
placas de vidrio y se montd en un estuche dentro de una cabina de electroforesis. Para
montar en el gel el AcMo (LTGD7) se prepara con una solucion amortiguadora 1:1, en
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condiciones no reductoras y reductoras afiadiendo B-mercaptoetanol al 10%, se hierven
las muestras en bafio térmico para posteriormente colocarse en un carril del gel
concentrador y se conecta la fuente de poder a la cdmara, ajustando la corriente a 120
volts por aproximadamente 40 minutos, al finalizar se coloca el gel en azul de coomasie
para observar y determinar los pesos moleculares de las cadenas y/o del anticuerpo como
molécula completa.

Finalmente se evalud a través de un inmunoblot el reconocimiento del hibridoma frente a
anticuerpos anti-IgG. Se montd el sistema en un cartucho de transferencia en el siguiente
orden: primero se coloca una fibra, después filtros de papel Whatman, posterior una
membrana de nitrocelulosa (NC) que este en contacto directo con el gel de electroforesis,
ya que aqui se hara la transferencia, posterior se termina el sistema con filtros de papel
Whatman y una fibra, es importante evitar la formacion de burbujas y ajustar el sistema
para que este quede compactado en el estuche de transferencia como se observa en la
figura 21. Cuando se tiene el estuche con el sistema montado se coloca en una cdmara de
transferencia y se conecta la fuente de poder ajustando a 90 volts por una hora. Es
importante cuidar la temperatura, asi como colocar adecuadamente el anodo del lado del
gel y el catodo del lado del papel de transferencia.

Ge
Membrana .
de NC : h
Papel
filtro Fibra

Figura 21. Montaje de sistema de electrotransferencia (obtenido de: antibodies.com/es/western-blotting)

Al terminar se evalud la transferencia con rojo de Ponceau, posterior a ello se realizé un
lavado con agua destilada hasta retirar el colorante.

Una vez la membrana de NC esté lista, se se incuban en soluciéon de bloqueo (PBS con
leche descremada al 5%) y se cortan las regiones del papel de interés, posteriormente se
agregd el anticuerpo secundario IgG e IgM y por ultimo se revel6 con DAB y H202, la
reaccion se detiene por diluciéon con agua bidestilada. Entre cada incubacién se realizaron
tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% Yy dos lavados con PBS, en agitacion por 5 minutos
y las incubaciones con anticuerpo secundario y con solucidn reveladora se realizaron en
agitacion constante. Posterior a ello

f f —— ——— ——\
Bloqueo con Incubar con Colocar Parar la
leche anti- solucion reaccion y
Membrana de descremada al anticuerpo reveladora observar
NC con AcMo 5% IgG e IgM Hasta contra el
Incubar 12 Incubar 1.5 observar control de
horas, 4°C horas, 37°C bandas P.M.

Figura 22. Inmunoblot con AcMo.
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6.3. Evaluacién del reconocimiento del AcMo (LTGD?7) frente a las serovariedades de
Leptospira.

6.3.1. Evaluacién del reconocimiento del AcMo (LTGD7) contra la vacuna
LEPTOCAN por un ELISA indirecto.

Se realizd un primer ensayo de reconocimiento del anticuerpo purificado frente a la vacuna
LEPTOCAN® ya que a partir de ella se elaboré el AcMo (Hilario, 2010), esta es una vacuna
inactivada elaborada a partir de 6 serovariedades de la especie interrogans, en
presentacion de dosis Unica como se observa en el cuadro 2 (Laboratorios TORNEL®).
Para poder montar una ELISA indirecta y evaluar el reconocimiento del AcMo (LTGD7)
frente a la vacuna, se sometié a la vacuna a choque térmico de acuerdo a la figura 23 y
tamizd a una placa para ELISA esta muestra, posterior a ello se colocd el AcMo (LTGD7)
para evaluar el nivel de reconocimiento (D.0O.) y finalmente un conjugado.

Cuadro 2. Inserto de la vacuna LEPTOCAN®.

FEDTOC AN

Dosis 1 mL (dosis Unica)
Via de administracion | Subcutanea (en la region de la cruz)

Advertencias Se debe aplicar Unicamente en animales sanos. Como cualquier otro
producto biolégico se pueden desencadenar reacciones anafilacticas
después de su aplicacién. Antidoto: Aplicar epinefrina seguida de una
terapia sintomatica.

Férmula Suspension de seis serovariedades de Leptospira interrogans:
L. canicola 2.5x108 bacterias /mL.
L. icterohaemorrhagiae 2.5 x108 bacterias/mL.
L. pomona 2.5 x108 bacterias/mL.
L. tarassovi 2.5 x108 bacterias/mL.
L. wolffi 2.5 x108 bacterias/mL.
L. grippotyphosa 2.5 x108 bacterias/mL.
Inactivadas, estabilizadas y absorbidas en adyuvante oleoso
Inmunoset®.
Recomendaciones Recomendada a partir de las 12-14 semanas de edad, seguida de una

revacunacién cada seis meses. Consérvese en un lugar fresco y seco,
protegido de la luz solar. No se deje al alcance de los nifios. Mantener a
una temperatura entre 4 y 8°C. Agitese antes de usarse. Evite el
calentamiento o la congelacion. Usar jeringas y agujas nuevas y estériles.

Yy T - Y R
Congelar en Colocar en . -
; = . Homogenizar Repetir el Conservar
nitrogeno bano Maria a
- = con vortex 30 proceso 3
liquido por 2 35°C por 2 =t A -20°C
minutos minutos 9

-

Figura 23. Diagrama de flujo de choque térmico.
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Una vez establecido el nivel de reconocimiento del AcMo (LTGD7), ante los serovares
presentes en la vacuna, se continuo con los demas serovares de interés.

6.3.2. Evaluacion del reconocimiento del AcMo (LTGD7) ante las 27 serovariedades
de Leptospira por medio de un ELISA indirecta.

Se evalud el reconocimiento del AcMo (LTGD7) ante 8 serovares de la espiroqueta a través
de un ELISA indirecto, con los sobrenadantes provenientes de cultivo, posterior a ello se
evaluo a los 19 serovares restantes, evaluando con ello un total de 27 serovares, los cuales
son considerados de importancia epidemioldgica en el pais y estan reportados en la tabla
3.

Tabla 3. Listado Taxondmico de las 27 serovariedades de Leptospira spp. en el InDRE.

L . - #
Género Especie Grupo Serovariedad Cepa INDRE
australis Ballico 1
Australis
bratislava Jez-Bratislava 20
hardjo Hardjoprajitno 2
Sejroe
wolffi 3705 12
copenhageni M 20 3
Icterohaemorrhagiae
icterohaemorrhagiae RGA 7
Autumnalis autumnalis Akiyami A 4
Interrogans
Pyrogenes pyrogenes Salinem 5
Pomona pomona Pomona 9
Grippotyphosa grippotyphosa Moskva V 11
Batavie batavie Swart 13
; Canicola canicola Hound Utrech 14
Leptospira
Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis 15
Familia:
Leptospiraceae Djasiman djasiman Djasiman 25
Orden: Sejroe sejroe M84 6
Spirochaetales ) ) -
Tarassovi tarassovi Perepicilin 10
Borgpetersenii Javanica javanica Veldraszatawa 17
ballum Mus 127 21
Ballum
castellonis Castellon 3 16
Kirschneri Cynopteri cynopteri 3522 C 8
Noguchii Panama panama CZ 214 18
Biflexa Semaranga patoc Patoc 1 19
Santarosai Pyrogenes alexi HS 616 26
Santarosai Hebdomadis borincana HS 622 23
Weilii Celledoni celledoni Celledoni 24
georgia Georgia 22
mankarso Mankarso 27
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6.3.3. Evaluacion de la especificidad del reconocimiento del AcMo (LTGD7).

Con el anticuerpo ya purificado se realizé una ELISA indirecta para evaluar la especificidad
del AcMo (LTGD7), al enfrentarlo ante algunas enterobacterias comunes: Salmonella
huittingfoss, Citrobacter 029, Shigella dysenteriae y Escherichia coli 01575H7; a estas
bacterias se les realizo un choque térmico (figura 23). Ya que estas son de interés para el
diagnostico diferencial

6.4. Seleccion de la técnica para la obtencién del antigeno

Debido a que en el diagndstico seroldgico se detectan a los anticuerpos y no a los antigenos
se propuso evaluar dos sistemas de ELISA: uno de competencia y posteriormente uno de
captura (o sandwich). Al asegurar el reconocimiento del AcMo (LTGD7), se procedi6 a
determinar el método de obtencion del antigeno para establecer un sistema de apoyo al
diagndstico de Leptospirosis. Para estandarizar un sistema de competencia o de captura
se requirié estandarizar los parametros del ensayo como son el AcMo y el antigeno, al
tener cuantificado y purificado el anticuerpo monoclonal, se continuo con Ila
estandarizacién de la obtencién del antigeno para los ensayos.

En principio se eligieron dos origenes de obtencién de antigeno para los ensayos de ELISA
indirecta iniciales: uno de ellos perteneciente a serovariedades de la espiroqueta
provenientes de cultivo y otro a la vacuna (ver cuadro 2) elaborada a partir de algunas
serovariedades, tanto a la vacuna como a las espiroquetas de cultivo se les realizd un
choque térmico para aumentar su permeabilidad y favorecer el reconocimiento del AcMo
(LTGD7).

6.4.1. Choque térmico

Para liberar sus componentes antigénicos se realizé choque térmico a la vacuna de
LEPTOCAN® asi como a 8 serovariedades (posteriormente fueron 27 serovariedades
totales).

Inicialmente se hicieron alicuotas de la vacuna para evaluar diferentes tratamientos de
acuerdo al cuadro 3; a las alicuotas 2 y 3 se les realizé choque térmico (ver figura 20).

Cuadro 3. Tratamientos a alicuotas de la vacuna LEPTOCAN®.

Alicuota Tratamiento

Se tomaron 200 pL de la vacuna la cual se centrifugé a 12 000 g durante 30 min,
1 posterior a ello se separd el sobrenadante y la pastilla, la pastilla se resuspendio
con PBS.

Se tomaron 200 pL de la vacuna, se le realizd choque térmico y se centrifugé a 12
2 000 g durante 30 min, posterior a ello se separd el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio con PBS.

3 Se tomaron 200uL de la vacuna y se le realizé choque térmico.
Se midieron concentraciones por el método de Bradford y se conservaron a -20°C.
Para los ensayos de ELISA de captura y de competencia se propuso agrupar las 27

serovariedades en 3 grupos de acuerdo a la seroprevalencia en el pais, reportada por el
laboratorio de leptospirosis del InDRE como se observa en la figura 24.
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1. Australis, 6. Sejroe, 7.
Grupo A Icterohaemorragiae, 8. Cynopteri,
— (prevalencia 18. Panama, 19. Patoc, 20.
mayor) Bratislava, 26. Alexi, 27.
Mankarso
3. Copenhageniae, 4. Autumnalis,
Prevalencia de Grupo B 5. Pyrogenes, 9. Pomona, 10.
serovariedades de (prevalencia Tarassovi, 14. Canicola, 15.
Leptospira spp. media) Hebdomadis, 22. Georgia, 25.
Djasiman

2. Hardjo, 11. Gripotyphosa, 12.

Grupo C Wolffi, 13. Bataviae, 16.
— (prevalencia Castellonis, 17. Javanica, 21.
minima) Ballum, 23. Borincana, 24.
Celledoni

Figura 24. Diagrama de grupos de acuerdo a seroprevalencia de Leptospira spp en México.

Sin embargo, se requirié probar tratamientos alternativos para liberar los componentes
antigénicos de la espiroqueta debido al reconocimiento que presentaron los anticuerpos
provenientes de muestras humanas, al establecer un sistema de ELISA de captura por lo
cual también se sonicd y se traté con formalina a las leptospiras.

6.4.2. Sonicacion

Se recolectaron 3.5-4 mL de cultivo de cada una de las 27 serovariedades (debido a la alta
cantidad de volumen requerido para el ensayo) (Velineni et al., 2016) obteniendo un
volumen de alrededor de 100 mL, se centrifugaron a 12000 g por 30 minutos, se lavé la
pastilla obtenida 3 veces, posterior a ello se re-suspendié con 800 pL de solucién
amortiguadora de sonicado. Se sonicdé con un sonicador Branson (ver figura 25), en 6
tiempos de 5 segundos con 45 segundos de descanso, en bafio de hielo (Sonifier® Cell
Disrupters, Branson Ultrasonics). Se obtuvo una concentracion de 1.929 ug/mL,
cuantificado en un lector de microplacas EPOCH® Biotex.

]

Figura 25. Sonicador Branson. Izquierda: cémai'a de sonicador y derecha: Fuente de poder.
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6.4.3. Tratamiento con formalina

Se recolectaron sobrenadantes de las 27 serovariedades y concentraron hasta obtener una
suspensién bacteriana mayor a 0.5 D.O. (a 420 nm). Se obtuvo una densidad o6ptica de
1.213 en 100 yL, posterior a ello se mantuvo en formalina por 4 horas y se colocé en bafio
térmico a ebulliciéon por 45 minutos, se mantuvo a 4°C (Penna et al., 2017) (estabilidad 1
afio) (Bourhy et al., 2013). No fue posible cuantificar debido a que se utiliza de forma
directa, sin embargo, se evalud la respuesta antigeno-anticuerpo para poder estandarizar
las condiciones de trabajo. También se evalud el reconocimiento por medio de una
Inmununoelectrotranferencia.

6.4.4. Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

Se cuantificaron las serovariedades y la vacuna por choque térmico; asi como las
serovariedades por sonicacidon, sin embargo, las obtenidas con formalina se trabajaron
directo de acuerdo a la metodologia de Bourhy (Bourhy et al., 2013). Se realizd la
cuantificacién de proteinas de la vacuna y 27 serovariedades por el método de Bradford
utilizando una curva estandar (grafica 2) de 0-100ug/mL de albdmina sérica bovina ASB
(Fraccion V) (SIGMA).

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

D. O. a 595nm

0.2
0.1

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion [pg/mL] y = 0.0045x + 0.269
R2 = 0.983

Grafica 2. Curva estandar de cuantificacion de proteinas por método de Bradford

6.5. Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay)

Se realizaron los ensayos de ELISA en placas de poliestireno corning® costar® de 96
pocillos de fondo plano. En los ensayos iniciales de ELISA indirecto para evaluar la
respuesta del AcMo (LTGD7) y especificidad se tamiz6 la placa de poliestireno con el
antigeno (choque térmico) en solucion amortiguadora de carbonatos (pH 9.6, 0.1 M).

En todos los ensayos de ELISA se realizaron 3 lavados con PBS (NaCl 0.15M, fosfatos
0.01M, pH 7.2)-Tween 20 al 0.05% de 30 seg. en agitacion, para el bloqueo se utilizé leche
descremada al 5% en solucién de lavado. El anticuerpo secundario acoplado a HRP se
prepard en solucion de lavado. Para evidenciar la reaccidon colorimétrica se utilizd una
solucion de citratos en la cual se colocdé OPD (orto-fenilendiamina) y H202 (peroxido de
hidrogeno), reaccionando con la peroxidasa de rabano (HRP) del conjugado (figura 26).
Para la solucion de paro se utiliza una solucién de acido sulftrico (2N).
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NH; NH,
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2H02 4 2 M.Q ]ij/ + 4HO0

OPD 2.3-Diaminophenazine

Figura 26. Reaccién de cromdgeno/sustrato (ELISA) para peroxidasa

6.5.1. Evaluacion de un sistema de diagnostico con un AcMo (LTGD7) por ELISA
competitiva.

Previo a las evaluaciones con muestras humanas, se evalud un sistema de competencia
con sueros de conejo (inmunizacién con leptospiras inactivadas) con anticuerpos
policlonales obtenidos del laboratorio de LERI y con sueros positivos de cerdo, para
establecer las condiciones del ensayo (concentraciones, tiempos de incubacién, dilucién
del suero), posterior a ello se evaludé con sueros humanos.

Yy S a8 \ T - N
N
s Incubar
Tamizaje Bloqueo con ; Colocar
Ag deJ ?eche Colocar CXIoN(I:ar con anti- solucion Agregar
Leptospira descremada . suet:osz . cb 0 5 antlIc;uGerpo reveladora ;‘;‘;‘g';’qegf
al 5% ncubar ncubar : f
Inl'fgr?aasr a24 Incubar 1 el el lacubas ri'?ﬁ\%?g; czecr)l ab5°4rg§”C'
o o aa nm
4°C hora a 37°C e e 1.5 horas, obscuridad

37°C

Figura 27. ELISA de competencia con sueros positivos.

Los ELISA se realizaron con el antigeno (en amortiguador de carbonatos) en mezclas de
grupos (A, By C), como se observa en la figura 24. Se realizé un bloqueo a la placa de 1
hora, se colocaron los sueros de conejo y porcinos, y finalmente se realizé una incubacion
con el anticuerpo conjugado. Tanto los sueros como el AcMo y el conjugado se diluyeron
en solucién de lavado y entre cada proceso se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20
al 0.05% de 1 minuto en agitacion.

Se colocé como control positivo, el AcMo (LTGD7) en un pocillo sin el suero; como control
de la respuesta de los sueros, se coloco el suero sin el AcMo (LTGD7); como control del
conjugado se tamizo un pozo Unicamente con suero de ratén pre-inmune (1:1000) y se
incubo con el conjugado; finalmente como un blanco solo se colocd soluciéon de lavado
posterior al bloqueo.

6.5.2. Evaluacion de un sistema de diagndstico con un AcMo (LTGD7) por ELISA
de captura.

En los ensayos de captura se tamizo el AcMo (LTGD7) en solucion de boratos (NaCl 0.7M,

boratos 0.01M, pH 8.0), el antigeno (choque térmico) se utilizd en solucién de lavado (PBS-
Tween), al igual que el conjugado y los sueros humanos, de conejo y porcinos.
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Figura 28. ELISA de captura con sueros positivos.

Entre cada proceso se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% de 1 minuto en
agitacion. Como control del conjugado se tamizo un pozo Unicamente con suero de ratén
pre-inmune (1:1000) y se incubo con el conjugado; finalmente como un blanco solo se
colocd solucién de lavado posterior al bloqueo. Se utilizaron diferentes sueros previamente
determinados con MAT vy se clasificacién en 3 grupos: sueros de titulo alto, titulo medio y
por ultimo con sueros negativos.

A diferencia de los demas ELISA (indirecta y competitiva), se utilizé un conjugado anti-
humano IgG (inivtrogen). También se enfrento el sistema con el antigeno sonicado (6.4.2.)
y tratado con formalina (6.4.3.)

6.6. Epifluorescencia.

Se realizdé un inmunoensayo con el anticuerpo monoclonal, en donde se realiz6 una fijacion
de 1 mL de bacterias (antigeno) en suspension (3x108 bacterias/mL), posterior a ello se
fijaron en formalina por 24 horas, se incubaron con lisozima para romper membranas, se
incubaron con el anticuerpo monoclonal, asi como un control con un anticuerpo policlonal
y solo con PBS, posterior a ello un anticuerpo secundario acoplado a fluorocromos (FICT y
TRITC) y finalmente se montaron en placas con fibronectina y se observd al microscopio
(Figura 18). El FICT estaba acoplado a un anticuerpo secundario anti-Ratén, mientras que
el TRITC estaba acoplado a un anticuerpo secundario anti-Conejo.

Fijacidn

T

Incubacion con lisozima®

-

Blogueo con SFB*

",

Incubacién del Anticuerpo primario™

- L

Incubacién con Anticuerpo secundario®

Montaje en placas confibronectina

",

Observacidn al microscopio

Figura 29. Diagrama metodoldgico del montaje para epifluorescencia.
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7. Resultados.

7.1. Evaluacion de la produccidon de un anticuerpo monoclonal.

7.1.1. Reconocimiento del AcMo (LTGD7?) frente a serovariedades de Leptospirosis
sp. Por ELISA indirecto.

Se obtuvieron células viables y con la morfologia esperado de acuerdo a lo reportado
(Hilario, 2010), por lo cual se continud verificando la respuesta de reconocimiento a las
espiroquetas, se evaludé inicialmente con 8 serovariedades. Previo al ELISA, se
cuantificaron por método de Bradford, obteniendo los resultados reportados en la tabla 4

Tabla 4. Concentracion de acuerdo a D.O. de las 8 serovariedades
(5, 7,6, 10, 14, 19, 20, y 27).

#5 #7 #6 # 10 # 14 # 19 # 20 # 27
Serovar
pyrogenes icterohaemorrhagiae sejroe tarassovi = canicola @ bratislava patoc mankarso
D.O. 0.305 0.325 0.345 0.329 0.339 0.402 0.329 0.397
[pug/mL] 64.00 99.60 135.11 106.66 124.44 236.44 106.66 227.55

Se realizé un ELISA indirecto (6.1.2/ figura 17), se tamiz6 la placa con 200 yL de cada
serovar a una concentracion de 10 ug/mL, se bloqued la placa y posterior se incubo con
200 pL de sobrenadante de cultivo del hibridoma.
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Grafica 3. ELISA indirecta de serovariedades a 10 pg/mL contra sobrenadante de cultivo (AcMo).

De acuerdo a la grafica 3, el sobrenadante evidencio un reconocimiento mayor a .7 D.O.
por cada una de las serovariedades, por lo cual se continuo a verificar la clase y subclase
del AcMo (LTGD7).

7.1.2. Determinacidn de clase y subclase del AcMo (LTGD7).
Como se menciona en la parte 6.4.3 de la metodologia se determind la clase y subclase

del AcMo (LTGD7) con un ELISA indirecto, estaba reportado como IgG2b. (Hilario, 2010).
Se utilizaron como controles lineas celulares productoras de anticuerpos especificos a cada
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uno de los conjugados probados, mientras que como control negativo se utilizé PBS (ver
grafica 4).

O0IgG2a OIgG2b COIgG3 OIgG OIgM

4.0 3.679 3,593 3.422
3.5
3.0 2.644
2.5 2.120 2.094
2.0
1.5

1.0 0.695 0.432 0.638

0.5 0.099 ] 0.0530.0670.0640.0930.081
0.0

D.O. A 492 NM

AcMo Ct (+) Ct(-)
LINEAS CELULARES

Grafica 4. ELISA indirecta con clases y subclases de I1gG e IgM contra LTGD7 puro

Se comprobd que LTGD7 era un anticuerpo de clase IgG y subclase 2b, ademas se descarté
que fuera de tipo IgM.

7.2. Purificacion cromatografia de afinidad y cuantificacion del AcMo contra Leptospira
spp.

Se pasaron por columna 200 mL de sobrenadante, recuperando fracciones de
aproximadamente 1 mL para generar un perfil de purificacion (ver grafica 5). Se obtuvo
un total de 8 mL de anticuerpo puro a una concentracién proteica de 589 ug/mL, la
cuantificacion se realizd en un lector de microplacas EPOCH®. Obteniendo un lote
homogéneo para los ensayos posteriores de aproximadamente 4 mg de anticuerpo puro
contra leptospirosis en este lote de purificacion.

Sample Results:

Sample Type: IgG 2.5
Sample Read: 1
Date 09/11/2018 g 2
Time 025046 pm c
2 1.5
> X
0.033 © 1
0.01 o
056 a
o 0.5
0

01 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17

e Fracciones de la purificacion
Figura 30. Cuantificacion de
anticuerpos en Lector de
microplacas Epoch BioTek®.

Grafica 5. Perfil de purificacion de LTGD7

7.2.1. Evaluacién del nivel de pureza del anticuerpo por electroforesis SDS-PAGE
e IET.

Se evalud la pureza del anticuerpo a través de una electroforesis SDS-PAGE al 12% como
se observa en la figura 31.
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Figura 31. Gel de Electroforesis SDS-PAGE al 12%. Tincién azul de Coomassie. Los carriles 1-4
corresponden al anticuerpo purificado; Carril 1. AcMo en Condiciones reductoras (B-mercaptoetanol)
[10 pg], Carril 2. AcMo en Condiciones no reductoras [10 pg], Carril 3. AcMo en Condiciones reductoras
(B-mercaptoetanol) [5 ug], Carril 4. Condiciones no reductoras [5 pg], Carril 5. Vacuna LeptoCan®
[10 pg], Carril 6. Sobrenadante de cultivo.

También se colocaron muestras de la vacuna después de realizar choque térmico carril 5
y en el carril 6 sobrenadante de cultivo del hibridoma (el anticuerpo antes de la
purificacion) para observar la presencia de albumina, la cual, en los carriles donde estaba
la muestra del anticuerpo purificado no se observaba. Se llevé a cabo la electroforesis
obteniendo la cadena pesada y ligera, sin embargo, la zona de la cadena pesada se
observaba fraccionada en 3 partes.

Posterior a ello se realizé un IET para descartar el reconocimiento de anticuerpos clases
IgM, ademas de verificar el reconocimiento con la cadena pesada.

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

Ac. Primario AcMo Control IgG Control IgM

Ac. Secundario | Anti-IgG = Anti-IgM PBS IgG* IgM IgG* IgG* IgM
P.M.

250

130

100

70

55 Lo P

35 |

25

15

Figura 32. Evaluacion de la pureza por IET.
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Se realizé una inmunoelectrotransferencia del anticuerpo monoclonal, un control de IgG y
de IgM, posterior a ello se colocd un antigeno secundario (anti-IgM/anti-IgG y PBS). Se
observo que existe una reaccién tanto con la cadena ligera como pesada, al evaluar con
anticuerpos secundarios IgG* (gamma especifico), se descarté ademas reaccion cruzada
con anticuerpos tipo IgM.

7.3. Evaluacion del reconocimiento del AcMo (LTGD7?) frente a las serovariedades de
Leptospira spp.

7.3.1. Reconocimiento de un AcMo (LTGD7?) frente a la vacuna LEPTOCAN® por
ELISA indirecto.

Para montar el sistema de ELISA indirecto con la vacuna se dividio en alicuotas
(6.4.1/cuadro 3) para realizar un choque térmico (CT) en algunas y posteriormente se
cuantifico por método de Bradford. Se realizé una curva de 0-100 pug/mL vy a través de una
interpolacion se determiné la concentracion de proteinas presentes en las muestras.

Tabla 5. Concentracion de proteinas obtenidas por método de Bradford.

Fraccion de 1 2 3 4 5
las alicuotas
. Pastilla
Tratamiento = Sobrenadante Pastllla_ Sobrenadante resuspendida Vacuna
resuspendida CcT cT completa CT
[pg/mL] 37.34 19.56 740.45 108.45 1345.78

Coémo se observa en la tabla 5 en las fracciones 1 y 2, se obtuvo una baja concentracion
de proteinas en la parte de la pastilla, lo cual podria indicar que la mayor cantidad de
proteinas se encuentra en el sobrenadante, debido al efecto mecanico del proceso de las
proteinas de membrana quedaron expuestas y solo se compactaron en la pastilla los demas
componentes estructurales. Se observé que en las fracciones 3 y 4 el efecto del choque
térmico permitio que las células pudieran liberar sus componentes proteinicos de
membrana, permitiendo obtener mayores concentraciones de estas, al igual que en la
fraccion de la vacuna completa.

Se evaluaron las diferentes fracciones de la vacuna, excepto de la fraccién correspondiente
al sobrenadante sin choque térmico, debido a la baja concentracion.

Marca
Anticuerpo secundario

Anti-Ratén IgG

AcMo

.. . . . .. . Vacuna LEPTOCAN®

Figura 33. Disefo de ensayo de ELISA Indirecta.
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Grafica 6. ELISA indirecta de fracciones de vacuna contra AcMo LTGD7

Se evaluaron las diferentes fracciones de la vacuna contra el AcMo (LTGD7) (Grafica 6),
se tamizo la placa con 200 pL de cada fracciéon en dos concentraciones 10 y 5 ug/mL,
obteniendo una mayor respuesta con la vacuna al ser sometida a choque térmico y
trabajando Unicamente con el sobrenadante, por lo cual esa fue la fraccidén con la que se
continud evaluando la produccion de anticuerpo de la linea celular.

7.3.2. Evaluacién del reconocimiento del anticuerpo purificado (LTGD7) contra las
27 serovariedades de Leptospira spp., por ELISA indirecta

Al igual que con la vacuna se realizd choque térmico de las 27 serovariedades y
cuantificaron con el método de Bradford.

Tabla 6. Resultados cuantificacion de las 27 serovariedades.

Serovariedad 1 2 3 5 6 7 8 9 10
D.O. 0.371 0.527 0.664 0.565 0.517 0.719 0.781 0.482 0.450
[ng/mL] 1052 233 345 264 224 390 440 196 170
Serovariedad 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
D.O. 0.417 0.419 0.438 0.459 0.533 0.381 0.714 0.502 0.614 0.522
[ng/mL] 143 145 160 177 238 114 386 212 304 228
Serovariedad 21 22 23 24 25 26 27
D.O. 0.573 0.748 0.468 0.559 0.516 0.731 0.693
[ng/mL] 271 413 184 259 224 400 368
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Se evalud la respuesta del AcMo (LTGD7) en diferentes concentraciones: 0.65 ug/mL, 1.25
Mg/mL, 2.5 yg/mL y 5 uyg/mL; contra las serovariedades a una concentracién ajustada de
proteinas de 10 pg/mL, con un ELISA indirecta, para verificar el reconocimiento del
anticuerpo monoclonal hacia las 27 cepas y por otro lado definir las condiciones éptimas

de trabajo.
Marca*
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_ Figura 34. Diagrama de ensayo de ELISA indirecta.
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Gréfica 7.1 ELISA indirecta de las 27 serovariedades con AcMo LTGD7 a 5 pg/uL
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Gréafica 7.2 ELISA indirecta de las 27 serovariedades con AcMo LTGD7 a 2.5 pg/pL
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Grafica 7.3 ELISA indirecta de las 27 serovariedades con AcMo LTGD7 a 1.25 pg/pL
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Gréfica 7.4 ELISA indirecta de las 27 serovariedades con AcMo LTGD7 a 0.65 pug/pL

De acuerdo a los resultados anteriores se determind que la concentracion de trabajo del
AcMo (LTGD7) es de 5 pug/mL y para las 27 serovariedades de 10 ug/mL.

Debido a que se termino el anticuerpo monoclonal del primer lote durante las evaluaciones
se obtuvo un nuevo lote de anticuerpo purificado. Este fue evaluado por ELISA indirecto
verificando el reconocimiento hacia las 27 serovariedades.
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Serovariedades

Grafica 8. ELISA indirecta. AcMo Purificado [5 pg/mL] contra serovariedades de Leptospira spp. [10 pug/mL]

Se obtuvieron D.O. mayores a 2, lo cual indica un reconocimiento del AcMo (LTGD7) hacia
las serovariedades como se habia observado anteriormente. Se obtuvo una mejor
eficiencia en la produccion de este nuevo lote, considerando algunas medidas en el control
del crecimiento en el cultivo como son: el pH, la confluencia celular y la morfologia celular.
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7.3.3. Evaluacion de reacciones cruzadas del AcMo LTGD7 contra enterobacterias,
por ELISA indirecta

Se evalud por ELISA indirecto las siguientes enterobacterias y una mezcla de Leptospira
spp a 10 pg/mL, de prevalencia media (ver figura 24) con dos concentraciones diferentes
de AcMo (5 y 10 pg/mL):

1. Salmonella huittingfoss

2. Citrobacter 029 Marca #

3. Sh/ge/lta d_ysent.er/ae B Anticuerpo conjugado
4. Escherichia coli 01575H7 Anti-Ratén

5. Leptospira mezcla: -

- L. copenhagenie
- L. autumnalis

- L. pyrogenes

- L. pomona

- L. tarassovi

- t ;aZISO/a y . AgaEnterobacterias
- L. he oma is ool Leplospira
- L. georgia Soporte solido

- L. djasiman
Figura 35. Esquema de ELISA indirecta para evaluar reacciones
cruzadas.
[5ug/mL] ©O[10 ug/mL]
2.987
3.0 2.887
2.5
=
Z 2.0
(o]
o))
¥ 1.5
<
o)
a 1.0
0.5
0.048 0.046 0.045 0.048 0.052 0.064 0.045 0.048
0.0 —
Salmonella Citrobacter 029 Shigella Escherichia Coli Leptospira Pool B
Huitting foss dysenteriae 01575H7

CEPAS BACTERIANAS
Grafica 9. ELISA indirecta. Reacciones cruzadas de enterobacterias [10 ug/mL] con AcMo (LTGD7).

No se detectd reactividad cruzada, ademas de una minima diferencia entre el nivel de
reconocimiento del anticuerpo monoclonal a dos concentraciones, con una misma
concentracion de antigeno.

7.4. Evaluacion de un sistema de ELISA competitiva con el AcMo (LTGD7) para el
diagndstico de la Leptospirosis humana.
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7.4.1. Evaluacion de las posibles reacciones cruzadas entre los anti-anticuerpos
conjugados de: humano, conejo, cerdo y ratén por ELISA indirecta

Previo a establecer un sistema de captura se evaluaron los diferentes anti-anticuerpos

conjugados con una muestra de cada especie, para descartar reacciones cruzadas con 6
serovariedades.

Marca
Anticuerpo secundario

anti-especie (ratén, cerdo,
conejo, humano)

Ag. Leprospira spp.

Figura 36. Esquema de ELISA indirecta para evaluar conjugados

OAcMo [OConejo Porcino OHumano

3.0

2.5

2.0 I

1.5

1.0

D.0O. A592 nm

0.5

0.0 EmE = o = B = sl = PR = l_ll_l —
#7 #9 #10 #11 #12 #14 Controles
Serovariedades

Grafica 10. ELISA indirecta. Respuesta de los Anti-Ac-Conjugados IgG de conejo, porcino, ratén y humano
contra muestras de cada especie.

Se observo que ninguna de las muestras supera el 0.2 de D.O. con lo cual se descarto la
posibilidad de reacciones cruzadas del anti-anticuerpo conjugado con las muestras, que
puedan evitar o interferir con la evidencia de la posible competencia de los anticuerpos por
los sitios de unién al antigeno.

7.4.2. Evaluacidon de la respuesta de anticuerpos policlonales (AcPo) contra 27
serovariedades de Leptospira spp., por ELISA indirecta
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Se evalud el reconocimiento de anticuerpos policlonales producidos en suero de conejo,
los cuales, son especificos a cada serovariedad, para poder determinar un nivel de
reconocimiento sin el sistema de captura.

® 1:250 = 1:500 = 1:1000 = 1:2000 = 1:4000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Serovariedades [10pg/mL]

2.5

1.

D.0. a 492 nm
[62]

0.

6]

o

Grafica 11.1 ELISA indirecta de sueros en diluciones [1:250-1:4000] contra el serovar correspondiente (1-10)

m 1:250 = 1:500 = 1:1000 = 1:2000 = 1:4000

2.5

2

1.5
1
o I W R 1l
0
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Serovariedades [10pg/mL]

D.0. a 492 nm

Grafica 11.2 ELISA indirecta de sueros en diluciones [1:250-1:4000] contra el serovar correspondiente (11-20)

® 1:250 = 1:500 = 1:1000 = 1:2000 = 1:4000

2.5

2

1.5
1
- il [ININIE
0
20 21 22 23 24 25 26 27

Serovariedades [10pg/mL]

D.0. a 492 nm

Grafica 11.3 ELISA indirecta de sueros en diluciones [1:250-1:4000] contra el serovar correspondiente (20-27)

Se tamizo la placa con 200 yL de cada uno de las serovariedades (choque térmico) a una
concentracion de 10 pg/mL, se bloqued y posterior a ello, se incubo 24 horas con 200 uL
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del suero de conejo correspondiente a cada serovar, se realizaron cinco diluciones con PBS
de cada suero, para establecer una dilucion de trabajo. Como se ve en las graficas 11.1-
11.3 se observa una respuesta similar de los sueros de conejo (policlonales) con las
diferentes diluciones, observando una disminucion de la respuesta a partir de la tercera
dilucién (1:1000).

7.4.3. Evaluacion de la competencia del anticuerpo monoclonal (LTGD7) contra
sueros de conejo y sueros de cerdo, ante una serovariedad de Leptospira spp., por
ELISA competitiva
Se evalud un sistema de competencia del AcMo (LTGD7), contra un anticuerpo policlonal
AcPo (los cuales fungira como muestra), asi como sueros de cerdo obtenidos de cerdos
con leptospirosis. El AcMo (LTGD7) y el anticuerpo presente en el suero de humano y/o

cerdo competiran por los sitios de unidon de la Leptospira. Revelando la unidon con un
anticuerpo secundario acoplado a una enzima desarrollando color.

Marca
Anticuerpo secundario
Anti-Raton

Suero problema

Ag. Leprospira spp.

Figura 37. Diagrama de ensayo de ELISA competitiva.

Se evalud a diferentes concentraciones el antigeno para establecer las condiciones de
trabajo, se trabajé con la serovariedad #14, ya que es la que se presenta con mayor
frecuencia en animales (Cerqueira et al., 2009). Se propusieron concentraciones de trabajo
de 0.625 y 0.325 pg/mL del antigeno (serovariedad #14), para reducir los sitios de unién
de los anticuerpos, para que fuese mas evidente la competencia.

Posterior a ello se realizd el ensayo de competencia con ambos sistemas y con muestras
de cerdo y conejo, asi como un ensayo de reconocimiento directo con una ELISA indirecta
de cada uno de los sueros sin el AcMo (LTGD7), como control.

Se tamizaron las placas con 200 uL del antigeno a las dos concentraciones propuestas,
mientras que los sueros se colocaron en diluciones dobles seriadas con PBS-Tween,
mientras que el AcMo (LTGD7) se colocd en una concentracion de 5 pg/mL.
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Dilucién del suero
Grafica 12.2 ELISA competitiva e indirecta PORCINO Ag [0.312 pg/mL]

De acuerdo a las graficas 12.1. y 12.2., se observa una competencia por los sitios de union,
cuando se trabajo con los sueros en dilucion 1:50 y 1:100, sin embargo, este
comportamiento no se mantuvo con las demas diluciones, ya que se esperaba que la sefial
aumentase, en sin embargo esta empez6 a disminuir.
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Grafica 13.1 ELISA competitiva e indirecta CONEJO Ag [0.625 pg/mL]
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Dilucién del suero
Grafica 13.2 ELISA competitiva e indirecta CONEJO Ag [0.312 pg/mL]

Por otro lado, este comportamiento no se presento al trabajar con sueros de conejo, esto
también puede deberse a que se disminuyd la concentracion del antigeno. Adicional a que
se trabajo con dos especies diferentes y un solo antigeno.

Por lo cual se agrupo en 3 mezclas al antigeno de acuerdo a la prevalencia, esto no solo
para facilitar los siguientes ensayos, sino también para poder establecer un sistema que
permitiera la eficiencia, en el diagnostico. Para evitar los factores observados en los
ensayos con sueros de conejo y cerdo, se aumentd la cantidad de antigeno.

7.4.4. Evaluacion de la competencia del anticuerpo monoclonal (LTGD7) contra
sueros de humanos, ante las 27 serovariedades de Leptospira spp., por ELISA
competitiva.
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Se utilizaron 3 mezclas (A, B y C) de acuerdo a la prevalencia reportada en el InDRE,

contra un suero humano positivo y uno negativo.
Se tamizaron los pocillos con 200 L de cada una de las mezclas ajustando a 10ug/mL, los
sueros se utilizaron en dilucién y el anticuerpo monoclonal se utilizdé a 5 ug/mL.
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Dilucién del suero
Griafica 14.1 ELISA competitiva Grupo A Ag [10 pug/mL] con 5 [ug/mL] AcMo
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Dilucion del suero

Grafica 14.2 ELISA competitiva Grupo B Ag [10 pg/mL] con 5 [pug/mL] AcMo
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Dilucién del suero
Grafica 14.3 ELISA competitiva Grupo C Ag [10 pg/mL] con 5 [ug/mL] AcMo

Se observd que solo en el grupo C existia un nivel de competencia, en las primeras
diluciones de los sueros (1:50 y 1:100), por lo cual se trabajaron con diferentes
concentraciones de trabajo para establecer una que fuese repetible.

Se tamizo con diferentes concentraciones del antigeno (10, 5, 2.5y 1.25 ug/mL) posterior
a ello se colocaron los sueros positivos en tres diluciones diferentes (1:50, 1:100 y 1:200),
finalmente se coloco el anticuerpo monoclonal (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.65, 0.312 pg/mL)

[Grupo C]
10 pg/mL | 5 pg/mL | 2.5 pg/mL | 1.25 pg/mL
4
35 [Log o —
3 I [ I | m I Fl —
£ 25 I . o 1
= - n m | -
o~ [ - .
ZF 2 -
S
015
1
0.5
0 |-||-| H-l i (n[s"
DO 929 99200 D00 99590 9090 9 992900 090 9 9250 0
B OPRE T TP P HG OPP TE TG 0P TN s

AcMo [pg/mL]
@ 1:50 @ 1:100 1:200

Grafica 15.1 ELISA competitiva con sueros humanos positivos

Se observd que cuando se tiene una concentracion de antigeno de 1.25 pg/mL, el suero
con una dilucién de 1:50 y el anticuerpo a una concentracion de 1.25 yg/mL, se observa

una competencia.
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Grafica 15.2 ELISA competitiva con sueros negativos

Sin embargo, cuando se trata con sueros negativos, no se presenta este comportamiento.
A pesar de que en algunas muestras se presenta este comportamiento la variedad de
anticuerpos generados tras una infeccion en cada muestra humana no permite que se
establezca un sistema de competencia para el diagndstico, por lo tanto, se determind usar
un sistema de captura.

7.5. Evaluacion de un sistema de diagnéstico por ELISA de captura con el AcMo (LTGD7),
con sueros humanos.

Se propuso evaluar un sistema de captura debido a la gran capacidad de reconocimiento
del AcMo (LTGD?7) frente a las espiroquetas.

Marca *
Anticuerpo conjugado

Anti-Humano

Muestra de Paciente
\ E

Ag. Pool de Leptospira

il Anticuerpo monoclonal

Soporte sélido

Figura 38. Diagrama de ensayo ELISA de captura.

Se tamizo con 200 pL del anticuerpo monoclonal (LTGD7) en una concentraciéon de 5
Mg/mL, posterior a ello se incubo el antigeno (3 grupos de prevalencia y la vacuna) a una
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concentracion de 10 pg/mL, y finalmente se incubd con sueros humanos agrupados
(grupos de 3 sueros) de acuerdo al nivel del titulo de la prueba MAT: los sueros con
mavyores titulos (+++) eran las muestras con nivel mayor de anticuerpos, los sueros con
titulos medios (+) eran las muestras con anticuerpos con titulos establecidos para ser
consideradas muestras positivas, pero con menores titulos y por Gltimo muestras negativas
(-), asi como un blanco como control. La diluciéon de trabajo de los sueros fue de 1:25-
1:100.

O(+++) O(+) o(-) OBCO Oo(+++) O(+) o(-) OBCO
2.5 2.5
2.0 2.0
E = s ]
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© o
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0.5
0.0 = il 1:25  1:50  1:100 0
1:25 1:50 1:100 0 Dilucién del suero
Dilucion del suero
Grafica 16.1 ELISA de captura Grupo A [10 pg/mL] Grafica 16.3 ELISA de captura Grupo C [10 pg/mL]
O(+++) O(+) O(-) OBCO O(+++) O(+) O(-) OBCO
2.5 2.5
20 |1 20 [
€ ] € =
c i c
~ 1.5 ~ 1.5 -
a [e)}
< <+
< 1.0 < 1.0
o~ o~
[a) [a)
0.5 0.5
1:25 1:50 1:100 0 1:25 1:50 1:100 0
Dilucion del suero Dilucion del suero
Grafica 16.2 ELISA de captura Grupo B [10 pg/mL] Grafica 16.4 ELISA de captura Vacuna [10 ug/mL]

Sin embargo, se observd una respuesta no esperada, es decir los sueros negativos
presentaban una absorbancia mayor en comparacion con los positivos, por lo cual se repitio
el ensayo solo con sueros negativos de forma individual en una dilucién 1:50, asi como
una ELISA indirecta para controlar la reaccion, es importante mencionar que, para evitar
uniones inespecificas, se agreg6 el antigeno y las muestras diluidas en solucién de bloqueo
(PBS-Tween con leche descremada). Se colocaron controles positivos de los conjugados
para la reaccion de captura se tamizo con suero de ratén (1:1000) y para la reaccion
indirecta suero humano (1:4000), mientras que como control negativo se coloco PBS.
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Grafica 17.1 ELISA de captura e indirecto GRUPO A [10 pg/mL] con muestras negativas
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Grafica 17.2 ELISA de captura e indirecto GRUPO B [10 pg/mL] con muestras negativas

151

—
150

OCAPTURA O INDIRECTA

146

—1
144

—
110

Sueros humanos

109

— k-
)

(+)

Grafica 17.3 ELISA de captura e indirecto GRUPO C [10 pg/mL] con muestras negativas
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Debido a que los ensayos continuaban indicando una respuesta diferente a la esperada, se
planted que se podia deber al tipo de antigeno utilizado, por lo cual se establecieron
diferentes métodos de obtencién del antigeno.

7.5.1. Evaluacion de los antigenos obtenidos por diferentes tratamientos.
Se evalud por medio de una electroforesis cada uno de los antigenos, para realizar ensayos
de ELISA indirecta para evaluar el reconocimiento frente a sueros humanos, asi como

frente al anticuerpo monoclonal.

a) Choque térmico

Sobrenadante Marcador de
de cultivo

Grupo A Grupo B Grupo C PM

250
130
100

70
55

35

25

15

10

Figura 39. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12%. Tincién nitrato de plata.

Se realizd un gel de electroforesis con tinciéon de plata (ver anexo I) para evaluar el
tratamiento al antigeno obtenido por choque térmico, estos al agruparse en una mezcla
de acuerdo a la prevalencia, se observd que en los 3 grupos se observaba una sola banda
en un peso de 70 kDa.

b) Sonicacién

Se realizé un gel de electroforesis también para el antigeno obtenido por sonicacién en
donde se observo mas una degradacion de proteinas, con un clasico patréon de bandeo.
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Figura 40. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 10%. Tincién con Coomassie coloidal. Los
carriles corresponden a: 1. Sonicado 20 ug (B-mercaptoetanol), 2. Sonicado 10 ug (B-
mercaptoetanol), 3. Ag. Sonicado 20 ug, 4. Ag. Sonicado 10 ug, 5. Ag. Choque térmico 10
ug, 6. Sobrenadante de cultivo sin albumina.

Por lo cual se evaludé el nivel de deteccion con un ELISA indirecto para observar el
comportamiento de los sueros obtenidos por este método, sin embargo se siguio
presentando la misma sefial no esperada, en la cual los diferentes sueros (1:50) a pesar
de ser negativos presentaban una sefial de deteccién y con algunos positivos se presentaba
el efecto inverso.

1.8
1.6
1.4
1.2

D.0. A 492 nm
-

0.6
0.4
0.2

005 (-) 110 (-) 311 (-) 018 (-) 151 (-) 300 (-) 014 (-) 222 (-) PBS 251 (+)265 (+)276 (+)
Sueros humanos

Grafica 18. ELISA indirecta antigeno sonicado [10 pg/mL]
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c) Tratamiento con formalina

Antigeno | Anticuerpo Diluciones de antigeno con formalina Marcador
choque monoclonal
; ™ | 112800 | 16400 | 13200 | 1:1600 1:800 1:400 1:200 ge

térmico molecular

e

——

-4

L —

Figura 41. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 10%. Tincidn nitrato de plata.

250 kD
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100 kD
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35kD

25 kD

Debido a la alta concentracion del antigeno obtenido con formalina, se realizé una
electroforesis a dilucion y por medio de una cuantificacién de proteinas por el método de
Bradford se seleccioné una dilucion de trabajo de 1:200. Sin embargo, al observar el gel
se decidid a realizar un primo-ensayo con diluciones dobles seriadas del antigeno tratado

con formaliza 1:100-1:1600.

2.5

1.5

D.0.A492 NM

=

0.

vl

o

Px(+)

OcCT O 1:100 1:200 O 1:400 0O 1:800

ol I

Px(-)

1:1600 Os/Ag

Grafica 19.1 ELISA de captura con antigeno con formalina (diluciones) y choque térmico. Con sueros humanos

Se tamizo la placa con el AcMo (LTGD7) en una concentracion de 10 pug/mL en solucion de
boratos, posteriormente se coloco el antigeno el de choque térmico (CT) a una
concentracion de 10 ug/mL y el resultante del tratamiento con formalina en diluciones
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diferentes (1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600), se colocd un control sin el antigeno para
observar si existia alguna union inespecifica entre los dos anticuerpos (AcMo y el presente
en los sueros), posterior se colocaron los sueros positivos y negativos, y finalmente el
conjugado.
Se observd la misma tendencia por lo cual se evalud un sistema de deteccidén con sueros
de conejo.

2.5

1.5

D.0.A492 NM

0.5

Con(+) Con(-)

OcT 0O 1:100 1:200 O 1:400 0O 1:800 1:1600 Os/Ag

Grafica 19.2 ELISA de captura con antigeno con formalina (diluciones) y choque térmico. Con sueros de conejo.

En este caso se observé una respuesta esperada, sin embargo, el nivel de reconocimiento
en el suero negativo presentaba niveles altos. Cabe resaltar que el sistema con sueros de
conejo y con sueros humanos, se realizaron colocando las diluciones del antigeno y de los
sueros con solucidn de blogueo, para evitar uniones inespecificas.

7.5.2. Comparacion de los tratamientos de obtencion del antigeno para el
diagnodstico de ELISA de captura.

Finalmente se recopilaron datos de los 3 métodos de obtencion del antigeno, asi como un
ensayo adicional con sobrenadante de cultivo de las espiroquetas (sin albimina) de forma
comparativa por medio de un ELISA indirecto, en sueros humanos y con el anticuerpo
monoclonal (LTGD7).

Muestra (+) O Muestra (-)

3.5

2.5

1.617
1.5

D. 0. A492 nm

1 0.802 0.834 0.927

0.5 0.392 0.296

0.094 0.094
——

Choque térmico Sonicado Formalinizado Sobrenadante

Grafica 20.1 ELISA indirecta Comparacion de diferentes tratamientos del antigeno contra suero humano.
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Adicional se evalud el reconocimiento individual del AcMo (LTGD?7), con los 3 métodos de
obtencion del antigeno, asi como uno adicional del sobrenadante de las Leptospiras spp.,
por una ELISA indirecta.

3.5 3.202

3 2.832

2.5

1.5

D. 0. A492 nm

0.5 0.266

Choque térmico Sonicado Formalinizado Sobrenadante

Grafica 20.2 ELISA indirecta Comparacion de diferentes tratamientos del antigeno contra el AcMo.

7.6. Evaluacion microscopica del reconocimiento del anticuerpo monoclonal (LTGD7)
contra Leptospira spp. por epifluorescencia y microscopia electronica.

7.6.1. Observacion de Leptospira spp con el anticuerpo monoclonal (LTGD7) por
epifluorescencia en un inmunoensayo en liquido.

Se realizé un inmunoensayo en liquido como se reporta en la figura 29 de la metodologia,
en el cual se usaron anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos: anticuerpo-anti-
ratén (TRITC) el cual genera un color rojo y anticuerpo-anti-conejo (FITC) el cual genera
un color verde, para evaluar al AcMo (LTGD7) y un control con un anticuerpo policlonal de
conejo.

Figura 42. Control blanco de Leptospira spp. 63x.
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Figura 43. Control positivo (AcPo) con Leptospira spp. 10x. TRITC.

Figura 44. LTGD7 con Leptospira spp. 10x. FITC.

7.6.2. Observacion de Leptospira spp con el anticuerpo monoclonal (LTGD7) por
microscopia electrdnica.

Se obtuvieron imagenes de microscopia electronica, en donde se busca observar el
acoplamiento de un anticuerpo secundario anti-IgG al AcMo (LTGD?7), se colocd suero de

conejo (anticuerpo policlonal) como control.
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Figura 46. LTGD7 con Leptospira spp.

Sin embargo, el ensayo realizado con el AcMo (LTGD7) se descarté como negativo debido
a la baja concentracién del mismo y a la baja sensibilidad del ensayo por lo cual es
necesario obtener una concentracién mayor del anticuerpo para poder repetir el ensayo y
poder determinar si es un ensayo positivo o negativo.

53



8. Analisis de resultados y discusion.

Se mantuvo en crecimiento in vitro un hibridoma, obteniendo un anticuerpo monoclonal
(LTGD7) de acuerdo a lo esperado (Hilario, 2010), al obtener células con la morfologia
deseada, mantener un crecimiento constante, asi como una produccién de anticuerpos
esperada (Manchado et al., 2006). Se evalud el nivel de reconocimiento frente a las
Leptospira spp., al observarse un alto nivel de reconocimiento en el sobrenadante de
cultivo (mayor a 0.7 D.O. a 492 nm) se continuo con la purificacién para poder aumentar
el nivel de respuesta. El anticuerpo ya purificado evidencio un nivel de reconocimiento
mayor (al menos 2 D.0.) hacia 27 serovariedades proporcionadas en el INDRE, ademas se
descarté alguna reaccion de reconocimiento inespecifico con otras enterobacterias,
comunes en el diagnostico diferencial (Céspedes et al., 2005).

Se establecieron 3 mezclas antigénicas, de acuerdo a la prevalencia de las 27
serovariedades, para poder optimizar la técnica, debido a que el diagndstico realizado en
el InDRE se hace con fines epidemioldgicos, aunado a que la optimizacién del resultado se
sugeria para disminuir el nUmero de reacciones de trabajo al tener un primer pareo de la
muestra y especular que los anticuerpos presentes en la muestra reconocen un tipo de
serovariedad (Agudelo et al, 2006).

Se realizd un primer ensayo de ELISA competitiva esperando que el AcMo pudiera
reconocer el mismo epitopo que el anticuerpo presente en los sueros. Se evaluaron sueros
de conejo (con anticuerpos policlonales), proporcionados por el laboratorio de LERI, estos
se obtuvieron a partir de la inmunizacién con cada serovar, obteniendo titulos altos, con
lo cual se podia asimilar a un suero de un paciente positivo, es importante recordar que
los titulos para considerar una muestra positiva no son especificos (Cumberland et al,
1999); por lo cual también se obtuvieron sueros de cerdo, productos de una infeccidon
(proporcionados por la facultad de veterinaria de la UNAM).

Al observarse una baja competencia en las muestras de conejo, pero una posible
competencia en las muestras de cerdo, se observd que la respuesta de los anticuerpos
presentes en sueros era variable segun la especie, adicionalmente que los sueros de cerdo
si eran producto de una inmunizacién natural, mientras que los de conejo fueron por una
inmunizacion artificial.

Cuando se usaron los sueros humanos se obtuvieron resultados no esperados y/o
reproducibles en todas las muestras (titulos altos y titulos bajos), ya que en algunas si se
presentd un nivel de competencia, sobre todo en muestras muy concentradas (1:50 y
1:100), sin embargo, si se disminuia la cantidad de AcMo este comportamiento no se
presentaba, por lo cual no se pudo establecer un sistema de competencia debido a que no
habia distincidn entre las muestra positivas y negativas sin importar el titulo determinado
por MAT de las muestras positivas, incluso en algunas muestras se observo un efecto de
sinergia. La respuesta era diferente de acuerdo a el tipo de muestra, ya que los titulos en
muestras humanas se consideran positivos en el InDRE a partir de 1:1280, mientras que
las muestras en cerdo presentaron titulos positivos de 1:100, y en los sueros de conejo se
presentan titulos de 1:2048. Lo cual establece que la concentracion de anticuerpo
presentes en las muestras es diferente a pesar de que se traten en las mismas condiciones
los sueros, el nivel de anticuerpos es diferente

Por lo cual se continuo con el siguiente sistema propuesto un ELISA de captura, se
evaluaron muestras negativas y positivas, provenientes de humano, sin embargo, se
obtenia una mayor respuesta en muestras negativas, en contraste con las positivas, por
lo cual se optimizod la técnica al aumentar el tiempo de bloqueo e incluso se realizé toda la
metodologia con solucion de bloqueo, sin embargo se seguia presentando un nivel mayor
en muestras negativas, por lo cual se modifico el tipo técnica de obtencion del antigeno.
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Se evaluaron diferentes técnicas de obtencion del antigeno de acuerdo lo reportado en la
bibliografia, los cuales se evaluaron por ELISA indirecta para determinar el nivel de
reconocimiento del AcMo asi como de las demas muestras (conejo y humano),

Se propuso someter a la espiroqueta a sonicacién, esto debido a que proteinas tales como
Lip32 se encuentra presente Unicamente en especies patdgenas y Lip 41 se encuentra en
mayor cantidad resultando de procesos de inmunizacion artificial, como la vacunacién
(Baquero et al, 2010), y se asegura su liberacion al medio por esta técnica (Velineni S. et
al., 2016). La espiroqueta sonicada se evaludé con un ELISA indirecto con los sueros
humanos y de conejo, sin embargo, no existia una diferencie entre sueros positivos y
negativos, por lo cual se continud continuo con otro método de obtencidn.

Se trato a la Leptospira con formalina, ya que es de las técnicas mas usadas al establecer
un sistema de ELISA especifico para algun serovar, debido a que se liberan casi todos los
componentes proteicos de interés (Bourhy P. et al., 2013).

Sin embargo, solo se observd una reaccion que pudiese permitir el diagnostico cuando se
trataba de sueros de conejo, con los sueros de humano, se continuo con la misma
respuesta que en el Sistema de ELISA competitiva, es decir, no habia una discriminante
entre sueros positivos y negativos.

Las muestras de humano son de pacientes enfermos que pueden ser positivas o0 negativas
pero que llegan al InDRE con el fin de diagnosticar una enfermedad y descartar la
presencia de otras, mientras que los sueros de conejos son elaborados a partir de una
infeccién controlada con la serovariedad, por lo cual es mas especifica la respuesta, al
igual que los sueros de cerdo. EL CDC establecidé un titulo de 1:200 para definir un caso
probable de Leptospirosis, sin embargo, esto es solo para poblaciones donde la exposicion
es frecuente en areas endémicas se recomiendan titulos de 1:800 en pacientes
sintomaticos. Los titulos que siguen después de la infeccion aguda generalmente son
extremadamente altos 1:25600. (Céspedes, 2005)

Este es uno de los principales problemas al establecer un sistema de deteccion seroldgico
por medio de una ELISA, ademas que el diagndstico se hace en muestras que
generalmente son en la primera semana de la infeccién, donde preferentemente se
identifican IgM.

Se realiz6 un Ultimo ensayo para la identificacién de los antigenos que detectaba AcMo ya
sean superficiales o intracelulares, con el uso de epifluorescencia y microscopia
electrdénica, se obtuvo una respuesta positiva por epifluorescencia sin embargo debido a
la baja sensibilidad del ensayo de la microscopia electrénica con anticuerpos acoplados a
oro coloidal se necesita aumentar la concentracién del AcMo.

Se evaluaron diferentes métodos que pudieran apoyar en el diagndstico de la Leptospirosis
humana, debido al alto nivel de deteccidén del anticuerpo monoclonal, pero no fue posible
generar un método que fuese reproducible. Sin embargo, se observd una respuesta
favorable al diagnostico de la leptospirosis al utilizar sueros de conejo y/o cerdo, lo cual
puede permitir una posterior estandarizacion. Ademas, los diferentes tipos de antigenos
comprueban que el reconocimiento del anticuerpo monoclonal y de los anticuerpos
presentes en los sueros era variable, reconociendo diferentes epitopos en algunos casos.
Aunado a esto los cerdos al ser hospederos accidentales, son capaces de excretar
espiroquetas por meses o afios (Torres-Castro, et al., 2016), por lo cual suelen presentar
titulos mayores de anticuerpos en contraste con el humano, el cual pese a que también es
un hospedero accidental no logra arrojar suficientes leptospiras como para ser ademas una
fuente de transmision (Ko, et al., 2009).

Finalmente, se esperaba que la microscopia permitiese tener un panorama mas amplio
para poder establecer el tipo de antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal y
establecer un uso de éste con fines especificos.
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9. Conclusiones.

Se cultivé un hibridoma y se mantuvo en cultivo celular, obteniendo anticuerpo monoclonal
(LTGD7) especifico que reconociera serovaridades de Leptospira spp. Se purifico de
acuerdo a la clase y subclase de anticuerpo (IgG2ab), comprobando una pureza adecuada,
asi como cantidades deseables de anticuerpo monoclonal, suficiente para poder con esto
evaluar y estandarizar un sistema de diagndstico por medio de ELISA (de captura o de
competencia).

No fue posible una estandarizacién de un método de diagndstico por ELISA competitiva ni
de captura, al menos en sueros humanos, por lo cual el anticuerpo monoclonal podria
funcionar para un sistema de diagnostico en otras especies como lo son cerdos o conejos.

56



10. Perspectivas.

El alto nivel de reconocimiento del anticuerpo monoclonal hacia los antigenos presentes
puede permitir un uso alternativo Gtil en otros aspectos importantes de la enfermedad o
aspectos fisioldgicos de la bacteria. Asi como su potencial uso diagndstico en el diagndstico
de otras especies (cerdos, conejos, perros, etc.).

También se puede sugerir como control de reaccién ya que este siempre detectara todos

las serovariedades con las que fue probada.
Es importante saber que se puede utilizar con mezclas de antigenos, y esto no disminuye

su nivel de respuesta.
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12. Anexos.

I. Tincion con nitrato de plata (AgNOs) *

1. Fijacion
Al finalizar la electroforesis se coloca el gel de poliacrilamida en solucion
fijadora por 30-45 minutos a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C.
2. lLavados
Se realizan 4 lavados de 10 minutos cada uno, los primeros dos con
etanol al 20% vy los ultimos dos con agua tridestilada y desionizada.
3. Tren de Tincién
Se coloca el gel en una solucién con 0.02 g de tiosulfato de sodio
(pentahidratado) en 100 mL (.0008 M) por 60 segundos
Posterior a ello se cambia en agua tridestilada y desionizada por 60
segundos.
Al finalizar los 60 segundos se coloca en una solucién con 0.203 g de
nitrato de plata en 100 mL (12mM) por 30-35 minutos.
Al final se coloca en agua tridestilada y desionizada por 10 segundos.
4. Revelado
Se coloca en la solucién de revelado, cubriendo perfectamente el gel
(100 mL aproximadamente, dependiendo del contenedor), hasta que se
visualice adecuadamente el marcador de peso molecular y el patron de
bandas de las muestras, cuidando que no se vele o se manche, para
detener el revelado se adiciona la misma cantidad de solucion de paro,
que de revelado
Posterior a ello se puede dejar el gel en agua tridestilada y desionizada
0 se puede secar para su conservacion.

*Todos los pasos se realizan en agitacion constante. Todas las soluciones se utilizan solo
una vez, son preparadas 1 minuto antes de su uso y en proteccion de la luz. Los
contenedores donde se preparen los reactivos y se coloque el gel, no deben tener contacto
con sales o detergentes y deben ser previamente lavados Unicamente con agua tridestilada
y desionizada, se recomienda que sean exclusivos para la técnica.

Soluciones.
Todas las soluciones se utilizan solo una vez, son preparadas 1 minuto antes de su uso y
en proteccion de la luz. (excepto el tiosulfato de sodio 0.09M) **
I.  Solucién fijadora. Se prepara una solucion al 30% de etanol, 10% de acido
acético y 60% de agua tridestilada y desionizada.
II. Solucidn de revelado. Se pesan 3 g de carbonato de sodio y se disuelven en
100 mL de agua tridestilada y desionizada se mantienen a 4°C hasta el momento
de su uso, al momento de usarla se adicionan 250 pL de formaldehido al 37% y
125 pL de tiosulfato de sodio al 0.09M™
ITII.  Solucion de paro. Se pesan 4 g de TRIS base y se disuelven en 100 mL de
agua tridestilada y desionizada y se agregan 2 mL de acido acético.

Xk
(Se puede preparar un stock con 0.15 g de tiosulfato de sodio pentahidratado en 6.25
mL de agua tridestilada y desionizada)
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