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Resumen

La leptospirosis es una enfermedad zoonética sistémica de distribucion mundial,
causada por una espiroqueta del género Leptospira. Es causa de subdiagndstico por su
similitud clinica con otras enfermedades (dengue, salmonelosis y otras febriles) por lo
gue el diagndstico de laboratorio es decisivo. Actualmente la microaglutinacion para
busqueda de anticuerpos en sospechosos es la técnica de referencia, pero es compleja
por requerir de cultivos puros de los serovares prevalentes (19 en caso de México). El
uso de métodos rdpidos y de facil ejecucion para buscar antigenos con anticuerpos

monoclonales (AcMo) son la mejor opcidn para el diagndstico oportuno.

Objetivo. Producir anticuerpos monoclonales especificos contra Leptospira spp con

fines diagndsticos.

Material y métodos. Se produjeron AcMo por las técnicas convencionales contra los
serovares incluidos en la vacuna de uso veterinario LEPTOCAN del laboratorio Nova
Litton (México) que incluye las siguientes serovariedades: Leptospira interrogans (L.
canicola, L. icterohaemorragiae, L. wolffi y L. pomona), uno de L. kirschneri (L.
grippothyphosa) y otro de L. borgpetersenil (L. tarassovi). Se evalud la respuesta
humoral producida por los ratones mediante ELISA indirecta. Se determind la
reactividad y especificidad de los AcMo contra tres de los serovares mas frecuentes
por ELISA, IET e IFl. Como control de la capacidad de los AcMo para identificar

Leptospira en IFl, las bacterias se tifieron con coloracién de Hoecht.

Resultados. Se obtuvieron nueve clonas productoras de AcMo (IgG, subclase 1gG2b).
Mediante ELISA e IFI se encontrd que todos reconocen epitopos comunes al género
Leptospira, sin distinciéon del serovar respectivo. En IET no hubo reactividad lo que

sugiere que el reconocimiento es de epitopos conformacionales y no secuenciales.

Conclusiones. Los AcMo obtenidos ofrecen la posibilidad de desarrollar un ELISA de
captura y/o una IFl para el tamizaje rapido de muestras clinicas de pacientes con
sospecha de leptospirosis. La microaglutinacién quedard reservada para las muestras
gue resulten positivas, cuando se requiera la identificacion de serovares con fines

epidemioldgicos.
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1. Introduccion

1.1 Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa generalizada; es una zoonosis de
distribucion mundial (Acha y Sziyres, 1992), conocida como sindrome de Weil,
enfermedad de los porquerizos o fiebre de los cafiaverales, que es causada por una

espiroqueta del género Leptospira (NORMA Oficial Mexicana NOM-029-SSA2-1999).
La Leptospira presenta la siguiente clasificacion taxondmica (Laguna, 2000).

* Division: Procariotes.

e Clase: Schizomicetes.

» Orden: Spirochaetales.

e Familia: Leptospiraceae.

e Género: Leptospira.

e Especies: L. interrogans, L. biflexa.

Figura 1. Leptospira pomona. Cultivo con medio de Stuart, microscopia de interferencia.

Fuente: Carrada Leptospirosis Humana 2005
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1.1.1 Caracteristicas microbiologicas

Las bacterias del género Leptospira son bacterias aerdbicas o microaerofilicas,
catalasa, oxidasa y peroxidasa positivas. Tienen forma de espiral, son muy finas, de 5-
18 um de longitud y 0.1-0.2 um de ancho. Tienden a formar un gancho aerobio que se
ha diferenciado de otras espiroquetas patdgenas y se puede cultivar en medios

artificiales (Acha y Szyfres, 1992).

La estructura consta de un protoplasma helicoidal con espiras apretadas vy
extremidades en forma de gancho. La membrana externa multiestratificada es rica en
lipidos (20%) y el péptidoglicano es de acido a, e—diaminopilémico (Acosta et al.,
1994), la capa de peptidoglicano esta asociada con la membrana citoplasmatica en vez

de la membrana externa, algo que es Unico de las espiroquetas.

Las bacterias no se visualizan con los procedimientos de tincion habituales. Observadas
en fresco, con microscopia de campo oscuro, se ven como “cordeles” finisimos, muy
brillantes, dotados de movimientos de rotacién y flexion muy activos. La bacteria tiene
18 hélices por célula y la conformacion es dextrégira (en direccidn de las manecillas de
un reloj) (Carrada, 2005). Existen dos flagelos, uno en cada extremidad, estan
asociados al cilindro protoplasmico y se extienden hacia el centro de la Leptospira sin

llegar a cruzarse.

La temperatura éptima de crecimiento es 30° C y el tiempo para obtener una nueva
generacion es de 7 a 10 dias para nuevas colonias aisladas. Se pueden cultivar en
medios artificiales ricos en suero de conejo al 10%, enriquecido con acidos grasos de
cadena larga como principal requerimiento nutritivo. Se desarrollan lentamente en
medio de albumina bovina a 1% y tween-80 (Medio de Ellinghausen, McCullogh,Harris

y Johnson o EMJH) (Carrada, 2005).
El género de Leptospira se divide en las siguientes serovariedades:
e Interrogans patdgena para el ser humano y los animales.

e Biflexa saprofita que se localiza en la superficie del suelo y el agua.

CUAUTITLAN
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Son clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas de cultivo; donde L.
biflexa crece a 13°C en presencia de 8 azaguanina, y no forma células esféricas en
presencia de NaCl 1M en comparacién con L. interrogans que no presenta las

caracteristicas anteriormente mencionadas (Loner C, 2005).

Se encuentran agrupadas antigénicamente en 23 serogrupos y 200 serovariedades
para el complejo Interrogans; ademds genotipicamente existen 7 genoespecies, 28

Serogrupos y numerosos serovares y genotipos (McDonough, 2001).

1.1.2 Mecanismo de infeccidon y patogenia

La infeccién es a través de la piel erosionada, mucosas ocular y nasal, al entrar en
contacto con agua, suelos humedos y vegetacidon contaminada con orina de animales
infectados o por manipular fetos, placentas y visceras (Figura 2). El agente sobrevive
durante varias semanas en ambientes hiumedos, ligeramente alcalinos y calurosos. La
Leptospira es altamente susceptible a la desecacion y a los cambios de pH; pH<6 vy
pH>8 son inhibidores; temperaturas <7-10° C y temperaturas >34-36° C son nocivas.
Los organismos sobreviven hasta 180 dias en suelos humedos, por varios meses en
superficies acuosas y sobreviven alin mejor en agua estancada que en movimiento. Se
presenta durante todo el afio pero con mayor frecuencia en épocas de lluvias. La
leptospirosis transmitida de humano a humano es sumamente rara (NORMA Oficial

Mexicana NOM-029-SSA2-1999).

Leptospira se elimina rapidamente de todos los tejidos, excepto del cerebro, los ojos y
los rifiones, donde sobrevive y se multiplica para luego eliminarse a través de la orina.
La bacteria permanece en el huésped por semanas o meses y, en el caso de los

roedores, puede reproducirse y ser eliminada durante toda la vida.

CUAUTITLAN
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Figura 2. Mecanismo de infeccidn de la leptospirosis. Los roedores constituyen la fuente mas
frecuente de infeccidn, siendo reservorios naturales. Las infecciones en animales o en el
hombre ocurren en forma directa, mediante el contacto con la orina de animales infectados o
indirecta por el contacto con agua, tierra o lodo contaminados. Se considera una enfermedad
profesional u ocupacional a veterinario o ganaderos y estacional debido a que se da una mayor
incidencia en el verano y comienzos de otofio.
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Leptospira es resistente a la actividad bactericida del suero normal y en ausencia de
anticuerpos especificos no es fagocitada ni destruida por los polimorfonucleares o
macrofagos. Después de penetrar la piel o las mucosas, provoca una bacteriemia que
inicialmente alcanza a todas las partes del cuerpo, incluyendo el liquido
cefalorraquideo (LCR) y los ojos, entre los dias 5 y 7 genera la produccion de
anticuerpos aglutinantes y opsonizantes. Si esta respuesta no es suficiente para
detener su progreso, la bacteria avanza en los tejidos. Alli se multiplica en forma
acelerada, deja de ser encontrada en la sangre y se elimina por la orina durante

semanas o meses (fase inmune o de leptospiruria) (Acosta et al., 1994).

Los lipopolisacaridos de la Leptospira estimulan la adherencia de neutrofilos y la
activacion de las plaquetas, lo que puede ser responsable de las anormalidades

inflamatorias y de coagulacion.

1.1.3 Manifestaciones clinicas

Los signos y sintomas de la leptospirosis son inespecificos por lo que facilmente se
confunde con otros sindromes febriles icterohemorragicos (SFIH) tales como
paludismo, dengue, hepatitis, influenza, infecciones rickettsiales vy fiebres
hemorrdgicas virales. Este cuadro clinico indefinido puede desembocar en
complicaciones letales cuando el paciente no recibe tratamiento por falta de un

diagndstico clinico y de laboratorio.

El periodo de incubacién promedio es de 10 dias durante el cual, la espiroqueta migra
por via sanguinea y se establece en higado, rifién, pulmén, cerebro y bazo,
dependiendo de la serovariedad involucrada. Posterior a esto, los sintomas aparecen
bruscamente. La leptospirosis cursa en dos formas clinicas: anictérica o benigna, que
se presenta en un 85 a 90% de los casos y la ictérica o grave, también llamada
enfermedad de Weil, que se presenta en un 10 a 15% de los casos (Acosta et al., 1994;

Lilenbaum et al., 2002; Songer y Thiermann, 1995).
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La forma anictérica esta divida en dos fases. La fase infecciosa que dura entre 4y 9
dias donde se presenta fiebre alta, escalofrios y mialgias severas, sobre todo en los
miembros inferiores. La anorexia, las nduseas y el vomito ocurren en la mitad o mas de
los pacientes. La fase inmunitaria, se presenta después de 2 a 3 dias de la fase
infecciosa donde existe la disminucidn de los sintomas como la fiebre (corresponde a
la aparicién de Leptospira en la sangre y del LCR), y dura de 1 a 3 dias. Puede existir
reaparicién de fiebre, si esto sucede los pacientes presentan delirio. Hay cefalea
intensa persistente que no responde a analgésicos comunes. Se encuentran mialgias
graves que comprometen en especial los gastronemios, la regién paraespiral, el
abdomen y el cuello. A nivel ocular se presenta fotofobia, dolor, hemorragia

conjuntival (Acosta et al., 1994; Lilenbaum et al., 2002; Songer y Thiermann, 1995).

La forma ictérica, también denominada sindrome de Weil, es la forma mas severa de la
enfermedad, aparece a nivel clinico, se presenta un aumento de bilirrubinas no mayor
a 20 mg/dl, fosfatasa alcalina moderadamente elevada y alza de aminotransferasas
gue raramente excede 5 veces los valores normales, que se manifiesta con la presencia
de una ictericia progresiva. Hay hemorragias generalizadas siendo la evidencia clinica
mas notorias de esta forma de enfermedad, epistaxis, sangrado del tracto
gastrointestinal, deterioro de la funciéon renal, diatesis hemorragica manifiesta como
purpura, petequias, hematuria o hemorragia conjuntival hemorragias pulmonares vy
sangrado a nivel de las glandulas suprarrenales y el sistema nervioso central (SNC)

(Acosta et al., 1994).

El compromiso de la funcién renal, debido principalmente a una necrosis tubular
aguda, puede llevar al paciente a una azoemia severa, concluyendo en la mayoria de
estos casos a dialisis peritoneal o hemodialisis. También se han informado alteraciones
mas raras, como fibrilacion auricular con falla aguda del ventriculo izquierdo. El
colapso cardiovascular por lo general es la causa de muerte en estos pacientes. En el
desarrollo de esta complicacion se han implicado factores tipo endotoxinas aun no

estudiados.
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1.1.4 Métodos de diagndstico

Existen diferentes métodos de laboratorio que permiten el diagndstico seroldgico de la
enfermedad. Las pruebas seroldgicas son aplicables en la segunda fase; los anticuerpos
aparecen de los dias 6 a 12 de la enfermedad vy el titulo maximo se alcanza en la
tercera o cuarta semana (Acosta et al,. 1994). La prueba de referencia recomendada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o estandar de oro es la técnica de
microaglutinacidn con antigenos vivos (MAT), que se emplea para detectar anticuerpos
anti-leptospira en suero. Se consideraron casos confirmados de leptospirosis los sueros
Unicamente que presentan un titulo de anticuerpos mayor o igual a 800, asi como la
demostracién de un incremento de 4 veces el titulo o la seroconversién entre sueros
pareados. Las muestras de sueros con titulos entre 200 y 400 se consideraron casos
presuntivos o probables, mientras que los sueros que resultan negativos se
consideraron como no confirmados. Esta prueba es altamente especifica, no obstante,
presenta una sensibilidad limitada en la fase aguda, debido a que los anticuerpos son
detectables alrededor de los 7-10 dias de la aparicion de los sintomas y en general se
requiere una segunda muestra de suero para confirmar el caso, lo que retarda el

diagnéstico y el tratamiento (Myers, 2005).

Durante el periodo febril de leptospiremia se puede aislar el microorganismo del LCR;
después de la primera semana se puede cultivar a partir de la orina. Al término de la
primera semana son detectables los anticuerpos en el suero del enfermo, empleando
la técnica de MAT lo que hace a este método serolégico el de eleccién para el

diagndstico de la leptospirosis.

Hay otros métodos aun no usados en forma amplia como la PCR y anticuerpos

monoclonales especificos (Acosta et al., 1994).
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1.1.5 Tratamiento

Se ha comprobado que un tratamiento oportuno pueden revertir las manifestaciones

de la enfermedad.

Los elementos mds importantes en el manejo son: antibidticos, soporte respiratorio y
cardiovascular, didlisis (peritoneal o hemodialisis) y transfusiones sanguineas en los

casos severos de la enfermedad (Damment, 2005).

Existe un grupo de antibidticos con grado variable de efectividad contra la Leptospira.
Los mas importantes son: penicilina, doxiciclina, tetraciclinas, eritromicina, ampicilina,
amoxicilina y estreptomicina. De estos, la penicilina y la doxiciclina son los mas

aceptados en la practica clinica (Acosta et al., 1994, Rodriguez et al., 2001).

1.1.6 Epidemiologia

La vigilancia epidemioldgica de la leptospirosis es sumamente dificil de controlar
porque el microorganismo se puede albergar y expulsar en la orina de muchos
animales, perpetuandose entre ellos el estado de portador. La orina es la fuente de

contagio mas importante de Leptospira, después de la infeccion aguda.
La distribucion de la leptospirosis se ha clasificado en dos grandes grupos:

a) Leptospirosis rural: asociada a actividades agroganaderas y recreativas que

impliquen el contacto con medios acuaticos (ganaderos, agricultores y excursionistas)

b) Leptospirosis urbana: donde la poblacién expuesta corresponde a grupos

profesionales u ocupacionales.

Esta zoonosis se conoce en México desde 1920 cuando se presentd el primer caso en
Yucatan siendo reportada por Noguchi y Klieger la enfermedad se confundia con la

fiebre amarilla.
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Dos caracteristicas que hacen a Leptospira dificil de erradicar son las siguientes (Caino

et al., 2006):

e La bacteria puede permanecer por periodos prolongados en los tubulos renales

de animales sin que presenten enfermedad, ni cambios patoldgicos en el rifidn.

e Los animales silvestres representan un reservorio importante para reinfectar

continuamente a las poblaciones domésticas.

1.2. Inmunologia de la leptospirosis

La patogénenicidad de la leptospirosis estd en su mayoria controlada por la respuesta

humoral.

Los seres humanos reaccionan a una infeccién con Leptospira con la produccién de
anticuerpos especificos. La seroconversién puede ocurrir de 5 a 7 dias después de la

aparicion de la enfermedad pero algunas veces solo después de 10 dias o incluso mas.

Los anticuerpos IgM aparecen generalmente mas temprano que los anticuerpos de
clase IgG y estos ultimos usualmente permanecen detectables por meses o aun anos

aungue a bajos titulos.

La deteccion de anticuerpos IgG es mas variable; algunas veces pueden no ser
detectables en absoluto o ser detectables por periodos relativamente cortos de

tiempo, pero ocasionalmente pueden persistir por varios afios.
Los anticuerpos son dirigidos contra:

- Antigenos comunes (llamados antigenos género especificos) que son compartidos por

todas las leptospiras tanto patégenas como saprofitas.

- Antigenos serovar especificos y serogrupo especificos (Leptospirosis humana: guia

para el diagnéstico, vigilancia y control/OMS 2008).

10
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1.2.1 Inmunoglobulinas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son un tipo de glicoproteinas. Funcionan como la
parte especifica del receptor de células B (BCR) que reconocen epitopos a nivel de la
membrana del linfocito B, y como moléculas secretadas por las células plasmaticas.
Estas ultimas proceden de la activacién, proliferaciéon y diferenciaciéon de células B.
Estructuralmente estdn formados por dos cadenas polipeptidicas pesadas H (del inglés
Heavy pesado) y dos ligeras L (del inglés Light ligero) unidas entre si mediante enlaces
covalentes. Las cadenas ligeras consisten en una regién variable (VL) y una constante
(CL) mientras que las pesadas presentan una regién variable (VH) y tres constantes
(CH1, CH2, CH3) (Figura 3). Funcionalmente podemos distinguir tres porciones en los
anticuerpos: dos de ellas implicadas en el reconocimiento y unién al antigeno
denominadas regiones Fab (antigen binding Fragment) y otra implicada en las
funciones de los anticuerpos y en su vida media en sangre, llamada regién Fc

(crystallizable Fragment) (Ruiz et al., 2007).

Cadena —» VH

ligera Region Fac

Region Fc A Cadena

pesada

Figura 3. Representacion de una Inmunoglobulina tipo G. Anticuerpo mas abundantes en el
organismo que neutralizan los antigenos; activan el sistema del complemento, capaz de unirse
a otras células del sistema inmune (macréfagos, células NK), atraviesan membranas bioldgicas
y por tanto durante el embarazo pueden pasar de la madre al feto.

11
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Existen cinco clases diferentes de anticuerpos, que se diferencian entre si por una serie

de cambios estructurales que les confieren funciones diversas en el organismo. Los

cinco tipos de anticuerpos se denominan: Ig G, Ig M, IgE, Ig A e Ig D (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la inmonoglobulinas de ratén. Fuente Goding, 1996

IgM IgG IgA IgD IgE
Concentracion 0.1- 3- 1- 1- 0.1-1
en suero 1.0mg/mL 20mg/mL 3mg/mL 10pg/mL pg/mL
Peso 170000-
Molecular 900000 160000 500000 180000 190000
Cadenas
pesadas K Y a 5 &
Cadenas K 6 K6A  Kox  KoA K6
ligeras
Subclases 1 4 1 1 1
Vida media
(dias) 1 2-4 1 ~1 ~1
Hidratosde o 1500 2300 7119  1215%  12%
carbono
Citotoxicidad
mediada por + + - - -
complemento
Union a ) . ) ] i
proteina A
Union a

proteina G

Las inmunoglobulinas de la clase IgG presentan 4 subclases con diferentes

caracteristicas las cuales se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de la inmonoglobulinas tipo G de raton. Fuente Modificada de
Goding, 1996.

Especie Subclase Citotoxicidad Unidéna
mediada por

Unién a
proteina proteina

complemento A G

Raton IgG1 - pH >8 ++
IgG2a ++ pH >4.5 ++

IgG2b +++ pH >3.5 ++

IgG3 + pH >4.5 +

12
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1.2.2 Anticuerpos monoclonales

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales (AcMo) se inicid a partir de los trabajos
de Georges Kohler y Cesar Milstein en 1975 resultado de los experimentos realizados
en Reino Unido. Fueron los primeros que tuvieron éxito en la obtencion de hibridomas
murinos productores de anticuerpos especificos contra eritrocitos de carnero (Kohler

C, Milstein C, 1975).

La produccion de los AcMo principia con la inmunizacién repetida de un ratén Balb/c
con un antigeno especifico o con una mezcla antigénica para inducir una buena
respuesta humoral (Alvarez, 2004). Posterior a ello, con un desestabilizador de
membrana como es el polietilenglicol (PEG) se realiza la fusién entre una linea celulary
los linfocitos B del ratén inmunizado que estan produciendo anticuerpos especificos,

(Figura 4).

13
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Antigeno

Inmunizacion

\ /——\( ) Bazo
Células de mieloma

Ratén Balb/c
X63Ag8.653

B PEG

Medio selectivo

Clonacion celular

N N A L AN AL

Caracterizacion.de anticuerpos

Figura 4. Produccion de anticuerpos monoclonales. Tras la hiperinmunizacion de un ratén con
un antigeno, se extrae las células de bazo y se fusionan mediante polietilenglicol con células de
mieloma defectuosas en una de las enzimas que participan en la ruta de sintesis de
nucledtidos (HGPRT). Las células del mieloma se mantienen en un medio selectivo en
presencia de hipoxantina, aminopterina y timina (HAT). Tras el crecimiento de los hibridomas,
el sobrenadante de cultivo se analiza para detectar la presencia de anticuerpos especificos.

14
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Las lineas celulares de mieloma derivadas de ratén mds utilizadas en la produccién de
anticuerpos monoclonales se puede ver en la Tabla 3.

Tabla 3. Lineas celulares de mieloma Fuente: Harlow & Lane, 1988

, Cadenas de
Lineas celulares . .
, Derivada de: Inmunoglobulinas Ig que secreta
de ratéon
expresadas
P3-X63 Ag8 Gamma 1y kappa IgG 1
X63Ag8.653 P3X63Ag8 Ninguna Ninguna
Sp2/0-Agl4 P3X63Ag8X Ninguna Ninguna
FO Sp2/0-AG14 Ninguna Ninguna
NSI/1-Ag4-1 P3X63Ag8 Kappa Ninguna
NSO/1 NSI/1-Ag4-1 Ninguna Ninguna
FOX-NY NSI/1-Ag4-1 Kappa Ninguna

La linea celular de mieloma le proporcionara las caracteristicas de division indefinida,
como toda linea cancerosa, ademas presenta dos mutaciones genéticas que las hacen
carentes de las enzimas hipoxantina- guanina-fosforribosil tranferas (HGPRT) y
timidina cinasa (TK) que inhabilitan para efectuar la ruta alterna de sintesis de DNA. Al
momento de la fusidn se realiza una seleccidon bioquimica al agregar aminopterina,
(Medio HAT) un bloqueador de sintesis de DNA, de modo que sélo proliferan aquellos
hibridos (linfocito - mieloma) que contienen las enzimas HGPRT y TK aportadas por las
células B (Figura 5). Por tal motivo se define como AcMo a aquel que reconoce
especificamente un solo epitopo, y que es producido por una clona Unica de linfocitos
B. (Ruiz et al, 2007) capaces de proliferar en cultivo y o propagarse en animales

genéticamente compatibles.
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5-Amino imidazol-4-carboxamida ribonucledtido

l

5-Formido imidazol-4-carboxamida ribonucledtido

PRPP PP

. . v Monofosfato de inosina
Hipoxantina

»
»

Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa
(HPGRT)

Guanina (o 6-tiaguanina o 8

azaguanina) "

PRPP PP

» Monofosfato de guanosina

GDP ———» dGDP

Timidina
A\ 4 A\ 4
<«— GTP dGTP
Timidina cinasa (TK) ARN
v
dMTP — 5 dTOP 5 4rpp » ADN
Timidilato
sintetasa
UDP dubP acTP
e ——» dUMP dATP

Figura 5. Sintesis de acidos nucleidos. Se muestra el sitio donde la aminopterina bloquea la
ruta en presencia del medio HAT (hipoxantina, aminopterina —timidina), seleccionando solo
aquellas células que poseen las enzimas TK y HPGRT.
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2. Justificacion

La leptospirosis es una enfermedad que puede presentarse con una amplia diversidad
de manifestaciones clinicas que varian desde una enfermedad pseudo gripal leve hasta
un cuadro serio que puede llegar a ser fatal y puede mimetizar a otras enfermedades,
como el dengue, salmonelosis y febriles. (Leptospirosis humana: guia para el
diagnéstico, vigilancia y control / OMS, 2008). La similitud con la que se presentan las
enfermedades febriles en su fase inicial, ha propiciado dificultades en nivel operativo
para el diagndstico oportuno y para la atencién adecuada para los enfermos, asi como
su notificaciéon y su clasificacién (Navarrete et al., 2006). Desde el punto de vista
clinico, la leptospirosis es dificil de diferenciar de un gran nimero de enfermedades y
con mucha frecuencia es subdiagnosticada. Actualmente los métodos de laboratorio
ayudan a confirmar la leptospirosis en donde se sospecha la enfermedad con base en
los datos clinicos mas el empleo de la técnica de aglutinaciéon microscopica (MAT), que
es el método de referencia en el diagndstico, pero esta metodologia presenta varias
desventajas tales como la necesidad de mantener cepas vivas de Leptospira y de
personal entrenado en su realizacion. En comparacién, existen técnicas de laboratorio
como las inmunoenzimaticas que ofrecen una mayor sensibilidad del 87 a 95% (Loner
C, 2005), es por ello que el presente trabajo tuvo por objetivo producir y caracterizar
AcMo que puedan ser utilizados en técnicas inmunoenzimaticas tales como las
reportadas por Yan et al., 1999, al desarrollar una ELISA de captura o ELISA de tipo
competitivo (Surujballi y Elmgren, 2000), que permita la detecciéon diagndstica de

leptospiras en forma rapida y certera.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Producir anticuerpos monoclonales especificos contra Leptospira spp, con fines

diagnésticos.

3.2 Objetivos Particulares

3.2.1 Inmunizar ratones con un antigeno vacunal que contiene las siguientes
serovariedades: L. icanicola; L. icterohaemorragiae. L. woolffi; L. Pomona; L.

grippotiphosa y L. tarasovii, para inducir una respuesta policlonal.

3.2.2 Caracterizar el tipo y subtipo de los anticuerpos obtenidos por el

método de ELISA.

3.2.3 Comprobar reactividad de los AcMo, mediante técnica de ELISA,

Inmunoelectrotransferencia e Inmunofluorescencia.

3.2.4 Determinar la sensibilidad de los AcMo utilizando cultivo de bacterias por

técnica de ELISA.
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4. Metodologia

Evaluacion de la respuesta
inmune

4

S

CUAUTITLAN

Proliferacion in vitro

Proliferacion in vivo

/ v

-
Caracterizacion Reactividad de
de AcMo AcMo

Figura 6.Diagrama general de la produccion de anticuerpos monoclonales contra Leptospira spp
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La Figura 6 muestra de manera general la metodologia que se llevd a cabo para la
produccidon de los AcMo anti-leptospira. Primero se realizé la inmunizacién de 10
ratones Balb/c hembras de 4 semanas de edad con antigeno vacunal. Se hizd el
seguimiento de la respuesta humoral producida mediante ELISA indirecta. Se titulé el
suero obtenido después de la tercera inmunizacion. Se realizé la fusion celular y una
seleccion bioquimica con medio HAT. Se evaluaron los hibridomas producidos
seleccionando solo a los positivos a la produccion de anticuerpos especificos. Se
procedid a la clonacién celular por dilucidn limitada. Los hibridomas productores de los
AcMo anti-leptospira se expandieron de manera in vivo en ratones para la produccion
de liquido de ascitis y de manera in vitro en cultivo celular. Para caracterizar a los
AcMo se realizé un ELISA de captura y para determinar su reactividad se realizdé una
inmunofluorescencia (IFI) y después un ELISA indirecto con antigeno de Leptospira, y

una curva de sensibilidad por ELISA.

4.1 Inmunizacion
4.1.1 Animales

Se utilizaron diez ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad los cuales de manera
indistinta fueron identificados de la siguiente manera: CaLo, CaPa, MiPd, MiPi, PiPd,

Calo, Co, MdPd, MiCo y S/M.

4.1.2 Antigeno

Se utilizé la vacuna LEPTOCAN que es una bacterina constituida por cuatro serovares
de Leptospira interrogans (L. canicola, L. icterohaemorragiae, L. wolffiy L. pomona), un
serovar de Leptospira kirschneri (L. grippothyphosa) y un serovar de Leptospira
borgpetersenil (L. tarassovi), inactivadas, estabilizadas y adsorbidas en adyuvante

oleoso Inmunoset.
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Previo a la primera inmunizacién, mediante sangrado del seno infraorbitario se obtuvo

suero pre inmune, el cual sirvio para la evaluacion de las inmunizaciones.

La inmunizacidn se realizé mediante la inoculacion de la vacuna LEPTOCAN de manera
IP con el siguiente esquema de inmunizacién (Tabla 4).

Tabla 4. Esquema de inmunizacién para la obtencién de AcMs contra Leptospira spp

DIA DOSIS DE ANTIGENO OBSERVACIONES
1 25 ug Sangrado pre- inmune
200pL

7 25 ug Sangrado 200uL
14 25 g Sangrado 200puL
21 25 g Sangrado 200uL
25 25 ug Sin sangrado

28 FUSION CELULAR ULTIMO SANGRADO

4.2. Evaluacion de la respuesta inmune y titulacidon de anticuerpos

En cada inmunizacién se extrajo una gota de sangre del raton obtenida por un
pequefio corte en la cola, se separd el suero y se utilizd para evaluar la respuesta
inmune mediante ELISA indirecta (Medina, 2009), con anticuerpos anti-

Inmunoglobulinas de ratédn marcados con peroxidasa (Figura 7).

Sustrato
Anticuerpo conjugado >
Producto

Anticuerpo

Leche 5%

[ - o =

Placa de poliestir
Figura 7. Representacion de ELISA indirecto.
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Se utiliz6 como antigeno vacuna LEPTOCAN y antigeno Leptospira interrogans sr.
Icterohaemorragica inactivada previamente con solucién de formol al 1% vol/vol por
24 horas estandarizada a la turbidez del tubo 0.5 del Nefelémetro de MF, equivalente
a 1 x 108 bacterias, diluidos en solucién amortiguadora (anexo 10.1) hasta obtener la
concentracién de 5pg/mL. Los pozos de la placa de poliestireno se sensibilizaron con
un volumen de 100 pL de la solucién de antigeno, la cual se mantuvo a 4° C durante
toda la noche. Se elimind el exceso de la solucién vertiendo el contenido de los pozos y
se secO sobre una gasa. La placa se lavé 3 veces con 200 pL/pozo con PBS-T (anexo
10.3), durante 5 min cada lavado; se agregaron 200 pL/pozo de solucion de blogueo
(anexo 10.4) y se incubd durante 30 minutos a 37° C. Se repitieron los 3 lavados y el
suero se diluyé 1: 1000 en PBS-T. Cada suero diluido se agregd en volumen de
100uL/pozo y se incubd 2 horas a 37° C. Nuevamente se repitieron los lavados y
posterior a ello se colocaron 100uL/pozo del conjugado anti-lg total de ratdn-
peroxidasa* a una dilucion previamente titulada en PBS-T (anexo 10.3). Se incubé a 37°
C durante 2 horas y se lavd. En cada pozo se colocaron 100 pL de la solucién de
cromogeno/sustrato peroxidasa (anexo 10.5), se dejd incubar durante 8 minutos y se
detuvo la reaccidon enzimatica, anadiendo 100 puL/pozo de acido sulfdrico 2N (anexo
10.7). Se leyd la absorbancia en un lector de ELISA a 490 nm para peroxidasa/orto-

fenilendiamina.

La titulacion de los anticuerpos producidos por el ratén se realizé también mediante
ELISA indirecta (Figura 7), utilizando como antigeno vacuna LEPTOCAN a la
concentracién de 5ug/mL, considerando que se colocé el suero de ratéon en diluciones
dobles seriadas partiendo de un minimo de 1: 1000. Se siguié con el mismo

procedimiento anteriormente indicado.

Nota: En ambos ELISA, como testigo positivo se utilizd suero de ratén hiper

inmunizado, como control negativo solucidn de PBS y suero de ratdn pre inmune.
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4.3 Fusion celular

Cuando el titulo de anticuerpos fue igual o mayor a 4000 se llevé a cabo la fusion

celular, seleccionando solo al ratén que presentd la mejor respuesta humoral.

Previo a la fusién celular (3 dias antes), se inmunizé al ratén candidato, con la misma

dosis de inmunogeno, a lo cual se le denomind reto final.

La fusion celular tiene como propdsito obtener células que se reproduzcan
indefinidamente y que ademads sean productoras de anticuerpos especificos mediante
la fusion de membranas e intercambio de material genético, para ello se utilizé la linea
celular X63Ag8.653 que son células de mieloma. Estas se encontraban en crecimiento
exponencial en medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 12 %. Para ello se siguio la

metodologia de Medina et al., 2009 y Gavilondo, 1997, la cual consisti6 en:

1. Se mezclaron las células de bazo y las de mieloma en una relacién 5:1 (5 células
de bazo por 1 célula de mieloma) en un tubo de 50 mL, y se centrifugo a 1,200

rpm durante 5 min.
2. Seelimind el sobrenadante y disgregaron suavemente las células.

3. Por cada 60 millones de células, se agregaron 0.5mL de polietilenglicol (PEG) al
42% (anexo 10.23), en un tiempo aproximado de 60 segundos agitando

suavemente (fue recomendable emplear agitador a baja velocidad).

4. Se agregaron 5 mL de medio RPMI-1640 (anexo 10.20) por goteo y agitando
suavemente en un lapso de 3 min; de la misma forma se adicionaron 15 mL

mas en un lapso de 1 min y se centrifugé a 1,200 rpm durante 10 mina 37° C.

5. Se resuspendieron las células en medio RPMI-1640 con SBF al 12% (anexo
10.20, 10.21) adicionado con HAT (anexo 10.24). Se colocaron 200uL/pozo en
placas de cultivo de 96 pozos y se cultivaron a 37° C en atmdsfera humeda con

95% aire y 10% CO..
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6. Las células se revisaron diariamente para identificar si existia algun tipo de
contaminacion y localizar los pozos con hibridos viables (se presentan como

cumulos de células) o si se requeria de cambiar medio.

7. Diez dias después de la fusion se realizaron los cambios a medio con HT (anexo
10.25) por 5 dias, al finalizar estos solo se cultivaron las células con medio

RPMI-1640 (anexo 10.20) con SFB al 12%.

8. La presencia de hibridos productores de anticuerpos se detecté tomando el
sobrenadante de los cultivos y realizando un ELISA, con los sobrenadantes de
cultivo directamente y se revelé con un conjugado anti-gammaglobulinas de

ratén-peroxidasa*.

La eficiencia de fusion se calculd con el nimero de pozos con hibridomas positivos

entre el nUmero total de pozos sembrados y multiplicados por cien.

4.4 Seleccion bioquimica de hibridomas positivos

Posterior a la fusidn diariamente se revisaron las células en cultivo bajo el microscopio
invertido, para ubicar los hibridomas viables, asi como una posible contaminacién

bacteriana o fungica.

El cultivo celular se mantuvo realizando adiciones de medio RPMI-1640
complementado con SFB al 12% y HAT 50X (anexo 10.24) en una temperatura de 37° C
y CO,al 10% (Tabla 5).

Tabla 5. Calendario para la fusion y seleccion de hibridos

Dia Tipo de medio Actividad
1 RPMI-1640-SFB 12%+HAT FUSION
3 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
5 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
8 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
10 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
12 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
14 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio
16 RPMI-1640-SFB 12%+HAT Cambio de medio

*conjugado de antigamma globulina G producido en cabra, anti ratdn.
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Aproximadamente dos semanas posteriores a la fusién, se seleccionaron los
hibridomas que sobrevivieron y crecieron lo suficiente para poder detectar aquellos

de interés por su capacidad de producir anticuerpos especificos.

Se evaluaron los hibridomas resultantes de la fusién celular mediante ELISA indirecta,
utilizando el sobrenadante del cultivo de los hibridomas, con anti-gamma globulina G

de ratén- peroxidasa.

4.5 Clonacion celular

Se llevd a cabo la clonacién celular de los hibridomas positivos por dilucion limitada
(Gavilondo, 1997 y Goding 1996). Se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pozos. En
la hilera A, se colocaron 100 puL de medio de cultivo RPMI-1640 con SFB al 12% (anexo
10.20), luego se tomaron 100uL de suspension celular de aquellos hibridos que fueron
positivos al antigeno de interés y se colocaron en la posicién Al. A partir de ésta se
hicieron diluciones dobles seriadas hasta el final de la fila y se dejaron reposar durante

10 min.

Las células de cada pozo se contaron en el microscopio invertido y aquel pozo que
contenia 30-40 células se diluyé en 18 mL de medio RPMI-1640 con SFB al 12% (anexo
10.20). De esta suspension celular se sembraron 200uL por pozo en las 7 filas restantes

de la placa. La placa se mantuvo a 37° Cy 10% de CO, durante una semana.

Mediante revisiones diarias a las placas, se identificaron los pozos donde se
encontraban células Unicas que al pasar de los dias formaron una colonia en
proliferacidn. Estas se mantuvieron en la incubadora de CO, hasta que alcanzaron un
crecimiento de casi el 100 % de la superficie del pozo. El sobrenadante se evalud
nuevamente mediante ELISA indirecta para verificar que continuara secretando
anticuerpos especificos. Los que resultaron positivos se procedieron a expandir las

células en cultivo celular.
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4.6 Proliferacion in vitro, in vivo y caracterizacidon de anticuerpos

Las células verificadas por ELISA indirecto, como productoras de anticuerpos se
expandieron en botellas de cultivo de 25 cm?, con medio de cultivo RPMI 1640
complementado con SFB al 12 % (anexo 10.20) y se mantuvieron en crecimiento en

incubadora de CO,.

Para a expandir las células en peritoneo de ratéon se debe de considerar Ia
histocompatibilidad del mieloma que se va a usar con la cepa de ratén. Una de las
ventajas de utilizar la expansion in vivo es que se obtendrd una cantidad mayor de
anticuerpos especificos, aproximadamente 1 a 10 mg/mL, mientras que en cultivo

celular se obtiene de 10 — 100 pg/mL.

Para esto se inoculé al ratén por via IP con 0.5 mL de adyuvante incompleto de Freud,
tres dias antes. Se inocularon 5 x 10° células clonadas suspendidas en 0.5 mL de PBS
(anexo 10.2). Quince dias después de la inoculaciéon de la suspension celular, los
ratones desarrollaron un tumor liquido en el peritoneo, de donde se pudo obtener el
liguido de ascitis rico en anticuerpos y las células productoras de éstos.
El liguido de ascitis se puede recuperar de dos maneras distintas. En la primera el
animal se mantiene vivo durante todo el proceso
1. Selimpia el area abdominal del ratén con alcohol al 70% o benzal
2. Se hace una puncién en la parte baja del vientre a la altura de la ingle con
una aguja nueva de numero 22 G.
3. El liquido se recolecta en un tubo cénico estéril y en condiciones de
esterilidad.
Este procedimiento se puede realizar maximo tres veces, es importante mencionar que
el ratén después de la primera obtencioén, la cantidad de ascitis recolectada es menor
y hay una tendencia a la produccién de un tumor sélido. Ademas, la salud del animal
se deteriora bastante, por lo que solo se recomienda la “ordefia” maximo tres veces.
La segunda forma de obtener el liquido de ascitis es en animales sacrificados por
dislocacion cervical.

1. Se desinfecta el area abdominal con etanol al 70%.
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2. Fijar al animal a la tabla de diseccién y realizar una incisién sobre la piel que
recubre la cavidad peritoneal

3. A continuacidn y con ayuda de las pinzas separar el tejido que mantiene unida
la piel a la capa serosa del peritoneo.

4. Puncionar con una jeringa (21x22) la capa serosa del peritoneo y extraer
lentamente el liquido ascitico, el cual se centrifuga a 1,200 rpm durante 5 min.

5. El botdn obtenido contiene a los hibridomas y el sobrenadante los anticuerpos.

Si se desea, las células hibridas pueden ser colocadas en cultivo o congeladas.

Nota: Los sobrenadantes resultantes del cultivo celular, fueron utilizados para llevar a

cabo la caracterizacién de los anticuerpos producidos.

Se determind la clase y la subclase del anticuerpo producido por medio de ELISA de
captura (Figura 8) utilizando anticuerpos anti gama globulinas de ratén marcados con

peroxidasa*.

Anti-IgG peroxidasa
Producto g5 P

Sustrato
Sobrenadante

de cultivo

Leche 5%

. . . > _— S

[
\
[

I Inmuno globulinas
Placa de poliestireno &

Figura 8. Representacion de ELISA de captura.
La técnica que se siguid para realizar la ELISA de captura es la siguiente:

1. Se forré una placa de ELISA de 96 pozos con 100 pL de anti-lgG de cada
subclase 1gG1, I1gG2a, 1gG2b e I1gG3 en una concentracion de 10ug/mL en
solucién amortiguadora de boratos, previamente tituladas y se incubd toda la

noche a 4°C.
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2. Posteriormente se realizaron tres lavados con 200uL de PBS —T (anexo 10.3) durante 5
minutos cada lavado.

3. Se adicionaron 200 pL de solucion de bloque (anexo 10.4) por 30 minutos a 37°
C.

4. Se repitieron los lavados del paso 2, se colocaron 100 plL del sobrenadante de
cultivo de los AcMo por 2 horas a 37°C, se realizaron tres lavados como ya se
indico.

5. Se colocé el conjugado anti-IgG de ratdén conjugado con peroxidasa* para el
revelado de la reaccion. Se agregaron 100 pL de solucién cromégeno/sustrato
para peroxidasa (anexo 10.5) y se dejé desarrollar la reaccién temperatura
ambiente durante 8 minutos.

6. Se detuvo la reaccién con 100 pL/pozo se acido sulfarico 2N (anexo 10.7), la

absorbancia se leyd en un lector de ELISA a una longitud de onda de 490 nm.

Nota. Como testigo positivo se utilizd suero de ratén hiper inmune y como control

negativo suero de ratén pre inmune y un blanco de PBS-T.

4.7 Concentracion de anticuerpos

Una vez obtenido un volumen de 45 a 50 mL de sobrenadante de cultivo de los
hibridomas, se procedié a concentrar dicho sobrenadante, se colocé el sobrenadante
de cultivo en una membrana de dialisis y se mantuvo durante 5 horas exponiéndola a
una corriente de aire con el fin de reducir el volumen del medio de cultivo y asi
concentrar los componentes presentes en el sobrenadante de cultivo. Ya reducido el
volumen del sobrenadante a la mitad recolecta se mantuvo a -4 ° C para su posterior

purificacion.

10
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4.8 Purificacion de anticuerpos con proteina A

Se purificaron los AcMo 12D5E, 12D7E, 28C6F y 63F10C con el método propuesto por
Medina et al, 2009. Se utilizdé una columna de 5 cm de altura, montada con proteina A—
sefarosa. Brevemente, una vez concentrado cada uno de los sobrenadantes de los
AcMo, se incubaron a 4°C TN, en la columna de proteina A-sefarosa. Al dia siguiente se
colectaron alicuotas de 2 mL de PBS pH 7.2 (anexo 10.2) las cuales se leyeron a 280 nm
para detectar la presencia de la proteina. Cuando la absorbancia fue de
aproximadamente 0, se procedié a eluir los anticuerpos con glicina 0.1 M pH 2.5 en
alicuotas de 2 mL que se siguieron espectrofotométricamente a 280 nm. Las fracciones
en donde se encontrd proteina, es decir donde la absorbancia obtenia era mayor o
igual a 0.200, se juntaron y se dializaron contra PBS pH 7.2 (anexo 10.2).
Posteriormente, se determind la concentracidon de proteinas por método de Bradford
en microplaca y se efectué una electroforesis en gel de poliacrilamida al 11%

(Bradford, 1976) para corroborar la pureza de las preparaciones.

Se realizd una segunda purificacion por cromatografia de afinidad con proteina A, con
columnas MILLIPORE; para ello se equilibré la columna con 10 mL de amortiguador A
(incluido en Kit MILLIPORE) y se centrifugd a 1700 rpm por 5 min. El producto de la
purificacion anterior se filtro con microfiltro de 0.45 micrometros y se pasd por la
columna de afinidad para después centrifugar a 1200 rpm por 10 min. Se lavd la
columna dos veces con 5 mL de amortiguador buffer A y se centrifugé a 1700 rpm por
5 min con el fin de eluir proteinas presentes en la muestra que no se fijaron a la
proteina A. Se realizd la lectura del amortiguador recolectado, leyéndolo
espectrofotométricamente a 280 nm hasta obtener una absorbancia de cero. Se
realizé la elusidon con amortiguador B (Glicina pH 2.5) y se centrifugd a 1700 rpm por 5
min. Se leyd el producto de la elusién a 280 nm para verificar la presencia del

anticuerpo. Se realizd la electroforesis en gel de poliacrilamida al 11%.

11
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4.9 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La curva estandar se realizé con una solucidn de albumina al 1 pg/mL obteniendo en
un volumen final de 200 ulL las concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 pg/mL. Para ello, en una microplaca se colocé 40 uL de cada concentracion de la
curva realizada y se adiciond 160 pL de la dilucién de reactivo de Bradford (Bio Rad)
1:5 en PBS. La muestra se prepard en un pozo de la microplaca colocando un volumen
de 5uL en 35 pL de PBS, se adicionaron 160 plL de reactivo de Bradford. Se incubd por
10 minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 595 nm. Se leyd la curva
estandar y con las absorbancias obtenidas se construyd una grafica de regresion lineal
en la cual se interpold la absorbancia de la muestra, logrando asi la determinacion de

la concentracién de proteinas presentes en la muestras.

4.10 Inmunoelecrotransferencia (Western blot)

Se prepararon geles de poliacrilamida en gradiente de concentracion del 5% al 22%

(Medina et al., 2009).
1. Selavaron las placas de vidrio con agua y alcohol al 70%.
2. Se colocé el juego de placas de vidrio y separadores en la camara de llenado.

3. Se prepararon los geles correspondientes en un volumen previamente

determinado en la cdmara formadora de gradientes (Tabla 6).

4. Se enciende la bomba peristaltica una vez preparada la mezcla para el gel
separador, que permite el llenado de la cdmara con la mezcla, dejando un
marco de 3 cm del borde superior y se deja polimerizar.

5. Se colocé el peine apropiado de acuerdo al nimero de muestras; se prepard la
mezcla de soluciones para gel concentrador (Tabla 7), se agregé la mezcla sobre
el gel separador tratando de no formar burbujas y se dejé polimerizar.

6. Se retird el peine con cuidado y se lavaron los carriles con agua destilada,

cuando la polimerizacion del gel concentrador haya terminado.

12
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7. Se pusieron las placas en el electrodo y se colocaron dentro de la cdmara de
electroforesis, llenando la camara inferior con amortiguador de electroforesis
(Tris-glicina) (anexo 10.14). Se verificé la ausencia de burbujas en el espacio
qgue se genera entre los vidrios en la parte inferior, entre el gel y la solucién de

electroforesis.

Tabla 6. Preparacion de geles de gradiente de 5% al 22.5%*

Para> 13 mL 20m 13mL 20mL
Cantidad de ¥ (mL) 5% 22.5%

Agua destilada 7.3 11.2 0 0
Acrilamida/Bis- 2.2 3.3 9.5 14.6
acrilamida

Tris pH 8.8 3.25 5 3.25 5
SDS 10% 13 2 .130 2
Persulfato de amonio .08 12 .08 12
10%

TEMED .004 .006 .004 .006

Tabla 7. Preparacion de gel concentrador*

Para=>
Cantidad de (mL)

1mL 2mL 3mL 4 mL

Agua destilada 0.68 1.4 2.1 2.7

Acrilamida/Bis- 0.17 0.33 0.50 0.67

acrilamida
Tris pH 6.8 0.13 0.25 0.38 0.50
SDS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04

Persulfato de amonio

10% 0.01 0.02 0.03 0.04
(1)

TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004

*ver anexo 10.9-10.14
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4.10.1 Preparacion del antigeno para inmunoelectrotransferencia

Para realizar la electroforesis el antigeno vacuna LEPTOCAN vy L.pomona fueron

sometidos a un proceso de tratamiento (Figura 9).

Se tomaron 200 uL de vacuna LEPTOCAN que se centrifugaron a 12 ,000 rpm durante
30 minutos a 4 ° C, posterior a esto se decantd el sobrenadante recuperandolo en un

nuevo tubo, y se desecho el botén resultante.

A 5 mL de medio EMJH con bacteria L. pomona concentrada se centrifugd a 12 000
rom durante 30 minutos a 4 °C, posterior a esto se desechd el sobrenadante y se
recuperod el botdn, se realizaron los lavados con 200 pL de solucién de PBS (anexo 10.2)
tres veces, con el fin de eliminar el medio de cultivo. El botén obtenido al final, fue re
suspendido en 200 pL de PBS. A ambas preparaciones se les determind concentracién

de proteinas por el método de Bradford.

14
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Desechar pellet y recuperar

Cuantificar
sobrenadante i

proteinas

o @ o e presentes por
) método de
200 pL de vacuna 12 000 rpm /30 min a 4°C
Bradford
Leptocan
Desechar sobrenadante y
recuperar pellet
12 000 rpm /30 min a 4°C
Realizar 3 lavados con
5 mL de bacteria en cultivo 200pL de PBS
EMJH complementado con ‘
Suero de conejo 10%

Cuantificar
proteinas
presentes por
método de
Bradford

Figura 9. Preparacién de antigenos para inmunoelectrotransferencia

Se prepararon las muestras mezclandolas 1:1 v/v con el amortiguador de muestra. Las
muestras que se requerian condiciones reductoras se le afadieron 2-3-mercaptoetanol
al amortiguador de muestra en una relacién 1:10 v/v. Se hirvieron las muestras

preparadas durante 15 min.

*ver anexo 10.9-10.14
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4.10.2 Electrotransferencia

1. Se colocaron las muestras en su carril correspondiente, incluyendo en cada gel

un carril con estandar de pesos moleculares.

2. Se llené la camara superior con amortiguador de electroforesis (Tris-glicina)

(anexo 10. 14) recién preparado.

3. Se conectd la cdmara a la fuente de poder y se ajusté la corriente a 150 volts

constantes. Se mantuvo la electroforesis hasta que el frente idnico llegara a

medio centimetro del final de la placa.

4. Alterminar la electroforesis se sacé el gel.

Preparacion de la cdmara y transferencia

1.

Se Colocaron fibras Scotch* y papeles filtros Whatman* (grosor 0.16 mm)
en un recipiente con suficiente amortiguador de transferencia 30 min antes

de transferir.

Se corté la membrana de nitrocelulosa (NC) de acuerdo al tamano del gel
(utilizando guantes) y colocd en otro recipiente que contenia amortiguador

de transferencia.

Se colocaron dos fibras Scotch en un cartucho para electrotransferencia,
sobre las cuales se colocaron dos porciones de papel filtro teniendo cuidado
de que no queden burbujas atrapadas entre los papeles; después se colocé

el gel y sobre éste la membrana de NC.

Con un lapiz se marcé el frente de electroforesis del gel, sobre el papel de
NC vy seialar el carril nimero uno de acuerdo a la colocacién de las
muestras, se colocaron otros dos papeles filtros sobre la NC y otras dos

fibras. Se cerré el cassette y se insertd en el contenedor.

Se colocd el contenedor en la camara y se llené con el amortiguador de
transferencia, se tapd y se conectd los electrodos de tal manera que el

anodo (-) quedara del lado del gel y el catodo (+) del lado de la NC; se

16
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conect6 a la fuente de poder y se transfirié durante una hora a 100 volts,

cuidando que la temperatura del liquido no se elevard a mas de 60° C.

5. Al terminar la transferencia se tomd la membrana de NC con guantes y
colocd en un recipiente con rojo de Ponceau (anexo 10.19), para verificar
que las proteinas fueron transferidas a la NC; esto se observd con la
aparicion de bandas de color rojo, momento en el cual se quitd el exceso

de colorante y se lavd con agua destilada, aproximadamente de 4 a 5 veces.

6. Se cort6 el pedazo de membrana donde se encontraron los marcadores de

peso molecular, se dejé secar y guardd para su uso posterior.

Para la reaccién inmunoenzimatica de la inmunoelectrotransferencia se procediod de la

siguiente manera:

1. Se colocd la membrana de NC en un recipiente que contenga 30-50 mL de
solucién de bloque | (anexo 10.4) y se incubd 2 h a temperatura ambiente en

agitacion continua.

2. Se elimind el exceso de solucion de bloqueo por decantacién y se lavd 3 veces

con PBS-T (anexo 10.3) de 5 min cada uno en agitacién continua.

Nota: La membrana de NC puede ser procesada de inmediato para la reaccién
inmunoenzimatica o se puede guardar entre dos papeles filtro humedecidos

con PBS a-20° C.

3. Se cortd la NC en tiras de 0.3 mm, se incubaron a 4° C durante 12 h, cada tira
con 500 pL de sobrenadante de cultivo de los hibridomas. Se eliminé el exceso

y se lavé como en el paso 2.

4. Posteriormente se agregd el conjugado anti-lgG de ratén-peroxidasa en la
dilucién apropiada con PBS-T. Se incubé durante 2 h a temperatura ambiente

con agitacién continua.

5. Se procedié como en paso 4.

17
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6. Por ultimo se agregd la solucion cromoégeno/sustrato peroxidasa para
inmunoelectrotransferencia (anexo 10.8) y se esperd hasta que aparecieran las

bandas del revelado; después se enjuagd con agua y se dejo secar.

7. Lasolucidn se detuvo después de 15 minutos con agua bidestilada.

4.11 Inmunofluorescencia Indirecta

Para la IFl, se siguid el método descrito de acuerdo a la técnica de Appassakij et al.,

1995 Carpio, 2004 y Agudelo et al., 2006.

1. A5 ml de cultivo bacteriano de L. icterohemorragiae fue centrifugado a 12 000
rpm durante 30 minutos, el sedimento fue resuspendido en 100 uL de solucién
de PBS (anexo 10.2). Se colocaron 10 pL de la suspension en cada pozo de un
portaobjetos para inmunofluorescencia.

2. Posteriormente de dejaron secar a 37° C y se fijaron en acetona a — 70 ° C
durante 30 minutos.

3. Se adiciond 10 pL de los siguientes AcMo, 12D5E, 12D7E, 63F10C y 28C6F; en
una concentracién de 10 uL / mL y se incubd a 4° C TN, en camara himeda.

4. Las laminillas fueron lavadas 3 veces en PBS filtrado durante 5 minutos.

5. Se colocaron 10 pL de conjugado anti-lgG de ratén, marcado con fluoresceina
diluido en PBS 1:50 y se incubd durante 2 horas a 37 ° C en cdmara humeda.

6. Se procedié como paso 4.

7. Se colocaron 10 pL de colorante de Hoechst, que se une especificamente al
DNA y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Se procedié como paso 4.

9. Se realizé el montaje de las laminillas con PBS y glicerol (1:1) y se mantuvieron
en camara humeda en oscuridad y fueron observadas en un microscopio para

epifluorescencia

18
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4. 12 ELISA indirecto para determinar sensibilidad de los AcMo

Se realizé un ELISA indirecto con el fin de determinar la cantidad de bacterias de

Leptospira que pueden detectar los AcMo producidos.

10.

11.

12.

Se utilizé una suspensién de Leptospira interrogans sr. Icterohemorragica,
estandarizada a 1 x 10 bacterias (equivalente al tubo de 0.5 de nefelémetro de
MF) en solucidn amortiguadora de carbonatos (anexo 10.1). A partir de esta
solucidn se realizaron diluciones dobles seriadas hasta llegar a 97 bacterias por

pozo para la sensibilizar la placa.

Se incubd la placa de ELISA a 4° C durante toda la noche.

Se elimind la solucion vertiendo el contenido de los pozos y se seco el exceso

sobre una gasa.

La placa se lavé 3 veces con 200 plL/pozo con la PBS-T (anexo 10.3), durante 5

min cada lavado; entre cada uno se sigue el paso 3.

Se agregd a la placa 200 pL/pozo la solucién de bloqueo (anexo 10. 4) y se

incubé durante 30 minutos a 37° C.
Se repitieron los pasos 3y 4.

Se agregaron 100 uL de AcMo en una concentracién de 10 pg/mL en PBS y los
controles (suero hiper inmune y suero prei nmune) a la misma condicién y se

incubaron 2 horas a 37° C.
Se repitieron los pasos 3y 4.

En cada pozo se colocaron 100uL del conjugado anti-lgG de ratdn-peroxidasa, a

una dilucién previamente titulada en PBS-T.
Se incubé a 37° C durante 2 horas y se procedié como en los pasos 3y 4.

En cada pozo se colocaron 100 pL de la solucion de cromégeno/sustrato
peroxidasa (anexo 10.5).
Se dejar incubar durante 30 min.
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13. Se detuvo la reaccion enzimatica, afiadiendo 100 pL/pozo de acido sulfurico 2N
(anexo 10.7).
14. Se leyd la absorbancia en un lector de ELISA a 490 nm para peroxidasa/orto-

fenilendiamina.
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5. Resultados

5.1 Inmunizacion

Se evalud la respuesta inmune desarrollada por los diez ratones Balb/c después de ser
inmunizados con vacuna LEPTOCAN 25 pug, dos antigenos, uno fue la vacuna LEPTOCAN
y el otro, Leptospira interrogans ser. Interrogans, ambos a una concentracién de

5ug/mL en dos ELISA indirectos.

Como podemos observar en la Figura 10, el reconocimiento antigeno-anticuerpo que
se observa entre los anticuerpos policlonales producidos después de tres
inmunizaciones, y L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae preparada como antigeno
total, presenta mayor reconocimiento que con el uso del antigeno de vacuna

LEPTOCAN (Figura 11).

Figura 10. Evaluacion de la respuesta inmune humoral de los diez ratones después de tres
inmunizaciones con antigeno vacunal. Utilizando como antigeno para la prueba de ELISA
Leptospira interrogans ser. Interrogans a 5ug/mLy los sueros de ratén a diluciones 1:1000.
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Figura 11. Evaluaciéon de la respuesta humoral de los diez ratones después de tres
inmunizaciones, con antigeno vacunal. Utilizando como antigeno para la prueba de ELISA,
vacuna LEPTOCAN en una concentracion de 5ug/mL y los sueros de los ratones diluidos
1:1000.
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5.2 Titulacion de anticuerpos

Se determind el titulo de los sueros de los diez ratones inmunizados mediante ELISA

indirecta con los sueros obtenidos después de la tercera inmunizacién.

Al determinar el titulo de los anticuerpos anti Leptospira presentes en los sueros de
ratones, se observé que con la vacuna LEPTOCAN como inmundgeno, se obtuvieron

titulos de anticuerpos de alrededor de 1:16,000 (Figuras 12y 13).

A —> «—
B —» «— K
c —
D —
E —»

—
G ——

1

Figura 12 .Placa de ELISA de la titulacion de sueros de ratén (respuesta humoral), partiendo
en una dilucién 1: 1000. Donde A) suero de MiCo B) suero de CaPa C) suero de PiPd D) suero
de S/M E) suero de MdPd F) suero de G) suero pre- Inmune H) Control positivo suero hiper-
inmune, 1) Control positivo: suero directo, J) Control negativo pozo sin antigeno y K) Control
negativo: solucién de PBS.
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Figura 13. Titulacion de sueros de ratéon después de tres inmunizaciones con la vacuna
LEPTOCAN, por medio de ELISA indirecta utilizando antigeno de vacuna a 5ug/mL y cada uno
de los sueros del grupo de los diez ratones a partir de diluciones 1:1,000.

5.3 Fusion celular y seleccion de hibridomas positivos

En la Figura 14 se observan las células de mieloma X63Ag8.653 en crecimiento
exponencial en medio RPMI complementado al 12 % con SFB, previo a la fusién celular,
con las caracteristicas requeridas tales como una forma definida con una delgada

circunferencia que demuestra la presencia de la membrana celular.
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Figura 14. Células de mieloma X63Ag8.653 en cultivo celular con medio RPMI-1640
complementado con SFB 12% A) 40X y B) 100X

Se continud con la fusion celular, para lo cual las suspensiones celulares se sembraron
en seis placas de cultivo de 96 pozos, obteniendo 29 hibridomas considerados como

positivos (Figura 15).
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Figura 15. Valores de absorbancias del sobrenadante de los hibridomas evaluados por ELISA
indirecta, para la seleccidn de células productoras de anticuerpos especificos. Utilizando
como antigeno vacuna LEPTOCAN a 5 pug/mL y sobrenadante de cultivo directo.

Como observamos en la Tabla 8, al momento de la fusién se tuvieron 0.42 x 106
células de mielomay 1.68 x 106 células de bazo; esto es, una proporcién de células de
5:1. Al sembrar 6 microplacas de cultivo, la eficiencia de la fusién obtenida fue de

4.6%.

Tabla 8. Resumen de resultados de fusion

RESULTADOS
Tltl_llo de Ac anti-leptospira al 1:16000
fusionar
Numero de células de bazo 1.68x 106
Numero de células de
mieloma X63Ag8.653 0.42x10¢
Relacion células de bazo: 5.1
mieloma '
Numero de placas sembradas 6
Eficiencia de fusion 4.6 %
Numero de hibridomas 34

positivos a Leptospira
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5.4 Clonacion celular

La técnica de clonacién celular por dilucion limitada garantiza el poder obtener una
sola célula que al proliferar forme una colonia (Figura 16), con las mismas

caracteristicas que la célula de origen tanto genotipicamente como fenotipicamente.

Figura 16. Colonias de hibridomas. A) Colonia de hibridomas después de 4 dias de divisidn
100x, B) colonia de hibridomas después de 8 dias de division, C) Colonias de hibridomas
después de 12 dias de divisién, D) Colonias de hibridomas después de 15 dias de division,
observadas en microscopio invertido a 40x.
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De la fusidon celular se obtuvieron seis hibridomas, que al ser clonados para garantizar
la estabilidad de estas células, dio como resultado nueve clonas productoras de
anticuerpos especificos (Tabla 9) las cuales continuaron con su estabilidad a lo largo de

los ensayos realizados.

Tabla 9. Hibridos originales y los grupos de clonas obtenidos

Hibridos Clonas AcMo
obtenidas
1.2D 7E 1.2D.7E
5E 1.2D.5E
8G 1.2D.8G
1.6F 9G 1.6F.9G
6B 1.6F.6B
1.3D 2G 1.3D.2G
2.1H 4D 2.1H.4D
2.8C 6F 2.8C.6F
6.3F 10C 6.3F.10C
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5.5. Determinacion del isotipo

Mediante ELISA de captura se determiné la subclase de Inmunoglobulina G, de los

nueve AcMo obtenidos, utilizando las subclases IgG1, 1gG2a, I1gG2b e IgG3 (Figura 17).

1gG2b 1gG2b
IgG2a 1gG3 IgG2a IgG3
IgG1 l l IgG1
vl

A—» ¢ «—
B—> «— )
C— «— K
D— «— L
E—»

F—>

G—> «— M
H—»

Figura 17. Distribucidon de ELISA de captura para la determinaciéon de subclases, utilizando
sobrenadantes de cultivo de las clonas. Donde A) 1.2D.7E, B) 1.2D.5E, C) 1.2D.8G, D) 1.6F.9G,
E) 1.6F.6B, F) control positivo: suero hiper- inmune, G) control negativo: solucién de PBS, H)
control positivo: suero pre- inmune 1) 1.3D.2G, J) 2.1H.4D, K) 2.8C.6F, L) 6.F3.10C y M) control
negativo: medio de cultivo.

En el ensayo de ELISA de captura se observa la reaccion indirecta entre el anticuerpo
monoclonal unido a la subclase 1gG2b, que al leerse en espectrofotométricamente a

490 nm se obtuvieron las absorbancias que se muestran graficadas en Figura 18.



Universidad Nacional Auténoma de México

CUAUTITLAN

Figura 18. Valores de absorbancias obtenidas para la caracterizacion de subclases de I1gG de
las clonas. Se evalué con un ELISA de captura utilizando las subclases de las inmunoglobulinas
IgG1, 1gG2a, 1gG2b e I1gG3 y el sobrenadante de cultivo directo de los nueve AcMo, como
control positivo suero de ratdon pre- inmune y control negativo solucidn de PBS.

Todos los anticuerpos corresponden a la clase IgG y la subclase 1gG2b, datos resumidos
en la Tabla 10.

Tabla 10. Isotipos de los anticuerpos producidos por las diferentes clonas

clona Clase Subclase
1.2D.7E IgG IgG2b
1.2D.5E IgG IgG2b
1.2D.8G IgG IgG2b
1.6F.9G IgG IgG2b
1.6F.6B IgG IgG2b
1.3D.2G IgG IgG2b
2.1H.4D IgG IgG2b
2.8C.6F IgG IgG2b
6.F3.10C IgG IgG2b

10
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5.6 Concentracion, purificacion de anticuerpos y determinacion de

proteinas por el método de Bradford

Una vez determinado el isoptipo de los AcMo, se seleccionaron los siguientes cuatro
AcMo 1.2D.E5, 1.2D.7E, 2.8C.6F y 6F3.10C para llevar a cabo la concentracién, la
purificaciéon y la determinacién de proteinas. Se procedi® a concentrar los
sobrenadantes de cultivo reduciendo el volumen a la mitad del volumen inicial y se
determind la concentracion de las proteinas presentes con el método de Bradford. Se
obtuvieron concentraciones entre 100 y 600 pg/mL y un total de AcMo de 2 a 14

gramos (Tabla 11).

Los datos de volumen y del total de AcMo obtenidos evidencia la diferencia de
crecimiento entre las células productoras de los cuatro AcMo utilizados, asi como la

variabilidad de secrecion de los AcMo.

Tabla 11. Resultados del cultivo y concentracién de los AcMo anti-Leptospira

Clona Volumen de Volumen de Concentracion  Total de AcMo
sobrenadante sobrenadante de proteinas en _
antes de después de ug/mL Obtenido en
concentrar (mL) concentrar (mL) gramos
1.2D.5E 50 25 550.8 ug/mL 13.77
1.2D.7E 35 12 328.8ug/mL 3.94
2.8C.6F 50 22 364.6 ug/mL 8.02
6.F3.10C 50 18 144.7 pg/mL 2.60

En la Figura 19, se muestran los perfiles de elucién representativo de las purificaciones
de los AcMo por cromatografia de afinidad. Se utilizaron las fracciones recolectadas en

un volumen entre 38 y 40 mL, que es donde se eluyé el AcMo.

11
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Figura 19. Purificacion de los AcMs anti- Leptospira. Se muestra el perfil de elucidon de la
purificacion de los AcMo con proteina A-sefarosa con columna no comercial. La linea vertical

en cada grafico indica el punto donde se inicio la elucidn de los anticuerpos.

Para verificar la purificacion de los AcMo con el uso de columna casera, se realizd un

corrimiento en gel de poliacrilamida al 11% con y sin condiciones reductoras. En la

Figura 20 se puede observar la presencia de proteinas contaminantes de un peso

molecular aproximado de 40 KDa, por lo que se decidié realizar una nueva purificacion

basada en los mismos fundamentos pero con columna comercial MILLIPOR. De igual

manera se prepard un gel de poliacrilamida con las mismas condiciones (Figura21) en

la cual es evidente que se elimind la contaminacién presente en los AcMo.

12
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Figura 20. Gel de poliacrilamida al 11% de purificacién por cromatografia de afinidad con
columna casera. A) AcMo 10 pg con B- mercapto etanol y B) AcMo 10 ug sin agente
reductor.
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Figura 21. Gel de poliacrilamida al 11% de purificacion por cromatografia de afinidad con
columna comercial MILLIPOR. A) AcMo 10 pg con B- mercapto etanol y B) AcMo 10 pg sin
agente reductor.
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5.7 Caracterizacion inmunoquimica

5.7.1 Reactividad de los AcMo con diferentes serovariedades de

Leptospira interrogans

La reactividad de los AcMo 1.2D.E5, 1.2D.7E, 1.2D.8G, 1.6F.9G, 1.6F.6B, 1.3D.2G,
2.1H.4D, 2.8C.6F y 6F3.10C se confirmd mediante ELISA indirecta, utilizando como
antigeno diferentes serovariedades de Leptospira. Se puede observar la variacion del

reconocimiento de los nueve AcMo.

Primeramente en la Figura 22, se utilizaron antigenos correspondientes a las
serovariedades incluidas en la preparacion vacunal, es decir, las serovariedades que se
utilizarén para la inmunizacién. Como se observa, existe reconocimiento antigeno-
anticuerpo que da valores de absorbancia superiores a 0.5, lo que significa especificad
del AcMo 13D2G hacia la serovariedad L. icterohaemorragiae, seguido por L. tarassovi
y L. gripptyphosa, mientras que el AcMo 2.8C.6F reconoce a las serovariedades L.
icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. tarassovi, L. gripptyphosa, L. wolffi y L. canicola,

sin evidenciar alguna especificidad a estas seis serovariedades.

14
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Figura 22. Valores de absorbancia presentados por el reconocimiento de los nueve AcMo con
del las serovariedades de Leptospira (L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. tarassovi, L.
gripptyphosa, L. wolffi y L. canicola; presentes en la vacuna LEPTOCAN utilizada para la
inmunizacidn. Se realiz6 un ELISA indirecto utilizando AcMo a una concentracién de 10ug/ mL,
como control positivo suero hiperinmune de ratén 1:1000 y control negativo solucién de PBS.

Al utilizar antigenos de serovariedades distintas a las implicadas en la inmunizacion, la
respuesta antigeno-anticuerpo se vio disminuida, presentando en los ELISA indirectos
valores de absorbancia menores a 0.5, a pesar de lo cual hubo reconocimiento mayor
en comparacién con el control negativo. Se evidencié el reconocimiento del AcMo
1.2D.5E solo hacia la serovariedad L. cynopteri, lo cual podria indicar una posible
especificidad de este anticuerpo a tal serovariedad. Ademas de que los nueve AcMo
producidos reconocen un epitopo comun entre las bacterias de género Leptospira
saprofita y las patdgenas, al encontrar el reconocimiento de los AcMo hacia la

serovariedad L. biflexa que no es patdgena para el humano y animales.

15
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Figura 23. Valores de absorbancia presentados por el reconocimiento de los nueve AcMo con
serovariedades de Leptospira, (L. bataviae, L. cynopteri, L. pirogenes, L. javanica, L. noguchii
y L. biflexa) y vacuna LEPTOCAN. Se realiza un ELISA indirecta utilizando AcMo a una
concentracion de 10ug/ mL, como control positivo suero hiperinmune de ratén 1:1000 y
control negativo solucién de PBS.

5.7.2 Inmunoelectrotransferencia

Demostrada la reactividad de los AcMo, se pretendié evidenciar el epitopo de
reconocimiento, o la presencia de una o varias proteinas antigénicas, para lo que se
llevo a cabo la técnica de inmunoelectrotransferencia con antigenos de bacteria
tratados para la liberacidn de las proteinas presentes en la membrana celular, en
condiciones desnaturalizantes y con geles de poliacrilamida en gradiente de densidad

para asegurar la separacién de dichas proteinas.

La Figura 24 muestra la inmunoelectrotransferencia realizada. Se observa que no hubo
reconocimiento de los AcMo hacia las proteinas de las bacterias expuestas con el

tratamiento realizado.

16
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Figura 24. Inmunoelectrotransferencia de antigenos de L. icterohemorrhagiae (A) y vacuna
LEPTOCAN (B) con sobrenadantes de cultivo concentrado, utilizando como control negativo

solucion de PBS y control positivo suero de ratdn hiper-inmune.
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5.7.3 Inmunofluoresencia indirecta

Al procesar los AcMo mediante IFl con cultivo de L. icterohaemorragiae fijadas con
acetona fria, se observd que todos los anticuerpos fueron capaces de reconocer a la
Leptospira, haciendo suponer que el reconocimiento de los anticuerpos estuvo dirigido
hacia componentes de la membrana externa de las bacterias. Al utilizar el colorante de
Hoects, el cual se intercala en el material genético que estd distribuido a todo lo largo

de la bacteria, se demuestra que en la preparacion estaban presentes las bacterias.

18
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Figura 25. Inmunofluorescencia indirecta de los AcMo con bacterias del genero Leptospira

icterohaemorragiae fijadas con acetona fria. Tincion de Hoechts (azul) y AcMo (verde).

19
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5.7.4 Determinacion de la sensibilidad de los AcMo

La Figura 26 muestra los limites de reconocimiento de los AcMo 1.2D.5E, 1.2D.7E,
2.8C.6F y 6.F3.10C, donde a una cantidad mayor de aproximadamente 150,000
bacterias, hubo un comportamiento de saturacidn del sistema por el cual se inhibié el
reconocimiento del anticuerpo en prueba de ELISA indirecta. Los AcMo evaluados
presentaron una sensibilidad para detectar aproximadamente como minimo 3000

bacterias atenuadas.

Figura 26 Curva de sensibilidad de los AcMo, utilizando cultivo de bacterias de
L.icterohaemorragiae en una ELISA indirecta. Donde la concentracién de bacterias varia desde
100, 000 000 hasta aproximadamente 97 bacterias y los AcMo a una concentracion constante
de 10 pg /mL, como control negativo se utilizo suero Pre-inmune de ratén y control positivo
suero Hiper-inmune de ratén.

20
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6. Discusion

La leptospirosis es una zoonosis que para prevenirse y controlarse requiere de
acciones conjuntas de los sectores publico, social y privado a través de promocion de
la salud, saneamiento basico, atencién médica, capacitacion del personal de salud y

vigilancia epidemioldgica (Acosta et al., 1994).

Los AcMo producidos contra diferentes serovariedades de leptospiras han sido
relevantes para el desarrollo e implementacion de nuevas técnicas de diagndstico
(Berry, 2005). Bajo este concepto y ante la necesidad de contar con mejores pruebas
de diagndstico, en el presente trabajo se obtuvieron AcMo anti-leptospira. Para esto,
se utilizé la vacuna LEPTOCAN para la inmunizacién; al cabo del esquema de
inmunizacion, se encontrd que resulté un excelente inmundgeno, dando titulos de
anticuerpos anti-leptospira superiores a 16, 000, lo que corrobora que las vacunas
contra la leptospirosis para uso veterinario, con suspensiones de una o mas cepas
patégenas de Leptospira inactivadas, conservan la actividad inmundgena (Bey &

Johnson, 1986).

Al evaluar la respuesta producida por la vacuna y analizar el reconocimiento de los
anticuerpos producidos contra epitopos de lesptospiras atenuadas en comparacion
con los de las serovariedades presentes en la vacuna LEPTOCAN, se encontré que a
pesar de ser polivalente al atenuar las bacterias incluidas en la vacuna se pierden
epitopos. Por el contrario, al utilizar como antigenos a L. interrogans sv.
Icterohaemorrhagiae obtenidos en cultivo reciente, la respuesta fue mas amplia ya que
se exponen epitopos membranales inmunogénicos no presentes en la vacuna (Cullen
et al., 2005). Es asi que aumentan el reconocimiento de los anticuerpos producidos en
estas condiciones por lo que en estudios en humanos, se debe considerar que el uso
de L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae como los antigenos de eleccién para el
diagndstico seroldgico de la leptospirosis, aun cuando esté producida por otras
especies y serovares de Leptospira, ya que tienen todas una reaccidon cruzada muy

importante. (Arias D, Arauz S, 1999).

La determinacién de la sublcases de AcMo se realizé con ELISA de captura, técnica

utilizada en previos ensayos (Beatriz C et al, 2003), donde los AcMo producidos son de
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la clase 1gG y subclase 1gG2b, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por otros
autores como los AcMs IgG2b anti-Lip 32 (Loner M, 2005 y Beatriz et al., 2003) y los
AcMo contra las proteinas membranales LigA y LigB (Seyffert N, 2007), aun que
también se ha reportado la produccién de AcMo de la subclase IgM contra Lip32
(Seyffert N, 2007) e IgG2a e IgG3, contra otras proteinas membranales (Loner M,
2005).

Las concentraciones de anticuerpo que se pueden obtener del sobrenadante de cultivo
de los hibridomas son de 10 a 100 pyg/mL de medio cosechado (Gavilondo, 1997). Al
concentrar el sobrenadante de cultivo se garantizdé recuperar concentraciones de
anticuerpos mayores a las estimadas. Al realizar la purificacidon de los anticuerpos con
cromatografia de afinidad con columnas acopladas a proteina A-sefarosa, la cual tiene
una capacidad de purificacién de 5 a 20 mg de anticuerpo/mL (Medina, 2009). El uso
inicial y posterior de columnas comerciales MILLIPOR garantizé la eliminacién de
proteinas contaminantes de los anticuerpos, que no se eliminaron al utilizar sélo el
método no comercial. Esto se demostro con la electroforesis en gel de poliacrilamida al
11%, en la cual del primer producto de purificacién se obtuvieron bandas de peso
molecular aproximadamente de 40 kDa y en la electroforesis del producto de la
segunda purificacién donde sdlo se muestran las bandas correspondiente a la cadena
pesada 50 KDa y a la cadena ligera 25 KDa, de los anticuerpos. Por lo tanto al
aumentar el niUmero de paso en la purificacién aumenta la pureza de los anticuerpos,

pero disminuye el rendimiento (Gavilondo, 1997).

Los AcMo fueron probados contra otras leptospiras mediante ELISA indirecta, en
particular contra las serovariedades L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. tarassovi, L.
gripptyphosa, L. wolff, L. canicola, L. bataviae, L. cynopteri, L. pirogenes, L. javanica, L.
noguchii y L. biflexa, no nativas. Su reconociento por todos los AcMo obtenidos,
sugiere la presencia de una epitopo comun entre las serovariedades patégenas
probadas, asi como en leptospiras saprofitas. Las variaciones en la reactividad de los
AcMo producidos ante cada serovariedad, puede tener origen en la cantidad de
epitopos presentes o expuestos por cada una de las serovariedades de leptospiras

analizadas.
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Se evidencid una probable especificidad del AcMo 1.2D.5E hacia la serovariedad
L.cynopteri, asi como el reconocimiento mas potente del AcMo 2.8C.6F hacia las
serovariedades L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. tarassovi, L. gripptyphosa, L.

wolffiy L. canicola.

Los AcMo obtenidos reconocen epitopos de tipo conformacional, que son superficiales
expuestos, ya que por Western blot con geles de poliacrilamida de gradiente de
densidad, en condiciones reductoras, desnaturalizantes y con antigenos tratados para
la liberacién de proteinas de membrana (Beatriz C et al, 2003), no se observa el
reconocimiento hacia alguna proteina expuesta por este método. A diferencia del
suero policlonal obtenido del ratén inmunizado con la vacuna LEPTOCAN que
reconocid a otras bandas de peso de 197 kDa, 125 KDa y 80 KDa correspondientes a la

L.pomona y una banda de 37 KDa de la vacuna LEPTOCAN.

La IFl es una prueba género especifica que puede usarse como prueba de tamizaje de
la infeccién antigua por la deteccién de IgG y como prueba de diagndstico de la
infeccion reciente monitorizando IgM (Agudelo et al.,, 2006). Al realizar IFl en la
serovariedad L. icterohaemorrhagiae inactivada con los AcMo obtenidos, se observo
una banda fluorescente de reconocimiento a lo largo de la membrana de la bacteria. El
colorante de Hoechts que tifie DNA y que se usé como testigo, muestra un patrén
similar al del AcMo lo cual es compatible con la posibilidad de que el epitopo de
reconocimiento de los AcMo se ubican en la membrana externa de las bacterias del
genero Leptospira y que al ser tratadas para su fijacion con acetona se incrementa y/o
mantiene la exposicidon de las proteinas membranales, tal como indican los estudios
realizados por Agudelo et al., 2006. Para la IFl se puede utilizar cultivo de L.biflexa

(Agudelo et al., 2006) o L. interrogans (Seyffert, 2007) como antigeno.

Los AcMo producidos, al ser evaluados por ELISA indirecto utilizando un cultivo
atenuada de Leptospiras, ofrecen una capacidad de deteccidn dentro de limites entre
3,000 a 150,000 bacterias. Para completar este ensayo se sugiere utilizar Leptospiras
no atenuadas para comprobar su reconocimiento y asi puedan ser aplicados los AcMo

en un ELISA de captura (Arias et al., 1999).
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7. Conclusiones

1.1 La inmunizacidn con antigeno vacunal permite la produccién y caracterizacidon
de AcMo utiles para el diagndstico por ELISA indirecta de las serovariedades de
Leptospira L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. tarassovi, L. gripptyphosa, L.
wolffi, L. canicola, L. bataviae, L. cynopteri, L. pirogenes, L. javanica, L. noguchii

y L. biflexa.

1.2 Algunos AcMo dan reactividad cruzada entre diferentes serovariedades y otros
reconocen un epitopo de Leptospira comun entre las leptospiras patégenas y

las no patdgenas.

1.3 De acuerdo a las caracteristicas inmunoquimicas de los AcMo se plantea la
posibilidad de desarrollar un ELISA de captura y/o una IFl para el tamizaje

rapido de muestras clinicas de pacientes con sospecha de leptospirosis.

1.4 La técnica de microaglutinacién (MAT) con antigenos vivos, quedaria reservada
para las muestras que resulten positivas con la prueba de tamizaje propuesta,
en caso de que se requiera la identificacion de serovares con fines

epidemioldgicos.

1.5 La sensibilidad de los AcMo permiten la deteccidon de la leptospirosis en un

estadio temprano ofreciendo un diagndstico y un tratamiento oportuno.
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8. Perspectivas

1.1 Comprobar mediante un ensayo diferente al presentado en este trabajo de
inmunoelectrotransferencia la presencia de una proteina inmunogénica en la

bacterias del genero Leptospira.

1.2 Determinar reacciones cruzadas contra otras espiroquetas patdégenas como
Borrelia spp y Treponema; asi como con otros agentes causantes de sindromes

febriles e icterohemorragicos.

1.3 Estandarizar una técnica inmunoenzimatica con los AcMo que permita la

deteccidén de la leptospirosis de manera oportuna.

1.4 Probar los AcMo con muestras de pacientes positivos a leptospirosis,

identificados por MAT (estandar de oro).
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ANEXO 1 PREPARACION DE SOLUCIONES

10.1. Solucién amortiguadora de carbonatos 0.1M, pH 9.6

e Pesar 3.18 g de carbonato de sodio (Na,CO3) mas 5.86 g de bicarbonato de sodio (NaHCO5)

e Disolver los carbonatos en 800 mL de agua bidestilada

e AjustarelpHa9.6

e Aforara 1000 mL

e Mantener a 4°C.

10. 2. Solucidn salina de fosfatos (NaCl 0.15M, fosfatos 0.01M, pH 7.2 [PBS])

e Medir 800 mL de agua destilada

e Agregar 100 mL de *PB 10X y 8.75 g de NaCl

e Disolver las sales ya justar el pH a 7.2.

e Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

Guardar a 4° C.

PB 10X. 2.62 g de NaH2HPO4.H20 (fosfato de sodio monobasico monohidratado) + 11.5 g de
Na2HPO4 (fosfato de sodio dibasico anhidro). Disolver en 200 mL de agua bidestilada (calentar

un poco hasta disolver los cristales) y aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

10. 3. Amortiguador de lavado (PBS-tween 20, 0.05%)

e Aunlitrode PBS pH 7.2 (sol. 2)

¢ Afadir 500 pL de Tween 20.

e Guardara4°C.
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10. 4. Solucion de bloqueo | (leche descremada al 5%)

e  Pesar5gde leche descremada en polvo

e  Disolver en 100 mL dePBS-Tween (sol. 3)

e  Guardara-20°C.

10.5. Solucién de cromégeno/sustrato (ELISA) para peroxidasa

e Pesar 4 mg de orto-feniléndiamina (OPD)

e Afadir 5 mL de 4cido citrico 0.1M y 5 mL de citrato de sodio 0.1 M

e Adicionar 4 uL de H202 al 30%.

NOTA: La solucién se prepara inmediatamente antes de usarla y se mantiene en la oscuridad

antes y durante su uso.

10.7. Solucidn acido sulfurico 2N

Célculos tomando los siguientes datos del H,SO4:

Peso Mol: 98 Pureza: 95% Densidad: 1.84 g/mL

e Tomar 56.06 mL de acido sulfurico (H,S0,)

e Afadir cuidadosamente a 850 mL de agua bidestilada y aforar a 1000 mL

10.8. Solucién de boratos/ NaCl, pH 8.0

e Disolver 6.18 g de acido bérico, 9.54 g de tetraborato de sodio y 4.38 g de cloruro de sodio

en 800 mL de agua bidestilada.

e AjustarelpHa8

e Aforara 1000 mL

e Conservara4’C
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10.8. Solucién cromégeno/ sustrato (dot ELISA e inmunoelectrotransferencia)
e Pesar 30 mg de 3, 3’-Diaminobenzidina

e Afadir 60 mL de PBS (sol. 2)

e Agregar 6 pL de perdxido de hidrégeno al 30%

Nota: Esta solucidn se prepara inmediatamente antes de usarla

10.9. Acrilamida 30%-bis-acrilamida 0.8%

e Pesar 29.2 g de acrilamida* (99.9% pureza) mas 0.8% g de bis-acrilamida.
e Disolver en agua bidestilada y aforar a 100 mL.

e  Filtrar con papel Whatman 1

e Guardar en frasco color ambar a 4°C.

*NOTA: manejar con guantes y cubrebocas este reactivo porque es neurotoxico.

10.10. Amortiguador del gel separador: Tris-Base 1.5M, pH 8.8

e Disolver 18.17 g de Tris-base (hidroximetil aminometano) en 85 mL de agua bidestilada.
e Ajustar el pH poco a poco con HCl concentrado hasta que se alcance un pH de 8.8.

e Aforar a 100 mL con agua bidestilada.

e Guardara4°C.

10.11 Lauril sulfato de sodio (dodecil sulfato de sodio) SDS 10%
e Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mL con agua bidestilada.

e Fraccionar y mantener a 4° C hasta su uso.
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10.12 Persulfato de amonio al 10%

e Pesar 100 mg de persulfato de amonio

e Disolver en 1 mL de agua bidestilada

Nota: Se prepara al momento de usarse

10.13. Amortiguador del gel concentrador: Tris-HCI 0.5M pH 6.8

e pesar 6.05g de Tris en 85 mL de agua bidestilada

e Ajustar el pH con HCI 1N. hasta que el pH sea de 6.8.

e Aforar a 100 mL con agua bidestilada.

e Guardara4°C.

10.14. Amortiguador para electroforesis (tris-glicina-SDS)*

. Medir 200 mL de tris-glicina-SDS 5X*
. Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.
. Guardara 4°C.

*Tris-glicina-SDS 5X: 15 g de tris-base + 72g de glicina + 5 g de SDS en 1000 mL de agua
bidestilada

Nota: Este Amortiguador se puede usar 2 o 3 veces en la cdmara inferior. Después de cada uso

se filtra con papel Whatman 1
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10.15. Amortiguador de muestra

e Agua destilada 4.0 mL
e 0.5M Tris-HCl, pH 6.8 1.0mL
e Glicerol 0.8 mL
e SDS 10% 1.6 mL
e 2-beta-mercaptoetanol 0.4 mL
e Azul de bromofenol 0.05% (p/v) 0.2 mL

Cuando no se requiera 2-b-mercaptoetanol se sustituye por agua destilada.

Hacer alicuotas de 1 mLy almacenar congelado.

10.16. Azul de Coomassie 0.06% (para la tincion de geles)

e Pesar 300 mg de azul de Coomassie, afiadir 150 mL de metanol al 30% y 50 mL de acido

acético glacial al 10%.

e Aforar a 500 mL con agua bidestilada.

e Guardar en frasco color ambar.

e Mantener a temperatura ambiente.

Nota: Esta solucion debe dejarse madurar una semana vy filtrarse a través de papel Whatman 1

antes de usar. Puede todas las veces que se desee.

10.17. Soluciones decolorante para geles de acrilamida 1 (metanol-acético-agua)

e Medir 500 mL de metanol absoluto.

e Afadir 100 mL de acido acético glacial.

e Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

e Mantener en frasco color ambar a temperatura ambiente.
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10.18. Amortiguador de transferencia (Tris 0.025M, glicina 0.192M, metanol 20% v/v, pH
8.3)

e Medir 12.5 mL de Trizma-base 1.5M (sol.13), agregar 14.49 g de glicina y afiadir 200 mL de

metanol.

e Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

e Guardara4°C.

NOTA: No ajustar el pH. EI Amortiguador oscila entre pH 8.1 y 8.4, dependiendo de la calidad
del Tris, la glicina y el metanol. El metanol debe ser de grado analitico, de lo contrario contiene
contaminantes metalicos que interfieren con las [dminas de los electrodos. Este amortiguador

se puede usar 3 veces, después de cada uso se filtra con papel Whatman 1.

10.19. Rojo de Ponceau 0.2% en dcido tricloroacético 3%

e Pesar 200 mg de rojo de Ponceau y aiadir 3 g de acido tricloroacético.

e Aforar a 100 mL con agua bidestilada.

e Mantener a 4°C en frascos color dmbar.

10.20. Medio RPMI 1640

¢ Disolver un sobre de medio RPMI 1640 (GIBCO BRL No. Cat. 31800-022) en 800 mL de

agua tridestilada y desionizada.

e 2 gde bicarbonato de sodio (GIBCO BRL No. cat. 895-18101P)

e 2 gde HEPES (Sigma No cat. H 3375)

e 10 mL de antibidticos-antimicdtico 100X (GIBCO BRL, 15240-062) o sustituirse por:

¢ penicilina G sédica (ampolleta de 1,000,000 Ul) 1 mL

e Estreptomicina (ampolleta de 1g) 1mL

¢ Anfotercina B 100X 10 mL
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e 16 mL L-Glutamina 200 mM*

e 1 mL 2beta-mercaptoetanol 50 mM estéril

e 10mL de aminodacidos esenciales 100X (GIBCO, )

e (0.2g de piruvato de sodio o:

e Piruvato de sodio 100 mM 18.2 mL

e 1 mL de tilosina 1000X

e Ajustar el pH a 6.8 (con NaOH 1N o con HCI 1N).

e Aforar a 1000 ml con agua tridestilada y desionizada

e Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 um.

e Almacenar en frascos estériles de 100 mLy guardar a 4° C.
*Solucion de L-glutamina 200 mM

e Pesar 14.615 g de L-glutamina, calidad cultivo celular (Gibco BRL No cat.21051-016)

Disolverlos en 500 mL de agua bidestilada.
e  Esterilizar por filtracién en membrana de 0.22 um.

Hacer fracciones de 20 mLy almacenarlas a -20° C hasta su uso.

10.21. Suero Fetal Bovino descomplementado
e Suero de ternera fetal grado cultivo celular (Hyclone No. cat. SH30070-03).
e Calentar durante 30 min a 56°C en bafio Marfa para descomplementarlo.

e Fraccionar en tubos estériles de 50 mLy almacenarlos a —20°C.
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10.22. Solucidn de criopreservacion

e Mezclar 9 partes de suero fetal descomplementado con 1 parte de dimetil-sulféxido

(DMSO, calidad cultivo celular) estéril, v/v.

e Conservara4’C

10.23. Solucién de polietilenglicol (PEG 1300-1600 (Sigma No. Cat. P7777).
e Derretir el reactivo en bafio Maria a 50-60 °C

e Diluir al 42-43% con medio de cultivo Eagle modificado por Dulbeco (DMEM, preparar

como lo indica el fabricante y esterilizar por filtracidn) sin suero a 45 °C

e Ajustar el pH a 7.5-8, hasta que el reactivo, después de 10 min adquiera una coloracién

rojizo-violeta.
e Fraccionar en voliumenes de 0.5 mL.

e Almacenar a 4°C (hasta 6 meses)

10.24. Medio selectivo con hipoxantina, aminopterina y timina (HAT)
e Agregar 2 mL de HAT 50X (Sigma N-0262) a 100 mL de RPMI complementado

e Conservara4®C

10.25. Medio selectivo con hipoxantina y timina (HT)

e Agregar 2 mL de HT 50X (Sigma No. Cat. H-0137) a 100 mL de RPMI complementado (sol.
26) con SFB.

e Conservara4’C
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