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CAPITULO I
INTRODUGCION

El desarrollo de enticuerpos monoclonales conjuga une
serie de conocimientos diferentes y no relaciontdes entre si,
tales como: cultivo, genética, metabolismo y biocuimica de -
células tucoreles, esi como exvresidén de los genes para inmg
noglobulinas. fetualrente los anticuerpos monoclonales se es
t€n usando para resolver problemas précticos y hecer investi
gaciones en areas tales como: enfermedsdes causades por nie
eroorganisros, pruebes clinicas del laboratorio, células cen
ceroses, estudios de las diferentes células cue perticipen
en la respuesta inmune y otras dreas de importancia pera la
selud (24).

La técnica de le formascién de hibridomes, descrita por
iohler y NMilstein en 1975, permitié a los inmunblogos prepa=
rar grendes cantidades de enticuerpos oue son completanente
honogéneos cuinica, fisica e innmunolégicemente (7).

La idea centiral de la iécnica es el fusionar una célu-
le normel, productora de anticuerpoes, con una célula de nie-
lorma, con lo cusl se obtiene une célula hibrida capaz de ro
ducir el anticuerpo cue formaba la célula normel y oue con-
serva ademéds la czpecidad de crecimiento ilimitedo de la cé-
lula de mielome. 4 la célula hibrida se le conocs como hibri
doma. Zstas moléculas se libran entonces de reacciones cruza
des y de inespecificidad (20,91).

Le demostracidn de lz actividad de loc snticuerpos mo-
noclonales en los ciferentes determinantes antigénicos 6 epi

topes, son mosirados por nétodos como; inmunoblot, hemagluti
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necién, coaglutinacidn, ensayo inmuno enzindtico (ZLISA), -
electroforesis, SDS-PAGE, etc.

Los enticuerpos monoclonales ectuen especi{ficanente en
cade determinante antigénico de Ischerichia coli, este beete
ria produce enterotoxinss aue causen une gran veriednd de epn
fernedadess dlarreicas, que ven desde una grave enfermedad de
tin0 cdlerz, observade tanto en nifics coue en edultos, haste
el cuadro menns greve, conocido coma "disrres del turista®,
observeda con frecuencie em héxlco entre viajeros norteameri
cenos (8,33,37). hsi, tenemos los anticuerpos monoelonsles -
producides pare los determinentes sntigénicos de 1o pered cg
luler de Escherichia coli, compuesta por 3 pertes principee
les: Polisecfirido 0, regidn centrel y l&pide 4 (37). En eg-
tes partes, los enticueryos momocloneles se obtienen a par-
tir de mutentes de Escherichis coli y estos inhiben lao acei-

i ap——

8n do los detercinantes entigénicos y sus subunidedes,

En la parfte estructurzl de Zscherichia coli, el pild 6
fimbrias, los cueles producen sdherenciec o las célulsp del’
huésped, se producen enticuerpes pera inhibir esta carccte-
rietice, coctuendo en los receptores del pili (37).

Escherichis cold enterotoxigénica (2TEC) produce 2 en-
terotornincs aque son: una toxine termolédil (IM) y la toxina
termoestable (TE) (37), donde la vroduccidn de enticuere-
pos monoclonales para enterctoxines sirven vera carscterizer
les e inhibvir cu ectivided, También se producen coatra les
diferenies protefnas, enzimes, en le sintesis de nuelebtidos
y en le respirncida eerebin.




CAPITULO II
OBJETIVOS

~ El presente trebajo tiene como objetivo primordisl -
investigar, informer y difundir los aspectos técnicos fe un
nuevo procedimiento propuesto, denominado "Obtencién de enti
cuernos moncclonales a partir de los difereaies determizan- -
tes antipgénicos de Escherichia coli", tomando como base la -
técnica de hibridecidn de Rvhler y kilstein.

-~ Otra meta es le enunciecidn de las ventsjas y desven
tajas de los anticuernos monoclonrles, para su utilizacidn
como antisuero en pacientes con droblemas inmunitarios, asf
como en el dimgnéstico y tratamiento de las enfermedades pro

ducidas por Escherichia coli,



CAPITULO III
GENERALIDADZES

3,1, ANTICUERPOS MONOCLONALES
3.1.1 CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INUIUNE

Ia respuesta inmune juegad un pepel inportante frente a
los egentes infecciosos y desarrolle una proteccidn contra =
los nés petégenos de nuesire medio, Los maticuerpos son geng
redos en respuesta a sustancias extrafias 6 antigzenos, sdemés
sirven como remctivos efectivos para el diegnéstico y trate-
miento de muchas enfermedades (Z4),

La especificidad del anticuerpo pera los entf{genos, es
debido a cue reconocean partes discretes de le molécula cono-
cidos como "determinanies antigénicos". Cada ant{geno tiene
un ninero limitedo de determinzntes; asf{, une proteina como =
lz alhimina, tiene de cinco & seis, EIstos deterninantes, en
general, corresponden a la pared de la molécule expuests en-~
una estructura tridimensional nativa,

La cepacidad ¢e indueir enticuerpes por un entigeno dg
do, depende de fectores bien conocidos (por ejemplos peso 120
lecular, presentecidn, vies de inoculacidn, dosis, etc) pero,
a nivel de sus determinentes entigénicos, cada uno de ellos
tiene una inmunogenicidad diferente, cue depende de su ese=
tructura oufmice y de la composicibn genética del animal in-
nunizado (20).

En ¢l ceso de cue €l estimulo aatigénico sea dedo por
varios antigenos diferentes 2l nismo tiempo (por ejemplo un -

microorgenismo), la respueste contra ceda uno de los entige-



nos va o depender, aderds de los factores antes mencionsdos,
de la concentrecién rels<iva de cada uno de ellos, asi como
de una serie de influencias que itiene la respuesta inmune p2
ra unos u otros aznticenos (comretencia antigénice, coopersci
én, cupresién) (20).

De acuerdo a la teor{s selectiva olonal de Burnet, un
linfocito B exnresa en su nembtrasa un solo tipo de anticuer-
po oue le sirve de receptor para el antf{geno, y los descen-
dientes de ese linfocito siguen expresando el mismo receptor,
formrado lo que se llama una clona de linfocitos. La capaci-
dzd de former un millén de anticuerpos diferentes, se debe &
oue existen en el orgenisno un milldén de clones diferentes.

Cuendo un zaimel es estinmulado por un antigeno, cede -
determinante antigénico activard o las c¢lones cuyo recevior
le sea complementario, Esta complementariedad puede ser dese
de muy buena hasia regular, de lo cual resulie oue los anbi-
cuerpos producidos cubren una guma de afinidcies que ven deg
muy 2ita a baja,

El ndmero de cloaes ocue active cada deteruminante anti-
zénico 6 epitope es variable, pero en genercl es clto (enire
13 y 30), Cada enimal responde con clonag diferentes al mis-
no determinente entigénico, observendose también entre indi-
viduos cue teagen su informacién genética idéntice (20),

La respuesta del receptor de un linfoeito 3 con un an=-
t{geno, si sobrepasa cierto umbral de afinided, dard como re
sultado nue el linfocito se active y se treasiorne en uaz cé

* lule plaspmética, liberendo el anticuerpo. L1 principio, la =

célule plasndtica produce anticuerpos Igk, despufs cembia a



la produccidn de IgG, pero sin variar la esnecificided de an
ticuerpo y después puede cenbiar a le produccidn de IgA § Ig
E, sin verisr tempoco le especificided del anticuerpo (20, -

51),
3.1.2 PRODUCCION DE ANTICUERYOS MONOCLONALES

Primero se inmuniza un ratén con el antigeno desesdo, -
luego me extreen los linfocitos del bazo y se fusionun, me-
diante el virus Sendei 4§ polietilenglicol (como agente Tusio
rante), & une linea celular del retén deriveda de plasmoci-
t08 tumorales denominados mielopas, porcue invaden iz médula
6sea (Tabla 1) (20). La lines celuler en divisidn active, sg
lecciona de acuerdo @ dos propiededes dintintés: (1) felta ~
de produccidn 4 de secrecidén de inmunoglobulina y (2) cerea-
cia de la setividad de 1e enzime hipoxantine fosforibosil
transferasa (RGPNT}, oue es la cue incorpora el anflogo téxi
co. Esta enzina, forma parte de un cemino biosintético de =~
pintesis de dcidos nueleicoe, oue tienen todas les célules -
de mamiferos y oue funciona cuendo se blocuem, con cminopte=
rine, la via normel de sintesis de 4cidos nucleicos, por lo
tento ee incapaz de crecer en medio de HAT, aue contiene hi-
voxentina, sminopterina y timidina, las célules HGPRT no e
den usar hipoxantina exdgena para sroducir purines. la amie-
nopterina blocuen la sintesis endbgena de purines y pirimidi
nes y las células mueren, pero los hibrides resulicates sf -
pueden crecer en medio ée HAT, y las clones aue secreten el
enticuerpo desezdo son susceptibles de ser identificedos y -
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puestos a crecer, La fusidén con le célule tumorel vuelve in-
mortel al linfocitn del bezo del retdn, cue desde entonces «
crece indefinidumenie, in vitro (Fig I). También pueden ser

implantados en ratones y ser nentenidos mediente trasplantes
seriados de los tumores. Como todes las célules deriverédn de
un dnico linfocito, los anticuerpos sue se proéucen serdn 0]

noclonales ¥ de alte pureza (13,17,24,28,45,54).

TABLA I

ORIGEN DE LAS LINZAS DE LIELOLA LURINE UTILIZADES PARA Lk
0BITHCION DE HIBRIDOKAS (24).

SP2/0-hg.14

/w0

P3x63-!~.g8.—- NSI-Ag4/I

“\N P3x63-hg
8.653

Fieloma fdapisdo lNutente HGPHT lo produce Io produ-

inducido @ crecer oproduce enti- cedenas H cen ni ca

in vive in vitro cuerpo Proguce I  denas H
ni L

H0PC-21 .~ P3

34243 VENTAJAS Y DESVERTAJAS

Eey dos ventejas prineipsles en la téenica de producci
fdn de anticuerpos monoclonales: una es el terer un anticuere
vo totalmente homogéneo, por lo tento invariable en sus pro-
pledades y ea cantidades précticamente ilimitades; le segun-
des ventaja, es la posibilidad de poder tener un eaticuerpo,

con las ceracteristicas mencionadas, contra un ant{geno pera



PIGURA I
PASOS PRINCIPALES PARA 14 PRODUCCION
DE ANTICUERPOS LONOCLONALES (20)
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el cuel hubiera sido nuy diffcil 6 incluso inposible obtener
un entisuero convencionsl,

tra ceracteristica de los anticuexrpos monoclonales y
cue, nuede ser una veatnja 6 una desventaja, es el hecho de
cue por reconozer un solo determinante entigénico, el cnti-
cuerno nonoclenal nos de una informceidén muy especifica, pe-
ro sélo &e una peruelia darte de la molécule, Otras ventajes

v desventzjzs se describen en la table II (24,38).

TABLA II (24)

VEEDLILS . DESVENDLIAS
Sensibilidad intensa Demesiado especifico
Suzinistro ilimitado 4Tinidud reducida
L1%to gredo de sensibili Disminucidén en la red
dad de complejos inmunita
las aropiedrdes inmuno- rios
cuimices del anticuerpo ‘Disminucidén en fijeei
son capecifices y defi- én del complemento
nides Costo relativemente =

alto en el deszrrollo
de nuevos reeciivos

3.2, ESCHLZRICHIA COLI
3.2,1 DTIOLOGIA

Escherichia coli es un bzecilo Gram negotive no eadoru-

lado, rue nertenece a le fenilis Enterobscterinceze, Usuelnen

te formen indol, y den la reaccidén de Voges-Proskzuer negeti
ve, dunco positiva la del rojo de metilo, lio descomponen le

urec y usualmente no crecen sobre amonio citrato-ager {sger de



Simmons). la geletina no es licuada,

Los microorganismos de todos estos géneros resulten f&
eilments cultivadbles en medios ordinarios y son serobios 6 -
encerobios facultativos, Todes les especies fermehian la glu
cosa ¥ la lectosa, reducen los nitratos & nitritos, y son =
onidesa negetiva y catalasa positiva (8,37,38),

3,2,2 ESTRUCTURA ANTIGENICA

La Zscherichiz coli es un organismo procerionte, mide
alrededor de 2/Am (20,000 Ao) de longitud por 0.§/Am (8000 -~
Ao) de ancho. Se encuentra rodeado de una rigida vared celu=-
lar cue contiene molécules protefcas, lipfdices y de polisa=
cdridos. Por dentro de la pared celular existe une verdadera
membrana celular 6 plesmética, estructura lipoprotefca cue -
constituye una barrera molecular pare el medio externo. Esta
membrana, cue controle la entrada y salide de pecueilas molé-
cules e iones, contribuye &l estableciziento de un medio ine
terno pzra el protoplasma bacteriano, en este nembrana hey -
eazimas vinculades con la oxidecidén de metabolitos oue compo
nen la cadent respiratorie, liediante el microscopio electré=
nico, es posible reconocer regioneﬁ nds claras (llemedes nu-
clecides), donde se encuenire el cromosoma de la bacterie, =
formedo por una sole nolécula circuler de &cido desoxirribo-
nucleico {DNA), fuertemente plegede y empanuetada dentro de
la regifn nuclear. Kide alrededor de 1 mm de lergo cuendo es
t4 desenrollado, y contiene tode la informacién genética del

organismo, El DA se encuentra libre en el orotoplasma y no
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e¢s5td separedo de éste por una membrana nucleey, como ocurre
en la célule eucarionte, E1 DNA estd zdherido en un punto a
lo nembrana plesmétice y rodeendolo, en le regidén nés oscura
del protoplasma, estdn los ribosomes, loe cuales estédn forma
dos por gren nlimero de svartficulezs (20,020 - 30,000) de slre-
dedor ée 250 A°, conpuesios de 4cido ribonucleieo (RMA) y =~
proteinzs, en estes particules tiene lugar la sintesis de -~
proteinas.

El resto de la célula se compone de agua, diferentes -
tipos de RNA, protefnas y otras noléculas nés perueiles,

Ciertas becterias pucden desplazarse mediente finas -
prolongaciones llanades flegelos, cue tienen une sola fibri-
1lla de 100 2° de espesor, E1 flagelo se inserta el cuerpo de
la célule bacteriana mediente une estructurs compleje ocue -
consiste en un geacho y un cuerpo besal. Est4 formado de una
sola clzse de cubunidad proteice, denonminzda flegeline; el «
flegelo esté formedo por la agregacidn de sudbunidedes oue -
formen una estructura cilindricc hueca.

txro orgenelo oue se encuentrz en le superficie es el

npili 6 fimbries, Son més cortos y delgados oue los flazgelos
y al igual cue estos se componen de subunidades proteicas,
Pueden diferencizrse dos cleses, el pili ordinerio que inter
viene en la adherencir de las bacterins sinbibticas & les cf
lulzs del huésped y el pili sexual, ocue es ¢l responseble de
le unidn de las célules donadora y receptore ea la conjugaci
én becterieana (23,76).

Alpunas beeterias producen toxines, les cuzles suelen

clasificerse como exotoxines y endotoxinazs., Les exoloxinas =
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son, por definicién, las excretades en ¢l medio fonde los mi
ecroorgenisnos se desarrollan; les endotoxines, les cue se 1%
veran colrnenie 21 desintegrarse el microoxganisrco,

P1 eriterio n~ue comfinmente se mplice en la difercncia-

cién de les exotoxinzs y eandotoxines se presenta en la fabla

IIT (39).
TABLA III (39)
EXOTOXINLS ENDOTOXINAS
1. Se hellan en el 1fouido en Estén {ntinenente ligecdes a

ocue son cultivedas las bhag
terizs.

Son en exirenmo tdxicas, la
inyeccibn de 3,231 ml nata
peauelios animales.

le célula \acteriana,

Son poco téxicee, La dosis
nortal nera pequelios anima=
les es de 0,9 a 1,0 nl

3. Producen efectos téxicos -~ Producen efectos tdxieos no
altemente especificos en - especificos, como leciones
ciertos tejidos, como el -~ en el lugar de lz inyeccidn
miocardio, los nervios y y fiebre,
1les gléndules adrenales.,

4. Son poco ectableg, pierden Son relativamente esterbles,
rédpidemente su toxicided Coaserven su toxicidad ces=-
por el czlor a 60°C. vués del calentnniento a

60°¢C,

5. Son fuertenente antigéni-  Son débilmente entigénicos,
cos,

6. Presenten les sipuientes - El peciente presenta cinio-

sintomae: elevacidn de la
temperatura, shock, die-
rrea, postracidn, hiperglu
cenia, edema y hemorragia.

mes careecteristicos y afec-
ten un substrato esvecifico

hdenés, hey elgunos otros productos de las breterias =
de neturelesa enzindtice como la estreptocuinase, coegulesa

e hialuronidcea, cue no son téxices por s{ mismes, pero ayu-

12



dan a las bacteries a invedir el organismo.
342,3 DIVERSAS INFECCIONES CAUSADAS POR ISCHYL:ICHIA COLI

Infecciones de las vies urinerias, Escherichia coli es
la ceusante de néds del 755 de les infcceiones de lag vies -
urineries, incluyendo cistits, pielitis, pielonefritis y
bacteriuria sintométice. L2 infeccidén puedé ser escendente,
yendo de la uretra a la vejiga, a los ureteres, pelvicillas
¥y rifones; 6 descendente, viniendo entonces el germen de la
sengre e los tubos urinarios y de &stos & lz vejiga, donde -
cause cistitis (33,47).

Infecciones biliares y peritoneales. Generclucnts es =
posible cultivar Escherichiz coli de un apéndice perforado,
inflamado 6 de abscesos secundarios con perforeacién de diver
ticulos, dlceres pépticas, abséesos subfrénicos 4 de la bole
sa omentel, infarto mesentérico, etc. La colecistitis eguda
con gengrena y perforacidén, se acompaiiz con frecuenciz de in
feccién por Bscherichia coli ({33),

Infeceién neonetal, Bs frecuente cue los recién neci-
dos, esnecialmente si se trate de premeturos, desarrollen =
bacteremia por EZscherichie coli, junto con meningitis y pie-
lonefritis por via hemaibgena. Le conteminaeclén con meteris
fecal y le carencia de enticuerpos globuline gamnma 6 (Igh) -
meterne, son dos de los factores oue hacen one este grupo -
sea especizslmente susceptible a las infecciones coliformes
(33,

Gastroenteritis., Los nifios menores de dos afios desarrg
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llen gestroentiritis, caracterizada por nauseas, vénito y =
diarrea, 4 ceusa de la rdpida deshidratecidén y le correszon~
diente elevada mortalidad, es indispensable hecer rénido el
diagndstico del pedecimiento, aislar los nifjos enferzo3 y =
dar frateniento con el antibidtico adecuado, La Zscherichia
coli no ha sido considerada caeusa dnica de los padecimientos
diarreicos de los adultos. Es probable gue sobrevensa dlia-
rrea debifo & la »roduccibén continua de enterotoxines (33),

YLa razén de la mortalidzd suede ser casi del 30 a 4%,
donde frecuentemente los individuos afectgdos son nacientes
cuyo sistema inmune estd suprimido, como por ejemnlo, los ba
cientes con cencer recidiendo quimioterédpicos 6 terepia ra=-
dlactiva, paclientes con transplantes de organos, recibiende
droges inmunosupregoras y pacientes ouenados, Ia terajrie de
antibidticos es reletivamente beaeficiosa, ya rue los nicro-
organismos desarrollen resistencia & estos y pueden ser ueo-
res las condiciones al encontrar esta resistencie. Es por es
ta razda, cue la inmunizecién pasiva con aniisuero, 8 quizas
con anticuersos monoclonalas, sea una gran 2lternative con-
tra un am>lio espectro de orgenisnmos Gram negetivos {esie=
cialnente con los determinantes antigénicos de Zscherichia
coli) (33,71).
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CAPITULO IV
OBTENCION DE ANTICUERPOS KONOCLONALES FRENTE 4 IOS
DIFERENTES EPITOPES DE E. coli

4,1. LIPOPOLISACARINNS

El aprovechemiento del desarrollo de anticuerpos poten
tes, estéd basedo en la nroteceidn contra un emplio esvectro
de orgenismos Grem negativos (Zscherichin gglg) (21,59)s Es-
tos enticuerpos rezccionen directenente contre el lipopolisa
cdrido (LPS) de la pared celular de la bacteriz. Esta pered
celular esta compuesta de 3 partes princivales (59):

1) 21 polisacdrideo -~ 0
2) La regidén central
3) Lipido A

Un zntisuvero 6 anticuerpo_efectivo de proteccién, debe
actuar directamente contra los determinantes antipénicos co-
munes en muchos microorgénismes. En Escherichia coli, la di-
vercidad antigénice exnresada por el lipopolisacérido O es
substencisl, mieatras el nimero de diferentes componentes de
1e residn central y lipido A es menor (55,59).

Las bacterias mutantes carecen de lipopolisacérido -~ 0
¥y exjonen verias porciones de la regién centrszl y lipido 4.
Les 2 nutantes més utilicades pare producir enticuerpos del
antigeno central son: Zscherichie coli J5 y Salmonella minne
sotz Re 595 (32,55).

En un enédlisis inmunocufoico, utilizendo antisuero po=
liclonel contra el lipopolisacérido de Escherichiz coli J5 6

de Selmonella nminnesota Rc, el anticuerpo ateca 21 glicolipi
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do centiral {CGL) de los lipopoliszcdridos, utilizendo este -
anticuerpo pera proteger animeles contre los efectos de bac-
terias heterSgeneas. Bsta proteccidn es posible cue se debe
al efecto antibeeteriel del anticuerpo, a2l cuerpo’neutraliza
dor de endotoxinas & posiblemente a factores en el suero ani
mal, donde se examine este hebilided de reaccién cruzeda con
célulos intectas de Escherichie coli capsular i, antigeno 0
8 purificedo de LPS (21,32},

Los enticuerpos monoclonzles uurine especificos para
el antigeno O de Ischerichia coli designeda como O111:B4, -~
con utiliztdos para deterainar si los LFS son rectlmente el
neyor faotor téxico en la petogzenésis de becterics Gram nega
tivaes y septicemias (21).

Escherichia coli del serotino K1, rebresente alrededoyr
del 805 de tocdes les bacteries aislades de recien necidos
con neaincitis vy dielonefritis., Qbservidndose bhacteriess del
tino: Ol:K1l, O7:Kl y O18:X1, aisledss de uuesiras fecales de
inédividuos senos y de recien nacidos con neningitis. Le O1:EL
es evirulents, mieatras cue las cepas U7:Hl y 018:i71, son vi
rulentas (26,60).

Zn el recien necido, €l tracio gastrointestinal nerece
oer el origen fe Zscherichia coli, pasando a2l torrente sen-
cuineo y de scuf &l sisteme nervio=o central, la bacteriaz K1
puede cer detectats sprorimzdemente en el 235 de l2s mues-~
tres fecales Ge nilios sanos y del 20 a 407 en el recto de in
dividuos Qe todes las ededes. Donde los neonzteles nacidos
de medres portcdorzs de Dscherichia coli K1 llevaen derivados

de ¥1, lea cuel es el organismo pretominzate ea infentes K1 -
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positivo. Por lo tanto nuches nifios tienen beecteriacs K1, pe-
ro solo un porcentaje pecuedo coloniza produciendo bectere-
mia y meningitis (60).

Los anticuerpos especificos para el santigeno 9 de LPS,
son del tipo Iglf, loc cuzles se unen a o< (2 - 8) Zeido poli
N-acetil neurdminico (41). °° Escherichia coli Kl y meninro-
coccus del grupo 2 capsuler, son cufmica e inmunolégicemente
idéntices, por lo cue los anticuerpos monoclonnles utilize-
dos son los mismos (10,15,26,43,60).

Lzs bacteriss utilizadas pera ls profuccién de anti-
cuerpos monoclonsles contra el LP5, son &isledes de pecienw
tes hospitalizados ~ue presenteén las siguientes enfernededes:
septicemia, baeteremie, pielonefritis, meningitis, infeccio-
nes del tracto urinario, y la muestra de un verdén blanco,
cug Eurante sﬁ tratamiento de agemia y sangrado rectal pre-
senthr una geammapatis monoclonal -Ight A, adeinds un cercinoma
en el rceio sigrnoldes y anastomosis aerformadz, incluyendo
sroblenzs reuméticos, lz cuzl es designnde como IOV {41,42).

Une vez aisledas les bacterizs son cultivades en frase
cos nue coniienen 100 m)l de caldo de tripticase soya ¢ en ne
dio de infusién cereuro-corecsén, se incudben o 37°C. en un bg
ifo de &gua, con agitzcidén durante toda la noche. Las bacte-
ries cultivadas son separazdas por:centrifugzcidn y el sedi-
mento es lavedo 3 veces con buifer de solucién selina fosfa=
to {PBS) a un pH 7.4. El sedimento es suspendido en PBS y ce
lentado durante 15) pin, posteriormente es levado 3 veces -
con PBS. Las bacterias son diluidecs de 17 a 20% de trensni-

tencie, medida en un colorimetro y estzs diluciones son zlme
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cenadas afiadiendo timerosal diluido a 1:10,000. las nuestree
se reconstituyen en trietilamina al 0.50% & en }aCl 0.93% (a
cada 2 mg de muestra agreger 1 nl de leCl), y todes les diln
ciones se reelicen.en condiciones estériles (32,43,46). De -
. esttis bacterias obtenenos los plésmidos pET274, llevados a
lz clonzcién de genes pera le profuccidén de Escherichin coli
capsuler Kl. Los plasmidos P6B33 y P6B44 son mutantes gznme~
delta derivedos de PIT274, usados también verz le produccidn
de Escherichia coli capsuler (22).
Los lipopolisezcéridon son obtenidos de los Leningow

coceus de los grupos 4, B3 y C, Klebsiella rneumoniae, Salmo

nells tyohimurium, Streptococcus pneumonize (22,25). Esta ob

tencidn se realiza por 2 procedimientos de extruccién: a) I
todo de Westphal y Jann (Fenol-Agua caliente) y b) Acetonaz
seca. a) la bacteria suspendide en PBS se centrifuga y la ca
pa bactericne se extirse con alicuotes de fenol (a una coacen
{treeidn del 455%), y calenter a 65°c durante 5 min. La fase @
cuosa es dializeda. La didlisis se efectde suspendienco el -
extracto en unc nmenbrene de cclofén y sumergiendola en solu-
cién salina anortiguads, Se cembia la solucidén cada cuetro
horas y la Aif£lisis suele ser completa después de seis cam-
bice, los LP3 son recuperados por ceatrifugecidn a 130,000

X g durante 4 h, y el sedimento es secado y conceledo, b) 4=
cetona sect: la bacteriz es extraida con una nezcla 21 905
de fenol, cloroformo y pétrsleo-eter con un sunto de ebulli-
cidn bajo (2:5:8) y colocarlass en un baflo de hielo duranie

5 win, L2 mezcla se centrifuga y ea el sobrenadanie se en-
cuentren los lipopolisacéridos. Estos se hidrolizen con fLei-
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do acético al 1% y son frzccionedos, en 2 parics, en una co-
lurna de filtrecién Sephadez 650, E1 lipopolisecédrido 0 es

usado a una conceatrecién de 1 mg/ml (59,60).

4,2, PILI 0 FINBRILE

Uno ce los més.importantes fzctores de virulencia de
Lscherichit coli en el tracio urinario, es la capacidad oue
tiene de sdherirse a células uroeniteliales (18,82),

La virulencie fle ciertes beeteriss patdgenzs, no solo
depende de le sroduceidn de joxinac sino también de los "en=-
tirenss de colonizacibn”, cue ectuelmente son conocidos como
pili, En las cepas de Eseherichia coli enteropetégenes, tan-
t0 las enterotoxinzs como los ant{genos de coloniracibn, es-
tén determinedos genéticamente‘por pldsmidos trensmisibles.
Ciertes cepus de Zacherichie coti cepsuler (antfgeno K), son
asociedes con enfermedides invasives en humanos, como sedti-
cenisz, meninzitis en recien nacides y pielonefritis (18,29,
69).

21 »ili, ocue interviene en la zdherencie bacteriane,
se subdivide, segdn sus receptores recueridos psra dicha fun
cién en (18,29,69,75):

1) of-Lanosa sensitive (LS)
2) X -lonosa resistente (¥R)

El finbrise tenbién se subdivide por le capecidad rue
tiene de zglutincr eritrocitos de variass especles:

&) Pinbrice rue causz hemaglutinncisn menosa censitiva

de eritrocitos de cuyos (Tipo 1 fimbrice)
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b) Fimbrize oue no causa hemaglutinacibn (H4) de nin-
gin eritrocito (1C fimbrise)

¢) Pimbrize oue ceusc hemaglutinecién manoca resicten~
te (lRHA) de eritrocitos humenos { 1,16,66). gste'grupo ge =
subdivide de acuerdo 2 los bases de receptores especificos -
que reconoce y son: P, M, S y X fimbrise., El fimbrieé P espe
ci{fico debe =cr msociado con le petogénesis de pielonefritis
(14). El fimbriae P de infecciones del tracto urinsrio de Es
cherichia eolj reconoce o ~galectonsil 1,4~ @ -galzetosa cono
recentor minimo, el fimbriae S reconoce carbohidratos cozple
jos terminende en O-ji=acetil neuraminil-N-acetil grlectosami
na y el Tactor colonizador antizénico puede ser esvecifico
pare 4cido neurasminicn, conteniendo receptores sobre células
de le membrans de memiferos (19,66).

Los pseudotipos del pili son; 14, 1B y 1C. Tl tivno 14
es inmunolégicemente distinto a 1B y 1C, estando estos dos
en infecciones del tracto urinario.

El tipo 1C fimbrise con subunidad de alredecor de 17K,
no dae hemeglutinscién con el contenido de eritrocitos humc-
nos, buey, cebello, cuyos & gallinas, y esto se debe a oue
se edhiere 2 células epiteliales buceles y no 2 células uri-
narias 6 nucosa urinaria (66).

Escherichia coli aisledes de nifios con meningitis neo-

natal son: 06:H13:Hl, grupo B meningitidis y Escherickis coli

capsuleres y en pecientes con infecciones cdel tracto urine-
rio; 09:K103:H- (16,19,29).
Les bacteries crecen en caldo nutritivo, &l cuel ge le

agrege glucosa al 5% 6 en tripticasa soya coa une incubzcién
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de 37°C, tomer la peiicula gue se forma e inoculer en places
de ogar sangre &l 5 y la fase fimbrial es identificzda por
lec morfolocie de les colonias, para lo cuel utilizer un mi-
croseévio electrdnico y la téecnica de aglutinicidn ( 1,18,23
29,67).

Los plésmidos crecen en pleces de eger de infusidn cee
rebro-corazén con la adicidn de So/ug de empiciling, 100/,45
de cloranfenicol, 6 12.5/;;5 de tetreciclina por ml,

Les nuestres del »ili purificedo, son obtenides por el
método de Doold y Eisenstein: les becterizs son lavedas con
HeCl el 0.5% y suspendidss en un buifer de 5 mi! TRIS ( 5 nu
TRIS; Han3 e 0.022% {oH 7.4) ). Bl fimbrize es removido por
medio de ultracentrifugzeibn (227,000 X ¢ dursnte 2 h), obie
niendose el pili en el sedimento. Estos son suspendidos en -
buffer TRIS 52 mi (pH 7.5), nue contiene 2zida de sodio 2l
0,023 y a una concentrzeién de'5 a 10 mg/ml (23,29,66,67).

Las muestres son diluidas 1:2 en puffer de (TRIS 9,123
SD3 el 455, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol sl 10%, azul de -
bromofenol 2l 0.005% (pH 6.8) ). Calentar las muestras & =
10300 durente 5 min, tozer un volumen de SO/MI y depositar-
los en las tires de gel. Les tiras polipeptidiees son revelp

das con acul de Coomassie R250 al 0.25%.
4.3. PROTEIN.LS

Les bacterias tienen un DA nuclear y un RKA encargedo
de la transcrivscidn del mensaje oue reprocduce, trasladendolo

a la ffbrica de proteinas ~ue son los ribosonzs, doande ge -
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traduce estye mensaje y se elaboren las distinizs

oroteinas, ete. (48,52).

enzimes,

trenseripeién
DA === DR} ==emm RFA  ~—== DPRODIINAS ° (x7)
repliczeidn traduceibn

La hebilided de les becterims Gren negatives de invadir

£l kuésped, causzndo infecciones y resistencia a les defene

sug de la s&ngre,
diches tectering, tales cono

exterior y enzimas {5,78).
443.1 PROVZINA recd

Le nrotefns recs jusga
necién genética de homélogos
orotef{na multifuncionel, oue

ATP depencientes de D4, Los

se debe a clertos compuestos presentes en

LPS, proteinas de la nembrana

un napel central en le recoubie
en Lscherichia coli y es una
oromueve una amplie veriedzd de

anélogos eucaribticos de la pro-

tefna reci soa aislados de un hongo. Las actividades de la2
aroteina rech y estos anflogos pueden explicer loe pasos cr{
ticos de 12 recombinzcibén de homélogos en eucaribticos asi
como en procarifticos, Esto d4 como resultado un intercambio
recinroco de informecién genética, entre cromosomas hondlo=-
Z08.

La »roteina rech obtenida por fusién célular, se une
2l D4 siuple aislado (ssDNA), pero la misme proteine no se
une 2l DR4 doble aislado (dsDNA) por ser neutro, pero frag-
mentos de dsDFA se unen & le proteina rech, por medio de un

modelo, en presencia de AT2? y zor cuelrujere de los siguien-
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tes pesos: (1) ssDiA-dependiente ¥ (2) ssDHA-independiente ~
de lo setividad de ATPusz, Los anticuerpos monoclonsles sue-
den ser utilizedos como efectos especi{ficos en el estudio de

les reacciones complejus proporcionedss por 1a protelna rech

(53).
4,3.,2 PROTSINA Tral

Ie proteina TraT (traeTp) de Escherichia coli, ce ea-
cuentrs en lz membrena exterior de la becteria. Esta nrotef-
na es descrrollaéa por un grupo cenjugado de plésmidos, IncE.
Le protefna Trel interviene en’'la exclusidén superficiel del
plésmido y resistencia becteriesna, pero no solo 2 sctivide~
des leteles del suero, sino tewmbién o la Tegocitosis y viro-
lencia becteriel. Zsta proteina‘es desarrollada en bacteries
resistentes a las defenses del lmésped.

Los anticuerpos monoclonales anti-TraT reaccionan con
le proteina TraT de Escherichia coli capsular Kl patbgena,

- mientrss cue con la no patégenz no lo hace, demostirundo oue
esta dltima carece de la sroteina TrsT (5 ).

El plésmido pET137, el cuml es un plésmido hibrido com
puesto de la clona pACYCL84, cue contiene el gea TroT, ¥y el
piésmido pET146 rue es una hidroxilecine deriveda de lo mu~
tente pXT107 y de la tacteria €600 RifT (pXKT146), den origen
a traTp por le purificecién de estas bacterias, las cuales -
son cultivzdes en celdo de tripticasa soya cue contiene, en
el ceso de bacteria cue lleva plésmidos, tetrecicline e une

concentrzcidn de 10 4g/mls Los plésmidos son obtvenidos de -
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les beeterics aislades de pacientes hospitelirados rue pre-
sentan septicemie, infeccioneés en el tracto urinario supe-
rior (UTI) y de niiios con diarrez (5).

Ila protefna TraT es outenidsn de la menmbrang de las bag
terics de Escherichia coli €630 Rifr, le cusl es extrafde -
con Tritdn %-102 al 2%, E1 tritdn X-100 es un peterizl inso-
luble y sudsecuentemente solubilizado por incubaeidn e 2 h
a 37°C, en buffer TRIS-HCL 2l 0.125 i {pH 6.8) y sodio dode-
cil sulfato (SDS) 21 2% y fraccionado por cromctograffz en
columna Sephacryl $-200, y estabilizada con buffer TRIS=gli-
cina (0,025 I de TRIS, gliciae 9,192 I, 2 un 24 8.3) ¥y SDS -
al 1%, Se filtra y obtenemos 159 ml, los cusles contienen la
proteina tralp, y cada ml es denositado en una bols: de colp
dién, Pure meyor pureza de la protelna ee pesa por una segun
da coluuna Sephecryl S-200. La regién de la el oue contiene
treTp es homogeneizadn y extraida con volumenes de 10 ml de
buffer (TRIS de acetato a 3,35 1 a un pH 7.8, mercaptoetenol
0.01 1i y SDS &1 1%) & 4°C durante un periddo de 8 h, adiciow
nar urea & una concentracibén de 6 i y las nuestris de SDD/ul
con depositedos en unz bolsa ée colodibn, El meterizl insoly
ble es removido por ceantrifugecidn, y los sobrenadantes del
fluido son éializedos con buffer TRIZ-HC1 0,125 I (pH 6.8),

obteniendose ls »rotefna traTp pura (5.).
4,3.3 PROTEINAS RIBOSOMALES L7/112 y L2

la proteina 1L7/L12 estd presente en la subunided 53 §

del ribosoma de Escherichia coli, donde L7 ce refiere & la -
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forme de translecidn de N-ocetilezecidn de I12.

Los snticuerpos monoclonales producidos, anti-L7/112,
sirven nara identificer los diferenies epitopes de la protefl
na; uno ean el N-terminal y el otro en el C-terminel dominan-
te de 1la »roteina, Estos znticuerpos inhinen ls sintesis de
nolifenilunina dependiente de GTPase y el enlece prolongado,
ea el ribosoma, del fTactor TF-G (56,70).

Otra protefnt ribeosonzl es 1la prote{na 12, con 272 emi
nofcidos y un neso molecular de 29,730, Estd proteina inter-
viene en la Tuncidn del ceniro peptidiltransieras y tanbiéa
en asrectos del ciclo de la sintesis de protefnas {50).

TLas protzines ribosomrles son extraides de les subuni-
dades 50 3 con 4cido zeético 8l 674, son dialisedns y liofi-
liradzs con dcido acético gl 67l. Les protefnes con disueltes
a una conceniracién de 8 mg/ml en un buffer gue contiene
urea 6 17, I:aHz?O4 e 9,05 1, met}lamina 12 i y 2=nerczptoeta
nol a 4 mt (pH 6.5), y son colocadas sobre la columna de fog
focelulosz, la cual es levada y estebilizada con ¢l misnmo
bulfer. Les proteincs son entonces elucionedas con un groe
diente linear de HaCl 2 - 0.5 I en 3 litros del mismo buffer.
Les fracciones oue contienen las arotefnes son dializedas,
liofilirzdss con fcido acéiico al b¢, Las proteincs son puri
ficades mediante cromatografia utilirando un buffer de urea
6 i {56,70).
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ho4. . THITAAS: .
4.4,1 PIRUVATO OXIDASA

Bs ﬁna flavoproteina deshidrogenade acociedd con la ca
dene respiratorie cerébica de Ischerichia goli. Lu enzime eg
telize la descerboxilacidn oxidativa del piruvato o ucetnto,

'y reduce 1= ubicuinona ~ B en 1la membrzna citoplésmetice. Es
te enzima unids a 1fpidos, ve a tener efectos dristicos en -
sus propiededes cinéfices debido u esta unibn, Lz fornme 1ipi
dica cetive de la flavoproteinz, tiene un ninmero ce eulzces
de 20 2 3) veces més prande oue la forme inactive de la enzi
na,

Bl niruveto oxidosa pucde tembidn ser "protemsa netive
da", cuanso exnopenos a chymotrijsina (Climotrinsine) en 1z
sresencia del sustrate y cofrctor, piruvato y pirofosfato~ _
x52+-Tiamina. la forme modificrda proteasa de la entine es
zctiveda nor lipidos, y la presencia de lipidos esntes de la
adicidn de la wrotemsa nrotege contrz la proieolisis (3.).

Los enticuerpos monpclonzles obtenidos inhiten la inac

tivecidn y formes lipides gzctives de la enzima (3.).
4.4,2 RUA POLINERLES

Bs una enzima oligowdiriea (11}, esta formada de 4 di-
fereates subunidedes, ¢, @, @‘, v ¥, laoc cusles sirven r2
ra sinteris de R4 (11,64,72).

1 RIA polipermca, es jreperato pver el méitodo de -

Burgees y Jendrisak. La haloenzima y le »olimerzse centrzl -
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son separades por cromatogrefia, Le concentracidén de la pro-

~-teina es determinada utilirando la extensidén de los siguien-
!

tes coeficientes: polimerasa central E »

1
283 no = 5.8 y de la -

1

haloenzima Zyn, = 6.7 (64).
4¢4,3 GIUDAIINA SIRTETASA

La L-glutenmineg y el L-glutameto son de fundementsl im-
nortoneie nera lz biosintesis de los aminodeidos en todrs —
les formes de vida; en enimales, plentas y becterizs. Le ein
tesis de glutemine es catalizeda nor glutonine sintetesa, la
cual es una enzing mitocondrial presente en gren cantidrd en
el tejido renel.

Lz sintesis fel enlnce swfdico de 1o rlutznine se lle-

va o cebo a exsensis de la hidrdlisis de un enuivalente ATP

en AD? y PL (49). Glutenine sintetesa S
00C - CH2 - ?HQ “HA\_ . . H20 HQN -C - ?H2
w0 < -
Wiy = G s’ gave Hyft - od
€00 + Pi o0~
L-glutzmato Leglutening

Esté glutauina sintetase tiene un peso moleculer de -
637,000 ¥ esta compuesta de 12 subunidzdes idénticas, coloca
das en dos circunferenciss hexagonales y existen en varias -
formes: sin adenilecidn, con adenilacidn, y en la presencia
de Kn2+ é H52+, 1la enzima es catién divelente (tenso) donde
sus grupos no sulfhidrileos reaccionan con resctivos sulfhi-
drilos y cuendo la forma cztién divalente es itrateda con =
BDT4 6 por didlisis exheustive, la enzima es convertide a u-

ne configuracibn cetelitica incctiva (relajeda) (12).
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Las preparaciones de glutamina sintetese con obtenidss
de Escherichia c¢oli bajo condiciones de limitacién de nitré-
geno y exceso Ge nitrégens, purificedes por precipitacibn -
con Zn2+, seguido por acetonz y aciﬁo (1o )2v0 . Dos de lss
oreparcciones de le enzima, thS (27 4 mg/ml) y IGGS11 5
(21 ng/nl) son elmecenadas en bu41er de lig-Hepes (pH 7.2, -
KC1 120 mii, MgCl 2J mky, EDTA 12 @ll, y czida de sodio a1l -
0.02%), ¥ utiligadps pare la arcpazrecidn de las siguientes -

fornxs de glutamina sintetasa. La forma relajcda Gol 2 ©

preparade por didlisis de LgGa con buifer cue conticne He

1,2
pes & 20 mi (pH 7.2), KCL 190 mll y ZDTA 2 1D . Le enzima =
relajedz es disocimda en monomeros Gsi p POT didlisis con el
buffer discciador (19 mlii de THIS, EDTA 10 mk, 2-mercaptoete-
nol a 143 m’, urea 1k, pH 8.5). La enzima oxidesa csz 5
obtiene eseacizlmente por el procedinmiento de Levine; 4 ng
de GS1 2
en 20 ml de inmidazol 20 =M {pH 7.2), cue contiene KCl 2 10D
o, La forma KSOXGS.
de GSl a

R-sulfoxiamineg en .6 nl del buffer lig-Hepes (12).

se

son incubedos con 5o/nm Fecl3 y eccorbato a 20 ml -

1.2 es prepercde »or inectivociba de 4 ng

en la presencia de AT? 3 mil y Leretionine-S 3 ul,

4.4.4 Dith POLINERASA

Z1 DA solimerasa III es uxne heloenzime prescante en el
ndcleo y es resnonseble de la Suplicacidén de los cromosomzs.
Zntd enzime tiene miltiples szetividedes catalfticzs, una ese
tructure conpleje y un reouerimiento nor loa trifo:fatos de

los 4~desoxirriboauclefsidos de ecenine, guenina, citesine y
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timina, Bl pepel princinal de esta polimerasa es esegurar lo
fidelided y reperar, nés ocue duplicar, el DNA (82),

Ia ensima DNA polimeresa IIX, contiene un centro com-
puesto de 3 subunidades ¢, E ¥ 69. Las sutunidades auxi-
liares son (5, ’f‘. 5 r Y \", rue confieren lzs propiedades
recnerides nora le replicecidén netural de los cronosomas de
3scherichia coli, los anticuerpos atacan lz subunidad = de

1la encima y son de le clase Igi (27,82).
4.4,5 RIBOWUCLLOTIDO REIUCTASA

Lla sintesis de los desoxirribonucledtidos purinicos y
pirinidinicos, ocurre por reduccién directa del carbon 27 -
en la fraccidn ribosa del corresvondiente nuecledtido y no
por la cintesis del nucledtido purinico entero, utilizendo
un endloro 2'=-desoxi del l-pircfosforribosil-S=fosfeto (PP:;
btosaP). Le reduccién en el carbono 2’ ocurre 5616 después de
rue los nucledtidos nurinicos y pirimidinicos han sido con-
verti¢os en sus resnectivoc nuclebcidos difosfetos. ¥n elgu-

ans bzcteriss se reouiere de 1la cobelamina {vitamina B na

12)
re este proceso reductor, auncue no se renuiere peéra la mise
ne resccidn en los seres humanos. La reduccién de los ribony
cleosidodifosfatos es una reaccidn compleje en los memiferos
vy cc cetelizade nor el ribonuoleétido reductase, y reacuiere
de tiorredexina (un cofector proteice), tiorredoxina reductz
sa (una flevoproteina) y 34D7H (como cofactor) para realizer
1a reduceidn (17,37,48).

21 ribonucledtido reductesa esia formado por 2 subuni-
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dedes no idéntices llemedas protefna Bl (P, 170K) y le pro-
tefna B2 (P1:, 87K), consisiiendo ceda une de Gos catenas Do~
lineptidas idéntices {2i).

la subunidrd Bl contiene 2 sitios, aparentemente idén-
ticos, pera sustratos y 2 sitios de efector slostériecos, la
segundn subunided proteina B2, contiene un hierro centrel,
aue consiste de 2 anti-fierro magneticamente unicdo a iones =
Fe3+ nor un puente/R-oxo v un redical tirosil oxidedo ocue -
son estsbles por el hierro cenirel., Zstos radicales son deri
vados de un residuo tirosil de la cadena d0linepvtfdice y es

postulsde a particinar en el proceso catalitico (2),
4.4.6 HROLIGTINAS

Kuchos microorgenismos producen substencias cue disuel
ven a los eritrocitos (hemolisinas). La hemolisina se idénti
fica como una srotefna de 107,300 dalton (107 K) derivada de
diverses bacteries gramnegetives y espirocuetes (37). le he-
molisis es producide en l&a nmembreng de los eritrocitos, pro-
ducciendo la lisis de estos,.

Los anticuerpos inhiben la hemolisine de Eschericiia -

coli y otros miembros de le familia Enterobtacteriacea (37).
4.4.7 CITOCROIC 4 TERIINAL OXIDASA

Le cadena respirstorie, conocida también como cl siste
ma del citocromo 6 sistema de trensporte de elecirones, es -

una serie de reacciones de oxidacién. La funcibn de este se=
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rie de retcciones ordenndzs, ec nceptrr electrones de con-
puectos reducidos y Yronsferirlos el ox{geno pars forner -
cud, Dste cadena la formen enzimes cue tienen grupos nrosté-
ticos 4 coenzimas y pueden ser considerados coma las pnries
cotives de lcg enzines (65), . ) )

Bl grups prostético de un citocromo, es un derivido de
heme y contiene un solo 4touo de hierro, ceusante de lag aro
nicdndes oxidentes 8 reductorss de la enzime, los citocronos
se dividen en tres categcorias nrincizales: citocrorno a ¥ a3
6 citocrouo 4 temnincl oxidasa, citocromo b y citocromo ¢ ¥y
ey (39,139).

Los citocronos a y 23' forman psrte del citocrono oxi-
dasa, el cual se releciona con el transporte vectorial de -
electrones atraves de la membrana.

Bl citocromo oxidesa este formado sor 2 subunidedes, -
la subunided hidrofdébica {protéolinides), 1z cual se sinteti
z& por intermedio de los ritosomas mitocondriwles, y 1o sub-
unidad hiérof{lica rue se originz en el citonlasme.

Le utilizecidn de enticuerpos monoclonales contre leg
dos subunidedes del citocromo 4 terwinal oxidasa, se observa
por la inhivicibén del transporie de electrones atraves de la

membrena (46).
de5. ENTTROTOXINLS

La cepacided pera producir enterotdrines no esté res-
tringida a ningln serotipo especi{fico de Escherichia coli, =~

sino cue es el resultado ée un plésmido especifico sobre la
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superiicie de este becteria,

Bscherichia coli enterotoxigénica (ETE2C) produce unz -
exotoxina termolédbil nue esté bajo control zenético de un -~
»lédsmido trznsmisidle. La toxina 14bil (LT) estd compuesta
de néntidos unidcslcon un peso molecular totel de eproximada
nente 86,920, sus subunidades 4 ¥ B tienen diferentes accio-

nes, La subunidad B se fija &l ganglidsido G,, en lzs célu-

las cilinéricos del tejido enitelirl del intéttino delgedo,
esta sernite 1la entrade de la subunidad 4 a la célule, donde
A (21 26,000) sctiva a la edeniletociclase, lz cusl cumenta
noteblemente la concentracién locel ée AlPe ~ue da como re-
sultado una hinersecrecidn intensa y prolongaiz de egue y
cloruros e inhiben la reebsorcibn de sodio., Se destienden -~
las paredes intestinales con los liouidos zcumul#dos, wobre=~
viniendo la hipermotilidad explosiva y 1a diarrea consiguien
te rue contimia varios dfas (237).

La LT es antirénica, y da reacciones crusadas con la
e¢nterotoxina de Vibrio cholerze. La LT estimule la producci-
én de enticuerpos neutralizantes en el suero e personas oue
tuvieron una infeccidn enterior con Escherichia coli entero-
toxigénice (4,21,51,62),

La exotoxina termolébil se divide en LTh y LTP’ oue es
t4n estructuralmente, funcionelnente e inmunolégicamente li-

gafios a le enterotoxina »roduecide por Vibrio cholerze (CT).

Los deierainantes entigénicos de Ct, LT

(4):

h y qu 5on cuatro

1) Determinente daico para une toxina sim)le

2) Determinante para las 3 toxines
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3) Determinente de LTh ¥ CT que estén ocultos pere i,

4) Determinenie de LTh hg LTp cue no estén nresentes en

cT

Ia enterotoxina célera (C%) esté dividide en 2 subuni-
dades (CTP~-A y CT-3), donde estos innunégeros no estén presen
tes en LTh § LTp. La subunidud C'2-B es un inmunbgeno nfis no-
tente oue el CT-4 (4.).

Otra enterotoxina de Escherichiia coli, es 12 enteroto-
sina termoesteble (ST: PI<L5,030), la cual sctiva a la guani
latoeiclasa en las célulss epiteliales del intestino y esti-
nule la secrecidén ée 1lfouidos (7,74).

Hay dos cleses de 5T, les cuzles difieren funcionalmen
te y estructuralmente: le primere ez soluble STa (5T 1), pro
duecide por humanos infectzdos con Escherichim coli enteroto-
xirénica (ETIC) y activedes en ratones de criz, la secunds,
es insoluble STh (ST II), la cdﬁl se encuenirc en porecinos 3,
en casos muy especiales, sislados de hummnmos (31,35,74).

hLparte de l&s enterotoxines LT y ST, la Zscherichia oo
1i produce otres toxinas, estcs toxines se relieren a verotp

zine § Shirelle dysentericze I (toxinea Shige 6 SLT), este coa

tiene una subunidad A4 y diversss copias de una subunided B.
El estudio con el prototipo de toxine Shige indica ocue
le subunidad A contiene la porcién biolégica activa de la ip
xina y la subunidad B contiene uniones de componentes,
L2 SLT de Escherichis coli debe considerarse como un -
nosible fector de virulencia en la petogénesis de enfermeda=
des de diarrea, colitis hemorrigica y sindrome urémico (58).

Ias bacteriss aislades de pacientes con disrres soa:
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la Escherichia coli 64111, Escherichin coli HE22 (pn2) ¥ Zs
cherichia coli HE1X2 que son cultivadas en dlicas de agor cue
contiene 30 pl de medio de fcido casemino &e entrecto de le-
vadurz y son incubedas & 37%¢ dureate 16 2 18 h con movinien

{0 de rotacidén a 200 rym. le tzeterie Yersinim enterocol{ti-

ez es trmbién cultiveds pero a 25°G durante 48 h. Después -
se centrifuga & 3,300 X g por 10 min, los cobrenadantes se -
celientan a 65°c durznie 3J min y se congelan en porciones -
igusles hests su ulilizscidn, isi, obienenos de Lscherichias
coli 64IIT enterotoxinas termoesiables, de Zscherichin coli
HE22 (LTh) y de ME12 LT y la toxina ¢T se obtiene a partir
del Vibrio cholerze 569 cultivade (4%,51,74).

Les subunidrdes A y B de LTh son eialedes POr crouweto-
srefie en columnns de Biogel P6J, estabilirzdes con urea 1 L
~glicing 0,1M=HC1l & un pH 3.2 (4).

En el caso de lz toxina 3T, es purificzde dor el zéto-
do earbodimide & nor utilizecién de glutereldehido como un -
rexctivo de enlace cruzado, ST es disuelio en suero slbumina
de btovino (BZA) & con 25 mg de surificsdo CTB en le precen-
cia de carbodinmida y es congelsds a -70°C hesta su utiliseci
én {14).

La toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo I 60R y -

SLT de Zscherichie coli H30 sgon usadas como controles y ce =~
almacencn & —7000, menteniendoles en el leboratorio, hecien-

do nuevos cultivos en pleces inclinedes de trinticesz soya =

(73).
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4.6. PRODUCCION DE ANTICUZRPOS HONOCIOWAL®S (MAbs)
4.6.1 IMUNIZACION .

Eey dos sistemes de inmunizacidn, Bl srincro utilize -
ratones BALB/o de 3 a 8 senmmnus de necidos, loc cukles estén
innunizados con una suspensidn cue contiene el entigeno espg
%Lrieo (ver tabla IV) en NaCl, Une dosis de 107 bacteriz/ml
es inyeecieda intreperitonealmente a cedae ratén durente 4 me-
ses (con intervalos de 2 semanas), 3 dias entes de le fusidn,
se inyecta uad dosis, de la micma meners, utilinando une sug
sensién de 108 bzeteriz/ml.

Zn el sezundo sistemz, se inruniren los retones inira-
seritoneclunente 2 veces por sewmznd, dursnte 4 scemenas, con =
le suspensién del entfgeno especifico (ver tebla IV). La pri
mera inyeccién es deda con adyqvante conpleto de Preund, y -
desnués de un mes, el ratén es »eforzzdo, intreperitoneclmen
te, con la suspensién especifica, pero con edyuvenie incom=-
2leto de Freund,

4,6.2 HIBRIDACION

Une vez que en el retédn se termind el esouene de.innu—
nizacidn, se sacrifica y se extrae el bazo. Les células del
bazo son fusionzdzs con la linea celuler de nieloma especi{fi
ca (ver tebla IV). Utilizendo polietilen glicol, como egente
fusionante y clonados por ¢ilueidén linmite, les clonas obteni
des en plects cue contienen medio HAT (hipoxentine, eminopte

rina y timidina). Después de 6 dies de crecimiento, l&s clo=-
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TAB:

Platrie s

ARTIGENO

1.~
2,-

3.-

Se=
6.-

8.-

10,-
11, -
12,~

13.-
4.~
15.~

16.-
17.-

18,-
19,-
20.=
2l.~

22,=
23-'

dependiendo del antigeno especi{fico.

Escherichia coli

€620 RifT {pKT146)

Bscherichia coli -
J5 LPs
Escherichia coli
0111:34

Grupo B meninco-
coccico
Escherichia coli
Rl

CP4/I pili

?ili

Fimbrial crudo

Fscherichia coli
(01J1:K32¢H™ K33~
1F41%)

Proteine Trafl

Protefna rech

Protefna L7/L12

§ L2

Piruvato oxidesa

RWA polimerzsa

Subunidad fy

de RIA polimeraca

DilA nolimerzsa

Glutenina Sinte-

tasa MnGST s

Ribonuclestido

reductesa

Citocromo d oxida

sa

STa 6 STy

sT

LTh ¥y CT

SiT

HIELOIA

X63-458.653

PA-363-4g8.653
é 5p2/3
KS-1 liurine

%63-hg3.653
Sp2/0

NS1/5p2

502/0~4814
Sn2/3-4g8 &
Sp2/0=-4g14
Sp2/J=Agl4

%63-4£8.653
P3X.63-4£8.653
Tinocitos ¥
Lecrofegos
Sp2/d-Aglé
P3/4£8.653
P3L63-4£8.653

23163-A£8.653
5p2/3-4gld

P3~%63-Agd
5p2/2-4c14
5p2/0

FO

$p2/0-4gl4
Sp2/3-4£24
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SISTELA DE
INNURIZACION

IV. Los sistemes de inmunizecién y mielomas, se utilizan -

DOSIS

20 /ug

20 mg
2.25 ml

20/43
> X 108 bee
terie/ml
2,5M8

10 HMe
50 ‘g
50 Mg
5 % 10° beg
teria/ml

20 pg
100 pg
1 ok

100 Me
ay4a He

g
™

100
100

100



nes son seleccionedes para la produceién del fluido aseftico

Ls linez celulzy nieloma y hibridomas son muntenidos
en fruccos de cultivo con medieo Delbecco modificado Zagle, -
Bl cultivo celular crece & 37°C en un incubzdor hémedo cue
contiene 7.5% &e €O, {56).

4.6.3 FLUIDO £SCIVICO

Los hibridomes obtenidos después de 6 dfes de creci~
miento, son inyectados a un . rztén previemente tretado con -
2,6,10-4=tctremetil pentadecano (PRISTANE) e irredizdo con
53 = 450 rads. A l29 24 h de ser irredisdo, el ratén es in-
vectado intraperitonesimente con % ¥ 106 células hibrides en
0.5 - 1 m} de solucién saline, Bl fluido ascitico es extrai-
do desnuds de T a 1) dies, utilizende una eguje de calibre
18, Los lividos son removidos éen Freon 113, e inzctivados ~
coipletenente nor incubscidn gel fluido ascitico a 56°C du~
rante 30 nin,

Los anticuerros monoclonales son purificedos mediante
arecinitzeidn con sulfzto de emonio seturado el 50%, E1l préee
cipitedo es disuelio en solucién selina, dizlizedo y congels
do a =70°¢C.

Por medio de cromstografis se puriiiéan los anticuer-
pos, en una columna Sepherosa (l-6B, una vez corrids la co-
lumna, es levada con 30 ml de PBS (pH 7.4) y los anticuerpos
son elucionados con glicina-HCL a 9,2 it (pH 3.0} & coa HaCl
0.5 N. Las fracclones (de 1 ml) cue contienen el anticuerpo

son neutrelirzades por adicidn de 40/#1 de buiTer TRIS-HCL =~
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1N eunpH 8.8,
Los entiouerdos son dializedos con bhuffer TRIS-EC1 -

401 150 ml, ¥
son concentridos por ultrefiltrecidén eproximademehtie & 20 pi

10 m & un pH 7.2, ecetzto de megnesio 1 mi, JH

comoles//u\l y elnmecenedos & -20%.
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_ CAPITULO V
TECNICAS PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS 1OKOCLONALRS

5.1, TECHICAS DE AGLUTINACION

Lz bacterie es cultiveda en celdo L, e incubeda a 3700
durente tocCe la noche. Z)l desarrollo obtenido se suspende en
un buffer de solucidn selina fosfeto (PBS) y se incuba 1 h e
10000. Posteriormente, edicioner a la sussensidn solucién de
sefranina &l 3% y formaléehido 9,055, Tomar de la suspensidn,
alicuntts cde §D/ul y depositerlos en cazda pozo, los cuales -
contienen 52/41 del anticuerpo monoclonel diluido en forma -
seriade. Las placzs son selladés, agitedas e incubedes a 500C
durante 16 h, La eglutinacidén positive se observe cuendo la
red de suspensién beeterisl estd distridbuidz uniformemente -
en el fondo del pozo, y cuando esté en forma de botén,la a-
glutinecién es necetive (13,35,52,56).

5.1.1 HENAGLUTINACION PASIVA

Tsta técnica consisie en:

1) Sensibilizacién de eritrocitos de guajolote, lLos =
eritrocitns de gurjolote son fijados con formzldshido y tra-
tados con deido ténico, El siguiente paso es la sensibilize-
cién de los eritrocitos con une dilucién opiina (determinede
por titracibn) del antigeno & del snticuerpo monoclonal,

2) Enseyo de hemaglutinecidén pésiva, Prinmero se hace
une solucién de PBS 3.1 Ii (pE 7.2) ocue contengn suero normel

de guajolote 21 1% inactivedo por calor, esté solucidn es
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tritiede con 4 § lO/ul de una dilucién inicial de 1l en 4 6 1
ea 10, respectivamente, en plecas nmicrotiter (75/ul por pozo)
Hacer une suspensién al 19} (2§/u1) de eritrgcitoa sensibili-
zedos disueltos en PBS 0.1 i (pH 7.2) aue contiene suero nor
mal de conejo 21 1% inactivado por calor, estd suspensién es
edicionada & cede pozo, egitendo suevemente. Finazlmente, las
nlaces son cubiertes e incubadas 30 nin & fenperatura ambien
te, ¥ son leidas, Dando un resultzao positivo, cunndo la a-
glutinegecibén se encuentra uniformemente distribuida en el fon
do del pozo, Por medio de este método identificamos 2 los an
ticuernos monoclonales, utilizando eritrocitos recubiertos =
con el antigeno esnecifico (12,14,62).

5.1.2 COAGLUTINACION

Los Stanhvlococcus aureus crecen en agar de columbia a

37% durante 16 h. Estos Steonylococcus mureus son levados 3
veces con PBS y suspendidos en PBS cue contiene formaline al
0.5, esté suspensién se incuba 3 h a temperatura embiente,
pesndo este tiempo se leven 4 veces con P35 y se incuban 10
nin e 8000, posteriormente se vuelven a 1avaf 2 veces, con
PBS, ¥ se suspende el sedimento en P35, el cual contiene azi
da de sodio &1 3,014, dando una concentrecidn del 10%, esté
suspensidn es almacenade & 4°C. Toumer J.5 ml de la suspensi~

én de Stavhvlocoecus sureus y 5a/u1 del anticuerno monoclo-

nel no diluido, mezcler e jncubar 10 zin & tempersturs op-
biente, en este paso los anticuerpos monocloneles son cubier

tos con 1le protefn2 A de los Staphvlococcus sureus. Los ensg
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yos de 2glutinacién son sjecutedos sobre une laminilla de vi
drio, mezclando una gote de la suspensién becteriel 6 del an
tf{geno especifico disuelto en PES, ¥ une pote del znticuerno
monoclonal cubierto con lz proieina 4 de Stenhylococcus au~
reus., La reaccién vositiva es cuando la eglutinacién se ob-
serva distrivuida uniformemente en el TFondo del nozo, identi
ficando asf{, = los antigenos especificos pera el znticuerio
monoclonel recubierto (19).

5¢1,3 ENSAYOS DE INHIBICIOW DE LA EECAGLUTINACION (HI)

Para esta técnice, se utilize la conceniraciédn nés be-
je de la becteria (4 X 108 célules/ml), ¥y el anvicuerpo monhg
clonel a una conceatreeidn cue no aglutine 2 estm, nezeler y
tomar 57 ml de le nezcla, ¥y co%ocarlos en 50/u1 e eritroci-
tos humznos (0.5¢%) del tipo O3 se nuede a2sregey oKenetileDde
nanosidass al 2.5% permitiendo asi mayor zdsorbancia del &ne
t{geno, e incubsr 2 h a 25°C, después de dicho tiempo se les
1a reaccién de eglutinzeidn., Incuber a 4°c y leer a interva-
los de 16 h, donde un resultado positivo es cuando se forme
un totdn de globulos rojos en el fondo del pozoe Los resulie
dos de inhibicidn de la hemeglutineecidn, son expresados como:
el reciproco de la dilucién nés alta del anticuerpo, la cual

inkibe la eglutinecidn de los eriirocitos (52,62).
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5.2, TRCNICAS DE PRECIPITACION
5.2,1 INKURODIFUSIOR

La becteria es cultiveda en 300 ml de ctldo de tripti-
cesa soye, el cusl contiene 75 mg de glucoss e incuber & 37°C
durente tode la noche. El cultivo es centrifugrdo a 3,200 =
X g, y €l sotrencdante es incubsdo, con 6J0 ng de bromuro de
hexageciltrimetilamonio, dursnte 8 h a 400. Los sedimentos -
son disueltos en 10 ml de Ca012 1 1, después son dielizedos
¥ concentrados con un grano de Cacla, siendo nuevemente dig=-
lizados con un buffer A (KZH?O4/EH2P04 10 mi, NaCl 15 mk (pH
7+5) ). la pruebe se realiza vaciando, en les cajas petri, &
gaf ~ue contiene el anticuerpo nmonoclonzl eswec{fico peras el
entigeno., Se horaden peruefios 7ozos en el agar, seneredos 81
gunos nilimetro, el nozo centrel es llensdo con une centie
dad medida, con exectitud, de materizl cue contiene la bactg
rie mntes dielizede (antigeno). Se deje cue el antigeno die
funda desce el pozo central durante un tiempo de 24 = 48 h.
La unién ant{geno-rnticuerpo monoclonzl £e¢ observe, medicnte
un halo de precinitacién (45,46,61).

5¢2,2 INITURORLECTROFORESIS (IZF)

Una leninilla de vidrio es cubierte con eger fundido 6
con egerosa en solucidn emortigusdora (pH 8,2), Excaver una
deprecién leren y estrecha en forme de cenel y un pozo, en =
eate (ltinmo colocamos el entireno especifico, esté antigeno
63 separado medisnte un campo eléetrico, con una diferencie

de notencial de 3.3 V/cn durente 30 - 60 min. Despus de es-
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te corrimiento, se coloca el anticuerpo monoclonal especifi=-
co en la depresifén 6 canal y se deja difundir el antigeno y

el enticuerpo ronoclonal durante 18 - 24 h, donde la unién =
ant{geno~anticuerpo nonoclonal, aperece en Iorma de linees -
de »recipitacidén. Estes linews resultentes se pueden fotogra

fiar & pueden ser telidas para un regisiro permanente (45,61)
54243 RADIO INFUNO PRECIPITACION {RIP)

Una susnensién al 1% de proteina.A-Sepharose Ci—43, se
incuba duranie 18 h 2 4°C con una dilucién 1:100 de suero de
cebra, oue contiene anticuerpos anti-ratén, 31 conplejo es -
levedo con F3Y=T, suspendido en suero de elbumina de bovino
2l 5% con PRS-T, e incubado a 25%¢ durante 15 nin, despuds -
de este tiempo lever com PBS-T. El complejo obtenido protef-
ne A-Sepherose-inmunogloﬁulina de cebre, cue contiene enti-
cuerpos de anti-retbén, es incubado con el enticuerpo nonoclg
nel & 4°C durante 18 h. El comnlejo nrotefna A-Sedharose-in-
munoglobuline de cabra crue contiene enticuerpos anti-ratén-:
KAb es incubado con el antigeno especi{fico mercado rediscti-

vamente con I125

, 2 2500 durante 2 h., Después, el complejo =
es centrifugedo ¥y el sedimento es lavedo y suspendido en =
buffer TRIS~HC1 0.5 1, ¥ se sedara pnor SDS-DPAGZ, Oiro proce
dimiento de RIP, es cuando lu tecteria es susnendido en 1 ml
de medio minimo A (MJ'4), la cusl es mercadas con [HB] leucine,
Yy es centrifugade. El sedimento es solubilizado por unién, -
en una suspensidén nue contieae 15 de 5BS 50 nX, TRISS 1 mi,

ED?4H (pH 8.0). EZsté solucidn es diluida en un buffer ée. PRI~

70N X-100, y les célules son removides jsor centrifugeoién, -
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Une cantidad de 2/A1 de enticuerpo monoclonzl especifico es
cdicionado & la solucién diluide e fncubade & 4°C durante to
da 1a noche. la precipitecién del antigeno es completa cuen-
do agrefanos l/al de suero de conejo cue contiene enticuer-
pos anti-ratén. Donde la unién entigenc-anticuerpo nonoclo=
nel, aparece en forma de bandas de precinitmcién (13,28,35, -

52).
5.2.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

la bacteris crece en placas de arer sangre & 3700 due.
rante tode lea noche, les colonies resultantes son levadas 2
veces con solucidn seline fisioldgica, y se diluyen 2 une
concentracidén de 5 X 108 célules/ml, centrifugar y suspender
el sedimento en 100 ml de buffér nuestre (0,062-11 de THIS~ =
KC1 )pH 6.8), 2-nercaptoetanol e 1%, sodio dodecil sulfeto -
(Sps) 8l 2% y glicina el 12.5%): la suspensién se celients -
10 min a 199°C. Ia centided de lO8 bacteria (20/u1) ée la =
suspensibn es depositeda en la gel de electroforesis de 50-
dio dodecil sulfato de polimcrilemida (SDS~-PAGE), estd gel =
es corrida durante 4 h en un aparato de electroforesis, Des~
pués de este corrimiento, la gel es tefiida con azul de bromo
fenol, azul brillante de Coomassie, 4 pueden transferirse a
panel de nitrocelulose, obteniendose asi le seperccidn de =
los componentes del antigeno especifico (30,35,51,59,61).

5.2.5 PAPEL DE NIYROCELULOSA4 (WESSTERN BLOT)

Ios componentes del eatigeno separados por electrofore
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8is en gel de poliacrilemide~SDS, son trangferidos a pepel -
de nitrocelulosa utilizando un aparato llemnrdo Yestern blot
¢ de innunoblot, y un buffer cue contiene TRIS 25 mi (pd -
8.4), glicine 13.2 mi y metanol al 23%, la trensferencia du-
re de 16 a 18 h de 6 a 8 V/em. Unz vez transferidos los com-
sonentes del ent{geno, la membrana de nitrocelulosa es incu-
bada con el anticuerpo monoclonzl esdecifico y con:

~ 15 de suero de albvumine de bovino (Bsa) disuelio en
P35S (ESA-FB3) durante una hora,

- Suero de conejo diluido a 1:1,300 {suero no zdsorbi-
do) 6 1:120 suero edsorvidoe durante 90 min, en BSA-P3S.

- Peroxidasa conjugadn con suero de cabra cue contiene
anticuernos anti-conejo Izt ¢ Igh diluide a 1:1,000 en P38~
B34, ’

- Posfetese conjugada con peroxidasa de cabra diluida
2 1:100 en BSA-PBS. Despuésg de Ya incubacidén & temperatura -
emblente, les membranas son lavedes con PBS y revelades con
tinte de azul de nitrotetrazolium 8 5-Brozmo-4-Cloro-3-Indo-
1yl fosfeto, donée este revelecidn indica la unién del ant{-
geno especifico con el anticuerpo monoclonel (12,42,45,50,51,

58).
5.2.6 RADIO INIUNO ANALISIS (RIA)

Las plaers microtiter son cudiertzs con el antigeno es
vecifico disuelto en PES (3 - 20/43/m1) 6 con la becteria -
inezciivate por calor (5 a 52 X 106), las plecas son incube=
das a2 4°C durente toda l& noche 6 2 h a 37°c. El ensayo de
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RIA es ejecutado en 3 pasos:
1).= Tomer 10?/41 del anticuerpo nonoclonsl diluido en
forpe seriuda y sdicionar en los pozos de les ploces.
2)em Adiciongr de 20 a SO)ul/pozo de proteinz 4 merce-
125

da radiactivemente con I , eproximademente 50,000 cuentes
nor minuto (epm) por pozo, e incuber las pleecas 2 h a 37°C ¥y
lavar con NeCl 0,925 y secar & temperatura ombiente,

3)e~ Kedir le redisetividad de 1125, en un esvectrome-

125

$ro camme, esté I 2 es usedo como isétopo pare detectar la

unién entigeno-anticuerpo monoclonel (13,21).

5.3, DECNICAS INWUNOHISTOQUIKICAS
5.3.1 ENSAYO INKUNO EN2ZIMATICO (ELISA)

Se utilizan pleces microtiter, a les cuales ge les a-
ereze el ant{geno especifico 2 une concentrocién de 10 - 50
g/nl disuelto en buffer de carbonuto ¢ bicerbonato 0,015 I
(pH 9.6) 6 en KeCl, 0,01k, e incuber a 37°C durante toda le
noche., Después, cada pozo es lavedo 3 veces con buffer de sa
lina fosfazto (PB5) cue contiene 0,055 de Pween 20 (PES-T).
El anticuerpo monoclonal es agregrdo a cada pozo, el cual es
diluido en forma serinda (0.1 ml/pozo), e incubar durante to
da la noche & temperatura ambiente, después loc pozos son 1
vades con P35-T, y la presenciz del anticuerpo ronpclonzl es
secfiico es cetectada con une golucidn de fosfateca glcaline
conjugeda con entisuero de cabra IgG 4 Igh diluida 1:500, se
incube 2 h a8 tenperazture smbiente, josteriormente es lavada

con PoS-T, donde la setivided del enticuerpo monoclonalles -

46



detectada eolorimétridgménte por la edicidn de O-fenilendia~
mina 0;04%, el cual esfa disunelto en bufier de citrato-fosfa
to (pH 4.5) ¥ H202 0,005, Esté reacoidn es desarrollsda en
lz obscurided Gurente 15 rin e temperature enbiente, y es al
naceneda con H2SO4 2 K. Se mide l& absorbencie de la sctivie
dzd enzimética, la cual esta relacioneda con le cantided de
enticuerps monaclonel unido &l antfgeno especifico (12, 35,41,
42,59,62).

543.2 GH1I~ZLISA

Pn este método, el receptor es el gengliosido GNL, pe=-
ra cuelruier eaterotoxina (87 6 IT). Una solucidn de GLL 5 K
en sdsortida en cadée pozo, incubaendo IOQ/Al de esta solucidn
en cede pozo durente toda le noche s temperatura anmbiente, =
Despuls, los ponos son 1ava§oa:2 veces con P28, Los sitios
de unidn restenies del GI1, son bloaueados con sucro de 2lby
wine de bovino el 1% disuelto en PBS (¥5A-P35) (0.2 ml por
pozo) e incuber & 37°C durente 30 min, después de este tiem=
po lever con PBS, Las pleces se incuban 1 h 2 tenperatura ag
biente con una solucidn de enterotoxina disuelta en PBS -
(1}xl/ml). Los fluidog esciticos son diluidos 1:2 en PBS=T =~
oue contiene solucida de elbunina de bovino 0.1%, agrecer o
ceda poro dejando la reaccién 1 h y desjsués lavar con PBS. 4
gregser & ceda pozo 2nti-suero de cebrz conjugede con Peroxie
desa diluida 1:530 en PBS-T, y les rezcciones son leldas uti
lizendo O-fenilendiamina-xzo2 (10 o1 de JD-~fenilendienina di-
suelbos en buffer de citroto de s06io 2.1 M (pH 445); 21 =
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cusl se adiciona AJAI de 5202 2l 30%); después de 20 nin de
reecclén, las plecas son leides en un espectrofotdmetro, don
de 1la actividnd enzinética se de en une absorbancia ds

450 nm (4,6,8,35,46,62).
5¢3.3 ENSAY0 DE L4 ACTIVIDLD ENZIATICA

llediente un ensayo de ferricisnine, la =ctivided de lz
enzima es meiida in vitro. Pera esto se hece uae solucidn
con el aniicueipo monoclonrl y la enzima, los cuales son di-
enueltos en TBS (pH 7.2), estd soluecién e¢s incubeda & 4% au-
rante tods la noche. Cuendo lz vnién liib-Ag en completa, améi
clonar pansorbin disuelio en TBS (pH 8.0), mezclar e incuber
loa complejos proteina i-mntiseno-anticuerpo monoclonal due
rante L h e 37°c. Centrifuger 1l suspensida y en el sobrent-
dente medir ls cetividad de 2 enziza (3,6,8,12),

5a3.4 MEDICION DB LA INKIBICION DB USIMNINQL-I Y DE LA ACTI~
VIDAD 0XIDASA DE TiiPD POR LA UTILIZACION DE llAbs.

Wezcler, el citocromo & purificado {awroximsdamente 15
f;g) y el enticuerpo monoclonel especifice, los cuazles son
disuelios en 100/«1 de buffer B (Tritdén X~100 el 1%, fosfate
de sodio 0.l %, 2 un pH 7.0), estéd mezclse se dnmcuba 1 h a
37°%. Bl oxfgeno utilizedo, es obtenido de un eleetrodo del
4$ino Qlark, el cual primero ts incubedo conj; TEPD 2 mit (I,N,
R, K'=Petrametil=p=fenilendiiamina) y ditioeritritol L mi 6
con Ubinuinol-l y éiticeritritol 2 o, estd preincudbecibn es
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adiciontdz & lz mezcle del zrticuerpo monoclonal con el cito
cromo d terninal, & le cuel se le adicionen 59/ul de pensor=
bin e inecubar 1 h o 37°C. Después de 1la incubzeidn, los tu-
bos son centrifugsdos durante 3 min y en el sobrenadante se
nide le aciivided oxidesa de TIPD & de Ubiouinol-l, utilizan

do como control antisuero de conejo & suero normal (46).
5.3,5 INUNOFLUORSSCERCIA DIRECTA e INDIRECTA

Fl anélisis del fenotipo de la liner celular B es eje=
cutedo »or inmunofluoresce{na. La inmunofluorescencia indi-
recta utiliza el anticuerno mohoclonal especifico, el monoci
to especi{fico segin el anticuerpo, la célula T y la fluores-
ceina conjusada con el purificado F(ab')2 del suero de cebra
que contiene anticuernos anti-r‘atdn IzG + Igid, usando ua mo-
delo de citofluorografia 30-H. Bba inmunofluorescencis direc-
ta utilinz fluoresceine conjugada con fraguentos E‘(ab')2 de
le cadena k(del suero de cabra, y también fluorecceine coaju
gada con Igly del suexo de conejo y hunmano. Ia fluorescelna -
conjugaia es adicionnda a la dilucidn celulsr § suspensién
bacterial (5 X 105), ce rezclen e inecubar 3) min a 400, le-
ver 2 veces con P83 y resuspender con P3S ocue conticne azidae
de sofiio 2l 0,1%. La fluorescefna conjugade con le linea ce~
Inler 7, es incubeda y useda como control, Utilizendo un mi-
croscopio fluorescenie, observemos cue el entigeno es identi
ficado por el anticuerpo monoclonal egpecifico, estd unidn
ce detecta por el color verde brillante nue émite el anti-

cuerpo monoclonal conjugado con la fluoresceins (41).
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5.4. OTRAS TZCIHICAS ESPRCIFICLS
5.4, ENSAYO DE ADHERENCIA BACTERIANA

Le becterie es preincubzde 1 h con czdz eniicuerno mo-
nooclonzl, el cuel debe tener una concentrscién cue presente
el resultedo més bajo de subeglutinecidn, y los zntlcuerpos

2 ¢ incubséos, La becte-

cue no aglutinen son diluidos e 10"
rie preincuteds es edicionada a2 los pozos de lis nleces npi-
crotiter, cue contienen eritrocitos innunizedos, La adheren-
cie becterirl es evaluede por un método ZLISA indirecto, u=-
stndo un entisuero especi{fico conjugado con peroxidzsa unida
al suero de cebra nue coatienen anticueros enti-retdn IgG,
y un cromoforo (O-fenilendiemine). El porciento de inhibici-
én, es calculedo por comperccidn de velores de absorbancis,

con los valores de un control sin enticuerpo ( 1,49).
9:4,2 ERBLYOS D3 WRUTRALIZACION

Se describen 4 tipos de ensayos de neutrelizecidn:

1).- Nedicién de la ectividad biblogica de la enteroto
xine e pertir de lau cecrecibn producidn en el lumen del in-
testino Ge ratams lectantes, Disolver 240 ng de le toxina pu-
ra gon el anticuerpo monoclonel especifiico, en 0.3 ml de P23
(o 7.4), e incuber 18 h a 4%, Tomer de estn cugnensién 109
)Al » los curles son inyectados intreperitonezlmente, a les
rates lzetentes, les cusrles deben pesar 3.5 g. Después de =
2 h de reeccién, los animeles son sescrificados y el intesti-

. no entero es extrafdo y »pesado, La rezdn intestino/escueleto
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es celeculado, donde un veso de Q.10 g &5 wna reduwesie vosi-
tive ¥ resor a este, es negativa.

2).- 2n este método, se mide la capacided neutralizan-
te del anticuerso monoclonel, el cual es enscyedo en la piel
de un conejo., El anticuerpo monoclonal es diluido en PBS, el
cuzl contiene suero de albunmina de bovino ol 0.l%. A estas
diluciones agreger 1le toxina o unz concentreeidn de 20 ng/ml,
se incuban 6) nin & temperztura embiente. Tomer 0,1 ml de es
ta mezcla ¥ coloctrlos en diferentes partes de la piel del -
conejo, liefir el difmetro de las zones szules producides por
la toxina a una concentrzcifn de 20 ng/ml, est2s mediciones
son comperedes con las »roducifas por les diluciones serie=-
dts de estd toxine. Donde, el resultado neutralizador nera
log enticuernos monoclonales es de 4 nm de didmeiro.

3).~ Extensidén de lisis. Los anticuerzos monoclonsles
(50/“1) son colocedos en los pozos y se mexmclan con 12 henow
lisine fresca (8 unidrdes hemolfticas por ml). Una unidad he
mol{tica por ml es definids como la concentrecién de la toxi
ne oue produce el =90: de hemoli=is en un volumen izucl de
lz suspensién de eritrocitos él 2.5%, y agrecerlos & los po-
zos incubtdos, después de 63 nin de incubacién & 37°C se mi-
de lo extencién de lisis, midiendo la hemoglobina {ebsorban-
ciz de 412 nm) en el sobrenadanie.

4).= Inmunizaeidn de animeles. Se utilizan 5 rstones =
nor gruyo experimental, los cuales son inoculecdos intraperi-
tonezlmenie con el anticuerpo monoclonel especifico {J0.1 ml),
une hora eanktes de cer estimulados con el antfgeno especificec

Los rztones después de ser protegidos con el anticuerpo mong

51



clonel, se inyecten intreperitoneslmente con 2 - § dosis le-
tales del antigeno (DL50)' la cuel es deterninade por el mé-
todo de Reed y lucnch, 0tro grujo de ratones es inyectado -
con una prepuraciép heterépenea de sulfato de monio con el
enticuerpo monoclonsl Igl! precipitedo pure Pseudomones geru-
ginosa, NeCl 51 3.58:¢ & con zlmidén al 2Jj, estos ratones
£0n usados cormo controles. Donfe el aimero de fellecinientos
es deternintdo a les 24 - 72 h desnpués de ser inoculsdos (10,
15,33,40,44,61).

5+¢4.3 MICROSCOPIO ELECTRONICO

Kezeler So/ul Ge una suspensida beeterizl con un volu-
men icuel de anticuerno monoclonzl especifico diluide 1:2000
en 85, egiter durante 5 min, después levar con PRS, secer y
nercarlos negztivamente con silicontungstato de sodio al 20%
6 con fosfotungstato de sodio el 1%, también se puede user -
ferritinc, obeervendo lz unién enti{geno-znticuerpo monoclo-
nal en un microscopio electrénico Phillips #1300. El enti-

cuerpo monoclonal libre es usado como control (36,69,81).
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CAPITULO VI
RESULTADOS

6.1, LIPOPOLISACARIDOS

La nroduccidn de znticuernos monhoclonales, la resliza-
rén & pertir de muestras de pacientes con infeccinnes becete-
rénicas, cousedns pox Escherichia coli K1 y de 4 voluniarios
veeurados con un complejo no covalenie (polisrcéridos de le-
ningococco del grupo B), dando cono resultado uno coacentre-
cibdn de <€ 5 w5 de eaticuerpo monaclonal especifico para Esche
richia coli K1/ml (18,26). Después de 2 semanss de inmunizes
cidn en los 4 volunterios, obtenemos una concentricidn del -
43 - 130;ﬂg/m1 de anticuerpo monoclonel (Igli); prevaleciendo
iguales antes de la immunizacién, si adicionamos suero poste-
inmunizado 21 anticuerpo mozoclonal, complemento y neutrbii-
los, le hebilided del anticuerpé.monoclonal no se ve tfecta-
de para destruir a los lipopolisacéridos de Escherichia coli
¥l. Tl anticuerpo monoclonal (2-2-B) obtenide de un paciente
becterémico, destruye a los lipopolisacéridos de Escherichia
coli X1 y Xeningococo del grupo B (Tabla V) a una dilucidn de
1:250,000, donde esta destruccién fagocitica no se observa
en la augencia de neutréfilos. A una dilucidn de 1:3,000 se
obtiene una prozona, el destruido bacterial néximo (39,9%)
es detectado a unea dilueibn final entre 1:10,000 y 1:1330,037,
Para comprobar cue el aanticuerpo monoclonal destruye eéspeci-
ficamente &l LP3, se agregan grantes cantidedes ce anticuerw
nos monoclonales heterdgeneos producidos prra el meningococo

del gruvo ¢, lo cual indica cue el aaticuerpo monoclonal se
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ENSAYO ANTIGENO RESUVULT®ADO

Fese s@6lida redio lieningococcus del grupo B 1:2,560
inmuno enseyo, polisacérido-noli-L-lisi-
unidn directe né

lleningococcus del grupo ¢  Unidn nege-

. polisecérido~poli-L~lisi- tiva a
na 1:10
Liponolisacérido de P355 Unifn nega=
ligninsococcus del gruwo 3 tive &

1:10
Complejos no azrupados en  Unién nege-
membreng exterior de P355 tiva a

1:10

Polisecérido K1 nurificado 1:2,5860
de Escherichia coli

Page sdlida radio Purilficedo de Keninrococecug +
innuno ensayo, in  del grupo B polisecdrido
hibicién

Purificw«do de lenincococcus -

del gruyo C polisacérido

Aglutinceién tge~ lieninsococcus del grupo B +
terial (todos los 150 encseyos)
Heningococcus del grupo -

hy C, W-135, Y, 2, 29E, X

Escherichia coli K1 (+) - +
de 5 bacterirs nutantes

Kl-negetive isogénico nu- -
tantes de 5 bacteries

TABLA V. Anticuerpos monoclonales Lurine espec{ficos pera el
keninzococo del grupo B (2-2-3) (15).
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une z1 poliscefrido K1 de Escherichiz coli (8,42°).

Heciendo une comperscidn entre el sistenme de¢ inmuaize-
cién de un retén BALE/c y un ratén NIZB, se compruebs cue el
ratén NEB exhibe una hiperactivided de los =sistenss celulee
res B y T, dendo une respueste positiva pera los entigenos -
débiles, en ecte sistema de inmunizacidn obtenelos zaticuer-
pos de la clase IghG, el cual reacciona potitivamente con los

LPS de Zscherichia cold y lenincococcus del grupo 3, pero re

cativemente con los lipopoliszcéridos de wutuntes ¥ de Be-
cherichia coli, kiientres cue en el sisteme ée inmunizzeifa -
del ratén B41B/¢, se obtienen eniicuerpos sonoclonsles de le
cleace IgH, el cual no cenbia después de 5 innunizecinnes sub
secuentes, mientres cue en el retdén }Z3 da une resmyeste éé-
bil ée Igh des»ués de 5 dimsg, iguelendo sl rotén 3iLB/c des-
nués de la ~ruinte inmunizncidn.lEl trataunwiento de los sueros
obtesidos de ratones BALB/c y NB con 2-pmerceptoetznol, da -
coro resultedo nue 12 ectividad del snticuero nonoclonal op
tenido del ratdn BiLB/c sea totrlmente enulada, wmienires cue
1o zetivided del enticuernc monoclonel obtenido del retén -~
¥ZB te elinina solo parcielmente. Para inducir la resosuecta
inmane IgG, en ambos ratones, hey cue inmunizerlos con lipo-
polisezcéridos de lenincococeus del gruro C, en donde observg
£os unk respuesta 4 veces mayor en ratones NZ3 cue en los ra
tones B4LB/c (28).

La produccién de anticuernos monocloncles pere 1la regi
én centrel de la nared celular, se realize utilizando dos mu

tenies: Escherichia coli J5 y Salmonella minnesote Re¢ 595, -

obteaiendo los siguientes anticuerpos monoclonules; lAb 786
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(IgG), 1Ab 865 {(Igk) y Kib 898 (Igl), los cueles &rn un re-
sultedo del 100% de reactividéad en les mutentes, un 63 - 902;
cuendo no tienen 1las bacterias @ -] glucosa fosfeto en el -
centro exterior del LPS, y muy poca resctivided ctiando tie-
nen solanente o{-D glucosa fosfeto (59).

La Tebla V1 muestra los resultedos ée henizglutinacidna
nésive, RIs y la concentracibdn de eade a2nticuerpo monoclonal
obtenido de los retones immunizados con Eschericiia eoli J§
Yy ZEscherichia coli J0111:B4 inactivedes por celor (43,32), Ia
figura 2 nmuestra los resultedos de unidn y porciento de inni
bicibén de estos enticuerpos., La figura 24 redresenia 1os an=-
ticuerpos monoclongles oue no exhiben recctividad cruzada y
le figura 2B representan a los Kibs cue tienen reactivided
crugade, Por medio de SDO-PAGE e inmunodlot, se comprueba -
oue estos antlicuerpos monoclonales no rezccionsn con otros -
LP5 de bacterias seleccionzdes, Por lo tanio, estos enticuer
208 monoclonsles son especificos para el centro exterior (Re)
de Bseherichia coli (55).

Los enticueryos monoclonales para el serotinso de Esche
richia coli 018:¥1 son: PL15, PL13, PL5 y PL6. Por medio de
ensayos de eaglutinecibn, los 4 anticuerpos monoclontles reeg
cionrn con un epitope nrue estd osreseate en todes les verian-
tes de 018:Kl, LKediente ensayos de inrunoblot, se compruebe
aue estos anticuerpos monoclonnles (liAbs) son especificos 28
re todes las moléculss del lipopolisacéride~D, utilizando co
no control el lipido A central (69,61),

La nroteccida pasiva con cniicuerpos monoclonzles Igh

contre infecciones 8e Zscherichia eoli i1, en retas recien -
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IAbs Isotipo Resultedo des Conc, de Ahc

RIA EA (mg/ml)

79.4 ——— IgG2a — mg— 256 —— 13

82,1 — IgGla — 102 —— 256 ———— 3
195.5 — IgG2b — 104 >1,024 o——rn 2
290.5 —— Iga2b — 103 51,004 ——— 4
1066.14 =——— N7 _— 1-')2 ——— 512 —— 1
1074.1 — IgA —_— 102 — 71,024 ——— 1
1114,3 —— IgGla — 101 — ‘256 —— 2
1121,3 ——— IgG28 — 134 e M — 4
1224.5 ——— IgGL = 10 ———~= 21,024 —— 1
1517.2 — IgG2b — ND4 —_— >1,024 ——— 8
1519.4 ——— Ige2b — 10, —— 31,024 —— 4
1628.6 ———— 7 -_— 131 —_— 512 ——— 1
1659.6 = Ig = 10, == >1,004 ——— 1
1676.31 —— Ig8l — 10, —— >1,024 —— 1
1680,2 —— Ig6l — 10, —— 51,084 ——80 8
1682.1 . ——— Ig — 1o§——— 51,024 ——— 2
1692.6 —_— Il - ].O4 >1,024 ———— 4
1717.5 —_— Il — 103 256 ——— 1
1727,1 ——— IgG3y — 104 —— 512 —— 8
17301 —— I3 — 10f ~—— 512 —— 0.5
1732.2  ——— Ig022 — 10, ~ 256 ——— 4
17336 —— Igt2a — 102 —_— 64 —— 5
1742.6 ——  IgG2a — 104 —— 512 —— 1
1814.5 e  IpGl — 104 — 51,024 ——— 21
1323,14 =——=— I3l == lOl — 91,024 — 1
1840.2 —_— Igi3 — 106 —_— 32 —— 1
1883.4 ——— Igi2a — 10, 266 —— 3
1082.17 1561 — 10 »1,024 1

Cone, del hc

¥luido asci{tico normel conteniendo eproxine-
demente 0.1/4;; de inmunoglobuline por ml

Ko tipo

We deternineado

ne
D

L

TA3LA VI, Cerecterizacién de KAbs directos contra endotoxi=-

nes de Escherichia coli (56).
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) 3 2A, KAD 1692,17 % 2B, lAb 1733.6
100 100
/.
82| e
60 60
4
40 49
20 20
10 -0 190
10 10° 103 w4 1wt 1?1
Concentrecidn de los
LPS (ng/ml)
o tienen reactivi- Presentan reacti-~
ded cruzada vided eruzede
Los LPS usedos son:
E. coli J5 (®) E, coli 0127:38 (3)
E, coli 0111:34 (©) . coli K235 (a)

B, coli 055:B5 (m) 2. coli 026:B (&)
S« ninnesota Rc 535, Serratia mercescens, Y. en-
terocolitica, V. cholerze, K. pneumonize y P, ae
ruginose, ciendo ectes bezeteries negetives,

FIGURA 2. Enseyo de competicin de unién, utilizendo varies

concentr:ciones de endotoxinrg. 21 anticuerno mono
clonel en el origen, es usado & una dilucibén de =
1:20. (A) represents a los resctivos cue no tisnen
reectividsrd cruzada con kAb 1632.17 y (B) resresen
t& los reectivos cue tienen rezctividsd cruzeda
con Mib 1732,6, los resulizdos son expresados como
voreiento de inhibicidn de unidn, en la cusencia -
de endotorina, uszndo los LP3 a una concentroeidn
de ng/ml (55).

58



nacides, es determinado por inyecciones de 25, 5 4 q/Ag del
gnticuerno monoclonal disuelto en solucién seline, inyectan-
‘dd intraperitoneclmente 21 ratén. E1 control, inyectzdo en -
otro ratdn, estd formado por solucién saline sin enticuerpo.
Dando como resulimfo un 98% de proteccidan, lo cuzl sipnifice
P <.0.01 (40,990). Otro resultzdo de proteceién ndsive, ez el
obtenido en retvones inyectados intraperitoneaslnente con 1a
dogis letel (LDSO) de Zscherichin coli J5 y Mscherighia coli
0111:34, eproxinmadanenie lSQ/Ag y edministrando sctinomicina
D 2 nz. Zstos ratones reciben 29 LDSO’ donde 9 de los snti-
cuernes monoelonzles Ieh rrotegen & los retones. Los sobrevi
vientes se recuneren rénide dessuds de lzs 24 « 30 b (37,53,

54,59).

6,2, FILI & FINBRIAB

Los enticuernns monoclonales obtenidos frente 2 Ische-
richie coli fimbriada son: mc 20025~Feb, me 20025~F2¢ {Ig6),
ne 2380-F2 (IgG), LAb 11-2, VAD 34-3, lAb 73-3, HAb 82-1, -
1Ay 91-1, €3, D5, Ell y 610, y algunos anticuer»os nonnclona
les de la clase Igh. Por medio de un enseyo de inhibicidn de
ELISA, utilizendo los anticuernos monoclonales tznto fe le
clase IgG, como los de la clase IglK para inhibir el pili pu-
rifieado, Ischerichiz coli fimbriada.y Zscherichiz coli no -
finvriede, los entigenos soa incubtados durente 1 h con el en
ticuerpo monoclonal especifico, dendo como resulizdo rue los
enticuersos monoclonnles de la clase IgG, sean nés especifi-

cos 8 unirse €l pili purificado y & la Zscherichia coli fim=-
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bricda, cue los anticuerpos monocloneles de la clese I, pe
ro ainguno Qe los Mibs se une a Ischerichia coli no fimbrie-
da (18,19,23,67,68).

la determinecifn de la rezctividzd crusada entre el pi
1i beterdgeno y el pili homolégo, se hace nor medio de un mé
todo de 3ILISA, dando como resultedo ~ue el znticuerpo mono-
eloaal LAb 11-2 reececione con el »ili nomélogo, ¥ los Tib =
343 y 14D T73-3 reeccionan con el pili heverédseno; y los an-
4$icuerpos monoclonales 82-1 y LAb 91-1 presenisn recctivided
crugada con el pili cdel tipo 1 y el pili 2, Por medio de enw
geyos de innmunoblot, los anticuerpos monoclonsles reacciontn
con el pili intecto mercedo con 1125, ¥ ouestre 2 polipeptie-
dos de un peso moleculer de 15,707 v 19,330 y dos subunide-
des de 15,7 y 17.8 K (Fig. 3). Donde el l&b 34-3 (Ruta 1) -
rescoiona coa la subunided 15.7 X, el I4b 11-2 (Ruta 2) reag
cionz con la subunidzd 13.3 K y el MAb 81-1 (Ruta 3) reaccio
ne golo con polimeros de loc resios de subunidedes fimbris=-
less Por medio te RIP se comprueba nue el entisuerc poliva-
lente como el snticuerpo monselonal reconoccen la misme nolé-
cule protefnica (Fig. 4) (19,23,63,66,81).

Las subunidedes fimbriales separades nor ‘iesteran blot,
son puestes a reaccionar con ceda anticuerno monoclonel esog
c{fico y con el antisuero polivaleate, dando como resultedo
oue el antisuero polivalente rezccionz tanto con agregeudos -
fimbrirles como en subunidedes, y los enticuerpos monoclona=
les s0lo reconocen al pili, Perc a2l reducir las sutunidndes
con P -mercapto etenol, los KAbs C3 y Gl0 resccionan con la

subunidad reducida y no reducida, y cuando las subunidsades =
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Restos de subuni

dzdes fimbriales

Subunidedes
fimbrieles

19,3 4
B2z B

Rutes 1 2 3

FIGURA 3, sndlisis inmunodlot de Dscherichic coli 6260, done
de las subunidades fimbrizles son incubadas con =
los enticuerpos monoclonsles: lIAb 34~3 (Rute 1),
KAb 11-2 (Rute 2) y E4b 81-1 (Rute 3) (29},
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fimbriales son esociedes y reccocizdes, 1a unién con los an-
ticuernos monoclonales se ve afectadas, debido & rue el enti-
geno no es conmpletamente igusl el fimbrial original (18,19,-
63,69). R

Los resultados obtenidos de los enseyos de hewegluting
cidn, de los ensayos HI y aglutinzcién, conprueban cue los -
anticuernos mounoclonnles obtenidos son esnecificos nere Bg=~
cherichia coli fimbriede, los cuales cglutinan los eritroei-
tos humanos del tipo O; y vor medio de la coegulacidn, estos
enticuerpos monoclonales reconocen &l »ili de les clonas how~
nélogas (18,29,63,69,81). ’

La prosiedad antiadherente de los anticuerpos monoclo-
nzles es ensmyzda in vitro e in situ, utilizende células epi
telicles y vejigas urinerias. Donde la medicidn ée unida de
Ischerdichie coli fimbriada a célules spiteliales estd entre
54 X 23 nor celula epitelizl en lu zusencia de aszfear, 12 b
14 en la presencia de e<-metil~-D-menosidrsa y de 54 bt 24 -
en la presencia de Jl=zcetil celectosamina, donde ol=metilaD-
nanosifesa reduce la asociceidn de Zscherichia coli fimdrie-
da en la superficle mucosa de 1a vejige ea un 83, Estos re-
sultodoa indiecan ~ue D-nznoss es la unidn esnecifica de las
célules de Escherichie coli fimbrisda a les céiules epiteliz
les y a la superficie nmucosa de la vejige (44,66), TPor nedio
del miecrosconio electrbnico, se observa ls unibn pili-anti-
cuerno nionoclonsl, para lo cuel el snticuerpo monoclonsl es
diluido 1:130 e incubedo con s/ug de pili CFA/I. Donde lz =
edhesidn del aaticuerno se observa a lo lergo del orgenelo -
fimbrice (Pig. 5) (69,81).
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N\
3

-

Ruteas a b

FPIGURA 4. RIP de fimbrize con  FIGURA 5. Observacién del

anticuernos monocloneles anti  pili CFA/I, en el microscow
finbrizl,. 1a beeterie CSHSD - vio electrdnico zntes y des=-
crece en leucina, es solubili suds de la adicidn del enti-

nada en buffer de fetergente cuerpo monoclonal, Puta (&)

e inmunoeprecipitada con el - Intacto pili CF4/I sin anti-
suero zntifimbricl de conejo cuerpo. {B) pili CFA/T unido
(Rute a}, § anticuerno mono- con el anticuerpo monoclonsl

clonal obtenido de un retén ~ (81).
{(Ruta b)) (23).
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La proteccién obtenide en rates de 5 dies de nacidas,
inmunizades con anticuerpos monoclonales enti-nili e infecia
das con Zscherichia coli fimbriede, fué del 795 (29,81).
6.3, PROTZINAS

6+3,1 PROTZIIA rech

De 9 clones oue producea Igl, 6 muestran unidn espeel-
fice con la protefna reci, comprobedes mwedienie ensueyos de -
inmunoblot, Estos envicuerpos son purificedos por crometogra
£{e2, los cuzles no srecenien activided de ATPase 6‘endonuc1q§
s&, Las propiededes fisices del purificedo cnti-reci son re-
sunides en la tebla VII (53).

ARTICUERPO I'0NOCLOWAL SULCLASIS GRUPO 1ASa LOLRUULAR
Cadena Cadena
nescda  ligere

(P1)
ARK 132 Gl I 53 27
ARN 191 Gl v 51 28
! ARN 133 Geb I 57 27
ARLE 321 Gl Ir 53 26
ARM 414 62b II 54 26
TAEBLA VII. Proniedades de los anticuernos moncclontles enti-

rech (53),

Los 5 enticuerpos monaclonales anti-rech muesiren efec
tos sobre las 3 actividades de la proteina rech; ssdilk-ATPa-
se, en la formzcién de D-h8lice y en la setividnd de le do-
ble hélice de DNi-ATPesa (sh)i4-ATPasa), donde estos 5 aati-

cuerpos monoclonales de IgG son clesificedos en 4 grupos:
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grupe ‘1, donde una Igh ishibe ligeremente a awmbas activide-

des, esDii~-iTPasa y shBili~ATPesa, el grupo II, inhibe conplg
Yamente las 3 sctividades de 1a proteinn rech (AR 321 y ARL
414)s gruwo III, ARV 193 inhibe solzmente la retividad shDi4
-4TPrsa y el gruvo IV, conde el enticurrpo ARK 131 inhibve la
fornacidn e D~hélice y le actividad shbili-LTPasa, Esta ¢la-
sificscibn de los anticuernos enti-rvech sugieren aque leg Igh
obtenidas, inhiben especificamente uno 6 més centros ectivos

de le proteina {53},
64342 FROTSINA Tral,

Debido a rue le proteina traTp sumente la resistencia
becterianz, se obiuvieron 2 anticuerjoes monoccloneles anti-
Pra® cue son: lo4l4-B9 y 1o759-68, anmbos son de la clase Igh,
los cuales son utilizados parafdetectar la presencis de la -
oproteina Tra® en 4J3 nuestres de Escherienia coli, aisladss
de pacientes hospitalizzdos, 385 fueron obtenides de mues-
tres fecales, 56% en sensiens y un 51% del treeto urinerio, y
en nifios con disrree se obtuvo un 73 de la Jresepcia de tra
Tn, Les Ischerichia coli cepsulares presentan un grea dorcen
taje (65 & 85%) de treTp, por lo rue la nroteina Trol es un

feetor virulento &e Escherichia coli capsular., Por nmedio de

enseyon (e inmunobloi, se determind la sensibiliced de los -
snticnernss nmonaclonales 1'0414-39 y 1k0759-68, utilizendolos
2 una Gilucidn de 1:193, detectandose 1z proteine traTo e -~
une dilucidn de 107 de la becterie, y por medio de BLISA se

detecta traTp a une dilucidn de 5 X 105 de la bacteria (§).
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6.3.3 PROTTINAS RIBOSCLALDS 17/112 y I2,

Para la proteina L7/L12, shy dos eaticuerpos monoclong
les ~ue reaccionen en distintos determinantes antiréricos.
F1l primero Lc-NTF reacciona en la porcidn del N-terninel de
1e nroteina, y el sepundo Le~-CTF reconoce la rorcidn del C-
terainal de le protefns L7/L12. Los fniicuerpos monoclonales

son digeridos con papaine y los fregmenlos Feb resultaznics
1

gon »urificedoe en una columnz ¢e cromutorru n celulo=
se, bajenfo el pH éel bulfer de elucidn e 3.D, ce detecte la
aresencia de 1o porcidn Feo y Peb de les moléeunles Ifd, los 2
enticuernos monocloneles rezccionzn con el ribozome intécto
(705), nero el enticuersos iLe-CRF es wés recciivo, yu rue -
reecciona con lea subunided 50 S, pero wor medio del znélisis
inmunovlet, ningién anticuerns monsclonrl (Le-iTF y ,ic~JTF)
recceions con la subunided 33 8 (3,79).

Zn €l caso ée le yroteina L2, hay Gos wnticuerpos mong
eloneles (4e5-136 y £cl87-272), los cusles inhiben la sinte-
cis de nolifenilclenine, Zete inkibicidn ¢s ufs fuerte cuen-
do la subunided 505 6 725, es incubed: con un excezo moler
de cual~uier enticuerno monoclonel, rertieriendo un encezo mp
lzr de 3 para ceuser comrlete inhiticidn (56). Con un exceso
nolar de 4 ze ve inhitida 1z rasociancidn ée loe subunidundes
ribosomeles, esto es en el caso del enticuerps £¢5-156 y un
exceso molzr e 9 para el enticuerpo Acl37-272, pero =i teng
mog une t£ltz concentracidn de u32+ no se ve afectrdn 12 ret-
socineidn de les subunidaedes, el i.ab 4e5-136 no ticne efecto

oJ
cobre el ribosoma 73S 2 cuelouier concentrecién ce ug‘+ (10
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6 15 nmii), pero el enticuerpo‘Ac187-272 cause disocizcibn de
708 sélo = une concentrecidn de iO nM de ug2+. 1 efecto de
los aanticuernos monoclonales ébbfe 1# acgtividad de peptidil-
es de 3 - 4 nolar del

transierece,

(56).

anticuerpo monoclonal

6.4, IN2TLS
6.4.1 7

De 6 anticuernos monoclonzles obiteuifos, colo el KAb 111
(IgG) inhite lu sctivided fde l2 enzins. De este anticuerpo =
nonoclonzl obtenemos los Ifraguéntos Fab, los cuales inhiben
la oxidecién de 1la ensine, Gonde el anticuerpo es divelente,
ya ~ue se une a les cos subunidzdes dentro de la oxidecifn =
tetrenérica, El comnlejo LAb 11}-piruvato oxidasa precipita
econ pznsorbin, lo cusl indiea rue el aniicuervo es el unico

aue se une a la enzima en solucidn ('3 ). Este anticuerno mo-

noelonal 1I1, es un poienie inhididor de les
vas y fornes lipidicas activas de la enzina,
forna »rotessa de laz enzimm, ya cue la unién

v la actividnd de ln enzime son computiiles,

foxrmas inecti-
nexo no de la
ded ecaticuerno

esto se debe 2

cue el epitojse reconocido por el LAb 1I1 no es directamente

el sitio activo de 1la enzipa, yz oue los efectos de unidn -

del anticuerpo con dependientes del estedo conformecional de

la enzima (3.).
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6.4.,2 RNA PCLILIRASA

Los anticuerpos monoeclonales producidos son de lz gla~
se IgG, usados pare inhitir ciertos sitios de la transcripci
6n, ya se2 en la unién de RNA pvolimerasa a DA 6 después del
inicio de la sintesis de R4, Tsta inhibicidn indica cue los
anticuerpos monoclonzles afectan al estado de transcripcidn
(11,57,64), Para detectar los detersinentes antizénicos de -
las subunidedes de RNA polimerasa, se separan en una gel ce
acetato de celulost y luego son transferidas a papel de ni-
troceluloss, obteniendoss dos subunidades @ Yy @' s l&s cua~
les son nusstas a reaccidn coa los enticusroos monoclonales
enti- @ y enti- Gf , 1a unién resultante efecte la sintecis
de RNA (64),

6.4.3 GLUTANINA SINTETHSA

Los anticuerpos monoclonales produciéor para @iferen-
tier las conformaciones de glutanmine sintetsea son: 10-76=1
(Igit), 48-76-1 (IgG), 68-2-1 (IgG), 57-142-2 (IgG), 72-204-1
{1g6), 68-3-2 (IgG) y 57-8-1 (IgG), los cuales son caracte~
rizedos de acuerdo & la unidn especifice y efectos aque ejer-
cen sobre la esctividad de glutamina sintetssa. Doc de ectos
anticuernos (10-76=1 y 48-76-1), se unen solo a la Zorma mo-
nonérica de la enzima, y los anticucrpos 57-142-2 y 63-3-2,
se unen & la forma dodecamérica de la enzime y el resto e
los snticuerpos, se unen & ambes foraas de la enzima (12).

Esta unidn es Qetermninade a una baja concentrscién del znti-
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cuerno monoelonul, deando un preeiviticdo insoluble, pers cuan
do esuzentemos la concentrceidn del anticuervo, el couplejo -
inmune insoluble ce convierte en soluble, 1o cusl varia en -
el efecto del anticuerpo wmoanoclonel hacia la enzime. Por e-

jemnlo, una bajs concentr'cién del enticuerno 63-2-1 estiru-~

la les zetividedes CEIJI derendientes de GS, , ¥ GS, y
24 1,2 11.5

o activided de lg depeatientie de GS1 o} sin esbargo, este

stimulecibén re ve afectedz por un exceso ce anticuerjo nong

clonal, Adexfs, el enticusrno 68-3-2, inhive la actividrd de
mg“* derendiente de 6521.5' en un 83 y 63% respcciivaente,

o .2+
wero no =fecta la zctivided de ln Genpendiente ce as” -
1.2°

8in exbargo, la fornecidn de los complejos inmunes solubles
en la presencia de un exceso ¢el enticuerpo 68-3-2 no afecta

2 les 3 actividides de 1z enzima, E1 complejo resultente &n-

$icuerpo-glutanine sintetzsa, vresenta diferentes activida-

des de ol ~rlutemiltransferass, -donde estd ectivided esta in-

o

fluenciede »or ¢l ectedo ce ndenilzeidn y de cetidn divalen-

te de lz enrima (12),
6.4,4 D4 DPCLINIRASA

Se obtuvieron 3 anticuervos nonoclonules directos con-
tra la subunided e<del DIl polimerasa III naloenzime de Ho-
cherichia coli, estos aanticuerjos son de le claese Igil. Por
nedio de enseyos de inmunoprecipitecién (Fig. 6), se comprug
va el efecto de estos aniicuerpos monoclonsles, inhibiendo -
1z cetivided cetalitice de la haloenszinmz, la cual es trateda

125
’

con I un excesgo de 354 (Ruta A), y con urea 6 M, destru-
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RUTAS: A 3 ¢ D

»
® u B

-

PIGURA 6. Inmunoprecipitzcidn de le subunided = de le holoen
zima de DA polimerese, la cusl es tratedc con los
Ihbs, mediante enssros de inmunoprecipitzcidn. Rue-
te 4, el DHA polimeresa es marcado con I125 y un -
exceso de BSA (3/p1). Ruate B, 1z holoencima es trg
teds con nielome Igh (img/nl). Ruta C, holoencime
tratede con anti- o Igli (652 yp/ml). Rutes D y E,
iz holoenzima es trzteda con anti-(5 Y Ig6 (3.8 y
10 mg/ml, respectivzmente), Ruta P ¥ G, la holoen—
zima es tratsda con anti—('b Ig6 y enti- o I, reg

nectivemente (82),

70



vendo esi la estructurs de lz heloenzime, y es Duesia o rerg
cioner con el anticuerpo monoclonal enti- << (Igl!) donde la
subunidad o< precipite (Ruta C), utilizando Igi como control
(Ruta B)., Lz subunided Pae lz haloenzinmu comparte un deter-
ninante antirénico con la subunided o<, 1z cuzl es reconocie-
de nor el aanticuerno monoclonal en colucidn, nero no yor el
méitnde de »napel de nitrocelulosn, En la ruta Dy E, 1o halogg
zina es treteds con enti- F y s& utilize le subunided G ie =
la haloenzine comro control. Cuindo se omite el treatimiento -
de la halocnzime con uren {Rutzs F y G), se comprueba cue el
znticuerpo nsuede ser Util en estudioss de innmunonreciniiecisn
en la presencia § ausencia de sustancins nue destruyan 1o eg
tructura ce le haloenzima, donde loz wnticuerpos monoclone=~
les Igit son especificos para precipitar la subunided o< qe la
noloenzima (82),

La determinacién ce 1la sdhunidad = en exireetos cru-
dos y en lz Jorma pures de laz holoenzime, £e haee utilizando
un nétodo de inmunotlot, donde e compruebe cue la subunided

o< tiene €l nismo peso noléeular en ambes formes (83).
6,4,5 RIEQIUCLEOTIDN REUUSTACA

Se obtienen 5 anticuerpos monoclonsles contra lz subu-
nidrd Bl y 3 conira la subunidad B2 del ribonucleotido redug
tasa, Tolos los snticuerpos son de la clase IgG, los cuules
nresentan une elta afinided por el antigeno y una constente
de disocitcidn’en el rengo nenomoler. Cuatro de los cati-Bl
y todos los anti-B2, neutralizan la setividad reductesa de -
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la enzinz, Los fragmeatos Feb, ovteaidos de 3 anticuersos mp
noclonales snti~Bl, tienen similar constents de dicocizeidn
(2), Los enti-Bl se unen 2 epitopes separcdos de la subuni-
ded Bl, y por medip de lu inhibieidn de le oxidzeida de -
IADPH, puede exleulrrse la cantided de Bl inhibide por el an
ticuerso, La centidad de cnti-Bl rerueride nara neutralizer
un 1 ng Ge Bl es de 2 - 3 ng, esta unién no dejende de nin-
Sén estado mlostérico de Bl, los recultedos de E2 son similz
res a Bl, Todos loo enticuerpos mondclonulet neutrallren a
lcs dos subunidades, presentindoce este electo sobre lm Zeti
vidzd ¢e lc enzima, ye cue le cetivided de ribonucleotido rg

duetzse dedende del complejo BL-Z2 { 2°).
4446 HELOLISINAS

Los &aticuerpos monocloznzles (IgG) nroducidoz, con es-
necificos para la hewolisine 137,00) delion, la cucl es dese
rrollzda por el deterninante hemol{tico de Zgcherichic coli.
Estes henolisinas son aisledus ge 35 Escherichies coli hemo-
liticas y ée otros miembros hemol{ticos de la fenilia Zntero
becterizces de origen clinico, las cuales srecentan Fl-hemo-
lisis y coa puesias a reaccioner con los enticuernos monoclo
nules IzG mostrando espec{ficided por lus hewolisinus de Zg-

chnerichia coli (49).

6.4.7 CI?0CI0LO 4 T2RNINAL 0iLIDASA.

Se oblienen 4 anticuervos monoclonzles contre la subu-
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nidad del citocrome 4 terminml oxidus, los cunles prescaten
le siguiente afinided de wnidn: £414-5 >B20-5 7 33.3 > _
416~1, Por nmedio de ensayos de inmunoblot, se uuestrz cue los
enticuerios monoclonsles directos contra la subunidrd I, in-
hiven le oxidaeibn ée Ubinuinol-1l, nientras cue los «nticuer
nos ronocloneles unidos & la subunided II del citocrono, in-
hiben la onideeidn qe THPD (N, NH7,N'-tetrenetil-p-Tenilen~
dienine), pero no zfectan & ln exidacidn del ouinol, Ne esto
se concluye nue el sitio de oxidacién del cuinol esid en la
subuaid:d I y la oxideeién de TUPD  estd en 1z scubunided II

del citocromo 4 terninal oxidesa (46).
6:5, EAPIADTOLINSS

Ocho hibridomes yproGucen &nticuerpos monoclonsles unti
-LTh, donde l&s unioaes especificas de estos enticuersos pro
dueidoz, estén deterninedss por enseyos de lieztern blot y ra
dio inmuno enszyos. Dos de los anticuersos (ée les clones -~
5¥3 y 11T8) presentan resccidn cruzads con CF, el resto de -
los esbicuernos nonoclonzles son espec{ficos pére los deter-
ninantes cnticénicos de LTh cue no ettén drensentes en la tow
xinn CT. Bl znticuernso pmoaoelonsl produciio mor lz clone 7(6
ce esnecifico pars un edpitose rue setr en LTh—ﬁ, el cuel no
ecté ea LTh 6 en €T, vero 4 de los anticuerpos ronoclonales
reaceionen con LTh-A é LTh—B, pero no con lzs subunidodes A
¥ 3 de le enteroloxinz ternoldbil, por lo cue estos anticuer
1085 aonoclonnles anti—LTh son esnhecificos pare LTh, neutrali

zando la aciivided e la enteroiovine termolédbil (.4 ,51).
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Los anticuerpos monocloneles vnroducides conira la ente
rotoxine termoecteble {STe), fueron detectedos por ELIZA, u-

sando 53 ng de Escherichia coli termoestable (5%7a), mostran

do su actividad-negtralizante & une dilucidn de 1:500,000.
Heciendo una comparacién de unibn, utilizando les toxines =

STe, CTy LT y 1a enterotoxina B de Staphvlococcus gureus, se

comprobd ~ue los anticuerpos monseclontles neutralizan sole~

nente a la enterotoxinz termoesteble ($Ta) (7 ,31,74).
#xiste otra oroduccidn de anticuernos monocloneles con

tre les verotoxinas de Escherichin coli 6 Shirellz dvsente-

——— s,

riee I toxina (Shiga 6 SLT), dando como resultedo los si=
gulentes anticuerpos monocloneles; MAb 1636, 14b 1304, Mid
1963, los cuzles son de la clese IgG. Estos anticuerpos mono
cloneles neuwtrelizan les 3 ectividades de la toxine SLT; ci~
toxicidad, letalidad y enterotoxigenicided, principales fac-

tores patogénicos en les enfernededes diwsrreices (73).
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

La produccidn de enticuerios honoclonales, parsa los dai
ferentes determinantes sntigénicos de Dscherichiz cold, son
deserrollados debido & acue estos onticuerpos son agentes »o-
deronon rue den informecidn muy especifice del determincnte
antigénico reconocido, Zstéd especificided del anticuerpo mo-
noclonal, es deterninada mediante téenices de sglutinceidn,
srecipitacidn, innuno histocuimices y otras téenicezs especi-
ficas, Pero debido al alio costo de realizacibn y &l eauipo
complejo usado, eslgunas técnicés no son vosibles de llevar a
cabo en los laboratorios, por lo cue se concluye, que en la
zetusldidad la téenica més useds pera ciextes sruebas clini-
ces del laboratorio, es la técnica BLISA, la cual da especi~
fieided y sensibilidad de deter%inacién, dando precisién y ~
exectitud, pera asegurar la interpretecida correcte de cada
anticuerpo monoclonal.

Dedes las cerccter{stices de cada upo de los anticuer-
P08 menocloneles especificos para cada uno de los deterninan
tes entigénicos de Escherichia coli, estos anticuerpos mono~
clonales pueden tener en un futuro una amplie aplicacién en
el estudio de los diferentes determinantes entigénicos de -
Escherichin coli, y vara la determinecidn del dizgnéstico ¥
tratatiiento de les enrermgdades producides por ZEscherichia -
coli,

Escherichia coli es la causante de nds del 75% de las

infecciones de las vizs urinerias, incluyendo cistitis, nie-
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litis, pielonefritis, bacterenie, septicemiz y meningitis. A
ceusa de la rdpide deshidretecidn y la corresponiiente eleva
¢a mortalidad, es indispensable hecer rdpido el diagnéstico
del padecimiento y dar tratamiento con el antimicrodianc zde
cuado, pudiendose presentar resistencis 2 estos antinicrobia
nos. 58 por &sta rszén, nue la inmunizecidn pasive con anti-
suero, 8 auizas con anticuerpos monoclonales, sea una sren -
‘alternative contre un amplio espectro de orgenismos Gram nee-
gativos.
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