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RESUMEN

Las enfermedades bacterianas son particularmente importantes en los
laboratorios tal es el caso del Sindrome de “bolitas” que luego de una fase
epidémica se transformo en una endemia a una escala relativamente grande.
Esta enfermedad, ocasionada por Vibrio harveyi, se mostro dificil de controlar
con la ayuda de antibioticos, lo que ha ocasionado la aparicion de resistencia v
contaminacion del medio ambiente.

Una alternativa, iniciada por los productores, fue la de utilizar bacterias de la
flora normal para prevenir el desarrollo de la enfermedad, siendo este efecto
“probiotico” debido a una capacidad de competicion con las bacterias patogenas.
Una cepa probiotica de Vibrio alginolyticus, denominada Ili, fue aislada y utilizada
como probiotico. La falta de herramientas para detectar y cuantificar la cepa
probiotica, impidio que la utilizacion de probioticos supere ciertos problemas
para su aplicacion, por lo que se hacia indispensable la incorporacion de técnicas
y metodologias que nos permitan tener un mayor control en el uso de probioticos.

El presente trabajo fue emprendido con el objetivo de preparar anticuerpos
monoclonales especificos de la cepa Ili y de desarrollar una inmunoprueba de
tipo colony-blot que permita la deteccion y la cuantificacion muy simple, rapida
y confiable de esta bacteria entre las poblaciones bacterianas complejas asociadas
a las larvas de camarones en condiciones de laboratorio.

Se inmunizaron ratones Balb/c con suspensiones bacterianas previamente
sometidas a ciclos de congelacion y descongelacion. Segun la técnica de
hibridacion linfocitaria, se obtuvieron 447 hibridomas preclonados, de los cuales
118 fueron primeramente seleccionados por dot-blot en base a su reactividad
contra Ili. Una segunda operacion de seleccion por dot-blot, utilizando otras
cepas bacterianas (V. alginolyticus, cepa 158; V. harvevi, cepa E22; Escherichia
coli), permitio seleccionar 13 hibridomas estrictamente especificos de la cepa
“IIi” y 3 especificos de V. alginolyticus.

Luego del clonaje, se seleccionaron 3 hibridomas (2B6, 2G1 y 12G6) en base a su
calidad de crecimiento y a la intensidad de respuesta contra Ili determinada en
ELISA.

El anticuerpo monoclonal 2B6 fue subsecuentemente utilizado para desarrollar
y optimizar una prueba de tipo colony-blot. Esta inmunoprueba se mostro
perfectamente especifica y permitio detectar y cuantificar colonias de Ili en cajas
de Petri desde la quinta hora de cultivo, mientras que las colonias son todavia
invisibles al ojo humano. Esta inmunoprueba colony-blot fue evaluada para el
uso de la bacteria probiotica Ili en situaciones experimentales v esta en curso de
evaluacion en laboratorios comerciales.
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El Ecuador como primer productor de camaron en
cautiverio en Ameérica Latina ha estructurado toda una actividad
economica que integra empresas empacadoras, granjas

camaroneras y fuentes de abastecimiento de larvas.

Las larvas pueden ser de dos tipos segun su origen: larvas
salvajes y larvas de laboratorio. Las larvas salvajes son
consideradas bien resistentes y de buena calidad pero su captura
ocasiona impacto en el medio y dependencia del mismo. Las
larvas de laboratorio, son generalmente menos apreciadas pero
son el unico sistema de abastecimiento en algunos paises, en
donde se ha logrado cierta independencia del medio y una
reduccion del impacto ambiental si se lleva un control adecuado

de captura de reproductores.

Uno de los problemas que se presentan en la produccion de
larvas de laboratorio es el de las enfermedades bacterianas,

especialmente vibriosis.

Los vibrios se presentan dominantes entre las cepas aisladas de
camarones infectados por bacterias (Cheng, 1989; Huang,
1990). Estas mismas especies de vibrios que afectan a Penaeus
vannamei pueden causar mortalidades en otras especies de

camarones peneidos (Lavilla-Pitogo, 1989).



La utilizacion de antibioticos en los laboratorios de larvas para
controlar infecciones bacterianas ha demostrado no ser eficiente
debido al desarrollo de resistencias despues de su uso

prolongado.

Como una alternativa de control para disminuir el uso de
antibioticos, se ha escogido el uso de bacterias consideradas
como probioticas, esta practica actualmente se la realiza en forma
empirica sin demostracion fiable y sin conocimiento del

mecanismo de accion de estas bacterias.

Es necesario por lo tanto desarrollar estudios enfocados a dos
niveles principales: primero, en investigacion basica para
verificar el efecto probiotico y comprender el mecanismo de
interaccion camaron-patogeno-probiotico; segundo, sobre las
cepas probioticas y el modo de empleo en rutina de laboratorios

comerciales de larvas.

Para esta doble perspectiva de investigacion es imprescindible
la produccion de herramientas de estudio bajo la forma de
reactivos especificos y de pruebas que permitan reconocer las
diferentes cepas de bacterias y en particular las consideradas
como probioticas. La biotecnologia moderna nos presenta
técnicas como la hibridacion linfocitaria para la produccion de
anticuerpos monoclonales que puedan ser utilizados en pruebas

de inmunodiagnostico, para este tipo de investigacion.



Dentro de la realizacion de este estudio se describe la preparacion
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la cepa Ili de
Vibrio alginolyticus considerada como “probiotica”™ y la
utilizacion de los mismos para el desarrollo de metodos de

inmunodeteccion y de seguimiento de la cepa probiotica.



1.1 Enfermedades bacterianas en cultivos de camaroén

Las enfermedades bacterianas son una seria amenaza para
muchas especies de animales marinos cultivados. Los sistemas
de cultivo intensivo se caracterizan generalmente por tener
altas densidades de siembra y excesiva carga organica. En
este tipo de sistemas, el balance dinamico natural entre flora
bacteriana y los organismos acuaticos cultivados puede ser
desequilibrado por pequenos cambios ambientales
favoreciendo el desarrollo de microorganismos patogenos,

desfavoreciendo la fisiologia de las larvas mas sensibles.

Estos microorganismos estrictamente patogenos pueden ser
introducidos directa o indirectamente a los sistemas de cultivo
a través del agua, algas y/o artemia, (Igarashiet al., 1989; vy
Dehasque et al., 1993). La habilidad para controlar la
aparicion de enfermedades bacterianas en los cultivos

intensivos de larvas de camarones penaeidos es un factor



importante para el éxito de la produccion y calidad de la larva

en laboratorios comerciales.

La mayoria de las practicas de manejo para controlar
microorganismos se basan en metodos no selectivos como la
desinfeccion del agua (tratamiento con UV, cloro, filtracion,
etc.), en el uso de algas “limpias”, uso de artemia lavada vy
otras practicas de higiene como desinfeccion de equipos

banos de pie (Mendoza, 1995).

<

Antibioticos son usados para tratar de controlar las bacterias
patogenas o reducir el numero total de bacterias (Austin y
Austin, 1993). Una de las desventajas en la utilizacion de los
antibioticos es su efecto no especifico por el cual son eliminadas
ademas de las bacterias patogenas, bacterias de la flora nor-
mal o bacterias “probioticas”. También, el uso de estos
antibioticos sin estimar concentraciones letales minimas, es
un hecho favorable para el desarrollo de cepas resistentes.
Ademas, con el uso de antibioticos aparecen problemas de
contaminacion ambiental asociados con la toxicidad de los
quimicos y la presencia como trazas de drogas restringidas en
tejidos de camarones que van a ser utilizados para consumo

humano.

Otra estrategia desarrollada principalmente en cultivos de

paises asiaticos es la de mantener un equilibrio entre las



bacterias y otros microorganismos en los sistemas de cultivo

(Maeda, 1989; Maeda et al., 1992; Gomes 1992).

Una alternativa consiste en el uso de lo que se conoce como
bacterias probioticas. Aprovechando los conocimientos sobre
la utilizacion de este tipo de bacterias en otras areas como en
salud humana, en donde los datos de sus beneficios son muy
bien documentados; por ejemplo sobre el uso de bacterias
digestivas beneficiosas (Gilliland, 1979; Sandine 1979). Lac-
tobacillus acidophilus se usa comunmente para controlar v
prevenir infecciones por Escherichia coli y otros micro-
organismos patogenos del tracto intestinal de muchos animales

terrestres ( Ellinger et al., 1980).

Recientemente han sido citados intentos de uso de bacterias
“probioticas” para la acuacultura. En cultivos de peces,
Gatesoupe (1991) describio el uso de esporas de Bacillus sp.
como una herramienta para reducir infecciones bacterianas
asi como para obtener incrementos significantes en el peso
del Turbot Sccophthalmus maximus. En cultivo de moluscos,
Douillet y Langdon (1994) reportaron una cepa bacteriana
que incrementa el crecimiento en la ostra del Pacifico

Crassostrea gigas.

En lo que respecta al cultivo de camarones, se ha identificado

una cepa de bacteria de un extracto de suelo que incrementa



la supervivencia y la frecuencia de muda en larvas de P.

monodon (Maeda y Liao, 1992).

El uso de probioticos en laboratorios comerciales de larvas de
camaron P. vannamei ha sido reportado por Daniels (1993) v

por Garriques y Wyban (1993).

Estudios realizados por Garriques y Arévalo (1994) tuvieron
como objetivo aislar cepas bacterianas de Vibrio alginolyticus
del mar, desarrollar sistemas de cultivo masivo de estas
bacterias para luego incorporarlas a los tanques de larvicultura
y demostrar coOmo esta cepa bacteriana realmente mejora el
crecimiento de las larvas en comparacion con la profilaxis con
antibioticos. Después de realizar infecciones experimentales,
dos cepas de V. alginolyticus no mostraron efecto patogeno
en las larvas, ademas que no tuvieron ningun efecto negativo
sobre la poblacion de algas. Se evidenciaron incrementos en
las tasas de sobrevivencia y de crecimiento en las larvas de los
tanques en los que se aplico el probiotico (cepa de V.
alginolyticus ), en comparacion con aquellas de los tanques
en los que se realizo la profilaxis con antibioticos, demostrando

la ventaja del uso de bacterias probioticas.

Garriques y Arévalo (1994) presentan algunas teorias que
explican el todavia incierto papel que juegan estos probioticos

en sistemas acuicolas:



1.2

eCompetitividad espacial con bacterias patogenas.
eMejoramiento de la nutricion por nutrientes esenciales
suplementarios.

eMejoramiento de la digestion por enzimas esenciales
suplementarias.

eEliminacion directa de materia organica disuelta mediada
por la bacteria.

eProduccion de sustancias que inhiben el crecimiento de

patogenos oportunistas.

El manejo de la flora bacteriana en los sistemas acuicolas por
medio de la inoculacion de bacterias beneficiosas o
“probioticas” es una alternativa viable para asegurar la
continuidad de la industria camaronera acuicola. Sin embargo
como se ha mencionado anteriormente, poco se conoce sobre
las bacterias probioticas y su mecanismo de accion. Para
identificar cepas de bacterias probioticas y estudiar sus
interaccciones con otras bacterias asociadas a camarones, los
anticuerpos para inmunodiagnostico son herramientas muy

apropiadas.

Anticuerpos y antigenos

Los anticuerpos constituyen un medio de defensa utilizado

por el sistema inmunitario de los vertebrados superiores para



luchar contra la presencia de moléculas extranas dentro del
organismo, estas moléculas extranas también denominadas
antigenos, frecuentemente son microorganismos tales como
virus, bacterias o parasitos. Los anticuerpos poseen la
propiedad de reconocer tales moléculas extranas y participar

en la eliminacion de estas del organismo.

Cada anticuerpo reconoce especificamente un antigeno dado
(especificidad) y poseee la capacidad de ligarse fuertemente
al antigeno (afinidad) para formar el complejo antigeno-
anticuerpo (Padlan, 1977). Estas dos propiedades importantes,
especificidad y afinidad que caracterizan a la reaccion
antigeno-anticuerpo pueden ser utilizadas, gracias a la
biotecnologia, para la produccion de herramientas de
reconocimiento especifico (anticuerpos monoclonales) que
permitan luego la deteccion y la cuantificacion de varias
moléculas (antigenos) como por ejemplo las proteinas

constituyentes de una bacteria.

Los anticuerpos son glicoproteinas globulares genéricamente
llamadas inmunoglobulinas (Ig, PM 150000) que presentan
una estructura comun, definida independientemente por Por-
ter y Edelman en los annos 1960. En la Fig. 1 se puede apreciar

esta estructura de las inmunoglobulinas.



ESTRUCTURA BASICA DE LOS ANTICUERPOS (Inmuncglobulinas)

Sitio de unidon con el anticuerpo
(Region variable)

egiones constantes

Cadena pesada

(H) \

Cadena ligera (L) /

FIGURA 1: Estructura basica de las inmunoglobulinas (anticuerpos).

Comprenden 2 cadenas pesadas H y dos cadenas ligeras L
unidas entre si por puentes disulfuro (S-S). Cada cadena
contiene una region constante (C) comun en todas las
inmunoglobulinas de una misma clase y una region variable
(V) diferente entre un anticuerpo y otro. Ademas, tanto en
las cadenas H como en las cadenas L existen subregiones dentro
de la region variable (V) de los diferentes anticuerpos donde
la variabilidad es maxima y por lo tanto reciben el nombre de

regiones hipervariables (hV).

Las regiones variables son las que proporcionan la especificidad

a los anticuerpos. Los anticuerpos son divalentes y tienen dos



sitios idénticos de union con el antigeno.

La especificidad de los anticuerpos para reconocer un antigeno
es muy alta, tanto asi que es posible distinguir la diferencia
entre dos péptidos a nivel de los aminoacidos. Otro ejemplo
para ilustrar la alta especificidad de un anticuerpo esta dado
por el trabajo de Thurnman et al., 1990 referente a la deteccion
especifica de un herbicida atrazine (de la familia triazina) y
donde es posible de ver que la modificacion de solo un grupo
radical etilo en la estructura quimica del antigeno disminuve
dramaticamente el reconocimiento por parte de los

anticuerpos.

Los anticuerpos son sintetizados por celulas especializadas del
sistema inmunitario llamadas linfocitos B. En los vertebrados
existen aproximadamente 5 X 107 linfocitos B distribuidos

por los tejidos linfoides y también por la sangre circulante.

Cada antigeno induce la produccion de anticuerpos contra
€l, debido a que al ingresar una particula extrana (virus,
bacterias, hongos, etc.), existen células especializadas, como
los macrofagos, para englobar o fagocitar dichas particulas
extranas y luego de procesarlas, dividirlas en fragmentos que
van a presentarse sobre la superficie de estas celulas
presentadoras de antigenos (CPA) ligados a una glicoproteina

de la membrana (Moller, G. 1978).



Luego de esto, estas células presentadoras del antigeno van a
asociarse con los linfocitos T (ligandose el complejo
glicoproteina-fragmento de antigeno de las CPAs con los
receptores de la membrana de los linfocitos T) para llevar a la
proliferacion de los linfocitos T gracias a la segregacion de
factores conocidos con el nombre de interlukinas (Moller G.,

1982).

Al mismo tiempo que sucede la proliferacion de los linfocitos
T especificos para cada fragmento de antigeno, los linfocitos B
también procesan antigenos de la misma manera que las CPAs,
es decir que se produce la degradacion del antigeno en
fragmentos que van a aparecer luego en la superficie de las

células (linfocitos B) ligadas a una glicoproteina.

Finalmente, la union de los linfocitos B con los linfocitos T
especificos es el mayor factor de regulacion en la produccion
de anticuerpos ya que este contacto provee de un estimulo
que lleva a la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B
y por ende a la produccion de anticuerpos especificos, este
sistema se puede imaginar como una cerradura (antigeno
procesado y presentado por las CPAs a los linfocitos T) ante la
cual se presentan millones de llaves (diferentes tipos de
linfocitos B maduros con anticuerpos fijados en su membrana)

y cuando la buena combinacion se encuentra, el linfocito o los



linfocitos B que reconocen el antigeno son activados por
segunda vez para empezar a proliferar y secretar anticuerpos

especificos en el suero.

Al final de este proceso conocido como respuesta primaria del
sistema inmunitario, el antigeno es eliminado quedando
linfocitos B especificos que sirven como células memoria vy
que si el mismo antigeno es introducido por segunda vez al
organismo, existe la “automatica” e inmediata activacion de
estos linfocitos B adecuados, que producen el anticuerpo
“correcto” (Cerotini, et al., 1970). A esta propiedad se
denomina el fenomeno de memoria del sistema inmunitarioy
representa el principio basico de la vacunacion. Para un
proceso de vacunacion eficiente es necesario el conocimiento
correcto de la cinética de la produccion de las
inmunoglobulinas (anticuerpos) en los diferentes organismos
ya que solo asi es posible determinar el momento apropiado

para aplicar los respectivos refuerzos.

El conocimiento correcto de la cinética de produccion de las
inmunoglobulinas es también importante cuando se realiza la
obtencion de anticuerpos en animales de laboratorio, para
saber cada cuanto tiempo se realizan los refuerzos de la
inmunizacion y cuando se da la mayor respuesta de produccion
de las inmunoglobulinas. Esta cinética de la produccion de
anticuerpos tanto en la primera y segunda respuesta se puede

apreciar en la figura 2.
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FIGURA 2: Principio esquematico de la cinética de produccion
de inmunoglobulinas

La caracteristica de los anticuerpos de reconocer
especificamente un antigeno los convierte en herramientas
utiles en investigacion para deteccion, cuantificacion y
seguimiento del antigeno, permitiendo diagnosticos rapidos v

precisos.

Para la produccion de anticuerpos se han desarrollado técnicas



1.5

que estan basadas en la inyeccion a animales de
experimentacion (inmunizacion) con particulas extranas
(bacterias, parasitos, proteinas, etc.) que actuaran como
antigenicas produciendo una respuesta inmune (Munoz ]J.,
1964). Como consecuencia de esta respuesta inmune, el ani-
mal reacciona produciendo anticuerpos especificos contra el
antigeno inyectado, estos anticuerpos se pueden utilizar como
reactivos para detectar esas mismas particulas en otras

muestras.

Dependiendo de la técnica de obtencion existen dos tipos de
anticuerpos: anticuerpos policlonales y anticuerpos

monoclonales.

Anticuerpos policlonales

Se denomina anticuerpos policlonales a la mezcla de varios
tipos de anticuerpos en el suero de los vertebrados superiores
resultantes de una respuesta inmune general; el numero
elevado de clones diferentes que producen cada uno un tipo
de anticuerpo son los responsables de esta mezcla de
anticuerpos presentes en el inmunosuero que pueden
reaccionar con las diferentes estructuras antigénicas del
inmunogeno (sustancia con la cual se inmuniza para producir

la respuesta inmune).



Dentro de los métodos de produccion de anticuerpos, uno de
los mas simples es el de produccion de anticuerpos policlonales,
que consiste en inyectar animales de laboratorio -inmunizar-
, como por ejemplo conejos, cuyes o ratones, con el antigeno
contra el cual queremos que se produzcan anticuerpos; un
tiempo despues de esta inmunizacion en el suero del animal
se encontrara diferentes tipos de anticuerpos cada uno
reconocedores especificos de las diferentes estructuras
antigénicas que poseia el inmunogeno. Es decir, el sistema
inmunitario del animal inmunizado realizo el trabajo de la

produccion de anticuerpos policlonales.

El antisuero asi obtenido contiene cantidades limitadas vy
también variables de anticuerpos especificos que se
caracterizan por la heterogenicidad vy su relativamente baja
concentracion. La poliespecificidad que poseen se debe al
numero elevado de determinantes o estructuras antigenicas

que producen cada una un tipo diferente de anticuerpo.

Las ventajas que presentan los anticuerpos policlonales por la
simplicidad de su obtencion son: bajo costo de produccion,
no hay necesidad de usar técnicas complicadas, y su
poliespecificidad se puede considerar una ventaja cuando se
desea anticuerpos que reconozcan antigenos a un nivel no
tan especifico, por ejemplo reconocer bacterias a nivel de

geénero y no de especie.



1.4

Los anticuerpos policlonales son una solucion cuando existe
la posibilidad de realizar una inmunizacion con suspenciones
antigénicas altamente purificadas. Recientemente para la
acuacultura han sido descritos algunos protocolos de
purificacion de patogenos de moluscos, protozoarios, rickett-
sias, etc. muy eficientes permitiendo la posibilidad de producir
anticuerpos policlonales altamente especificos (Lewis, 1986;

Mialhe et al, 1988; Le Gall y Mialhe, 1992).

Anticuerpos monoclonales

Las limitaciones del antisuero -suero que posee anticuerpos-
en cuanto a baja concentracion, poliespecificidad y cantidad
limitada de anticuerpos han sido superadas con el desarrollo
de técnicas que permiten manipular y cultivar celulas de

mamiferos que sintetizan anticuerpos in vitro.

Kohler y Milstein (1975), desarrollaron una técnica
denominada “hibridacion linfocitaria” para inmortalizar y cul-
tivar in vitro las células secretoras de anticuerpos (linfocitos
B); mediante esta técnica se puede disponer en cantidades
ilimitadas de las células productoras de anticuerpos especificos
provenientes de un solo clon de linfocitos B, anticuerpos
monoclonales; contrariamente a la mezcla de anticuerpos
policlonales presentes en el suero de los animales inmunizados,
los anticuerpos monoclonales son homogéneos y reconocen

con una especificidad estricta a un solo determinante o



estructura antigénica de un antigeno determinado.

La hibridacion linfocitaria, como técnica de inmortalizacion
de los linfocitos se basa en el siguiente principio: Los linfocitos
B, células productoras de anticuerpos obtenidas del bazo de
animales previamente inmunizados e imposible de cultivar in
vitro, son fusionados con células mielomas mutantes incapaces
de producir inmunoglobulinas y de proliferacion ilimitada.

Figura 3.

LINFOCITO MIELOMA
- Secrecién de anticuerpos -No secretan anticuerpos

- Incapacidad de multiplicacion - Multiplicacion ilimitada
in vitro in vitro

HGPRT (+) HGPRT (-)

HIBRIDOMA

- Secrecién de anticuerpos

- Multiplicacion ilimitada

HGPRT (+)

FIGURA 3: Principio de la Hibridacion Linfocitaria.



Esta union se lleva a cabo gracias a la ayuda de un quimico,
polyethylene glicol -PEG- que fusiona una célula linfocito con
una célula mieloma a nivel de las membranas para formar
una sola celula llamada hibridoma que presenta las
caracteristicas de ambas ceélulas parenterales: secrecion de

anticuerpos (de los linfocitos) e inmortalidad (de los mielomas).

Luego de haber realizado la hibridacion linfocitaria, habra en
las placas de cultivo varios tipos de celulas: linfocitos -L- v
mielomas -M- que no se fusionaron, linfocitos fusionados con
linfocitos -LL-, mielomas fusionados con mielomas -MM- v los
hibridomas -ML-. La seleccion de hibridomas se la realiza
gracias a la presencia de una enzima llamada hypoxantina
guanina fosforibosil transferasa (HGPRT), presente en los
linfocitos y en los hibridomas pero no en los mielomas, lo cual
nos permite la utilizacion de un medio selctivo llamado HAT
que contiene hypoxantina aminopterina timidina. La funcion
de la aminopterina en el medio HAT es de bloquear la via
primaria de sintesis de nucleotidos, por lo que en aquellas
celulas que no poseen la enzima HGPRT y por lo tanto carecen
de la via secundaria (mielomas) se impide de esta forma su
proliferacion. Los linfocitos que no se multiplican in vitro
son rapidamente suplantados por los hibridomas que poseen
la enzima HGPRT, la funcion de la hypoxantina y de la timidina
del medio HAT es la de ser utilizados en la via secundaria de
sintesis de nucleotidos para la produccion de hibridomas

gracias a la enzima HGPRT que poseen. Figura 4.
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FIGURA 4: Meétodo de seleccion de los hibridomas despues

de la operacion de hibridacion linfocitaria con el medio
selectivo HAT.

Ademas, una vez que tenemos la seguridad de tener hibridomas
solamente en las placas de cultivo celular, es necesario realizar
una seleccion de los hibridomas secretores de los anticuerpos

que son capaces de reconocer el antigeno de nuestro interes,



es decir, el utilizado para la inmunizacion, ya que habra
diferentes hibridomas que se han formado a partir de diferentes
linfocitos, cada uno secretor de un tipo particular de
anticuerpo. Dicha seleccion se realiza mediante
inmunoenzayos para reconocimiento de antigenos en los cuales
se analiza si en el sobrenadante de cultivo de los hibridomas
existe la presencia de los anticuerpos que reconocen el antigeno

especifico de interés.

Cuando tenemos seleccionados los pozos que contienen los
hibridomas de interés, es necesario realizar un clonaje de
dichas células, es decir, mediante diluciones limites, se realiza
una nueva distribucion de los hibridomas en cada pozo de
nuevas placas para asegurar que los hibridomas que crezcan
en los hoyos de estas nuevas placas de clonaje se originen a

partir de una sola célula (clon).

Luego del desarrollo de los hibridomas en las placas de clonaje,
es necesario realizar nuevamente la seleccion de los pozos que
poseen los hibridomas de interés, seleccion que se realiza
mediante un inmunoensayo adecuado y que se basa en dos
criterios: a) calidad de crecimiento de las ceélulas, v b)

especificidad en el reconocimiento del antigeno.

Al tener seleccionados los clones de interés, las células son

llevadas a cultivo en el medio adecuado en volumenes sucesivos



-

cada vez mayores para poder obtener los anticuerpos que se
encuentran a baja concentracion en el sobrenadante de estos
cultivos de hibridomas o realizar la inyeccion de tales
hibridomas en ratones para inducir a la formacion de un tu-
mor liquido el cual es rico en anticuerpos monoclonales, este

fluido se denomina liquido ascitico (Potter M., 1972).

Finalmente, los hibridomas son congelados y mantenidos en
nitrogeno liquido, los mismos que cuando sea necesario se

van a descongelar para iniciar su cultivo y lograr un nuevo

abastecimiento de anticuerpos. ?JSPQ
1#s

El uso de anticuerpos monoclonales esta ampliament
POLITECHICA BT UNURAL

desarrollado en el campo de la salud humana, actualmente y grea
son utilizados en la identificacion rutinaria de tejidos, para ™
estudios epidemiologicos de microorganismos infecciosos, en
la identificacion de tumores, identificacion y clasificacion de

poblaciones funcionales de diferentes tipos de linfocitos T.

La utilizacion de estos anticuerpos en el campo de la
acuacultura ha venido tomando mayor fuerza en los ultimos
anos, tanto asi que se ha producido anticuerpos monoclonales
que identifican patogenos en técnicas de diagnostico mas
especificas y sensibles asi como también permiten realizar
estudios epidemiologicos de dichos patogenos; ademas, se han

producido anticuerpos para poder controlar diversos factores



(de crecimiento e inmunitarios) en peces, moluscos v

crustaceos.

El uso de anticuerpos monoclonales en la acuacultura de
camarones tiene algunos antecedentes; se han producido
anticuerpos monoclonales contra algunas proteinas de la
hemolinfa de camaron P. japonicus y dos de ellos pueden ser
utilizados como marcadores de tipos hemocitarios (Rodriguez
et al., 1995); se produjeron anticuerpos monoclonales contra
Vibrio vulnificus y V. harveyi con el proposito de emplearlos
en la comparacion de diferentes inmunoensayos para deteccion
de vibriosis en camaroneras (Song Y. L. et al., 1992); se obtuvo
anticuerpos monoclonales para reconocimiento de la cepa S2
de V. harveyi, causante de la enfermedad en larvas de camaron
conocida como “Sindrome de bolitas” (publicacion en

preparacion).

Una vez que tenemos los anticuerpos, es posible utilizarlos
como inmunoreactivos en diferentes tecnicas basadas en el
hecho de que muchas de las reacciones antigeno-anticuerpo
que suceden en el interior del organismo de un animal (in
vivo), igualmente pueden llevarse a cabo de manera experi-
mental (in vitro), bajo condiciones controladas de laboratorio
para ser utilizadas ampliamente en diagnostico; a estas técnicas

se las conoce con el nombre comun de inmunoensayos.



1.5 Inmunoensayos

Se basan en la reaccion antigeno-anticuerpo y se las realiza
mediante el uso de inmunoreactivos producidos v marcados

en laboratorio.

ANTIGENO

>

ANTICUERPO MARCADO

MARCADOR

enzima: ELISA
fluoresceina: IFA

FASE SOLIDA

plastico: ELISA
nitrocelulosa: dot/colony/western-blot
placa: inmunohistologia

FIGURA 5: Partes constitutivas de un inmunoensayo.



Durante las dos ultimas décadas ha habido un incremento en
el numero, sensibilidad y especificidad de los inmunoensayos
desarrollados para detectar y/o cuantificar antigenos y

anticuerpos.

Los métodos pueden ser clasificados en funcion de la fase solida
sobre la que se insolubiliza el antigeno o en funcion del tipo
de marcador utilizado para revelar la reaccion antigeno-

anticuerpo. Figura 5.

Los principales métodos usados actualmente en acuacultura,
seran descritos a continuacion con el proposito de discutir

para cada uno el interés de su utilizacion.

Por una parte la deteccion de bacterias con la ayuda de una
técnica denominada colony-blot; por otra, la deteccion de
agentes virales con la ayuda de meétodos inmunohistologicos
como la inmunofluorescencia (IFA) y por ultimo la
cuantificacion de factores inmunitarios u hormonales mediante

el método denominado ELISA tipo “sanduche”.

Adicionalmente otras dos técnicas particularmente usadas para
seleccionar los hibridomas secretores de los anticuerpos de
interés son también descritas: primero, dot blot como una

alternativa a la técnica de colony blot y segundo, ELISA

indirecto.



1.5.1 Colony blot

Es una técnica que se utiliza para la deteccion especifica
de bacterias. Consiste en realizar la siembra de
bacterias en cajas petri sobre medios de cultivo
adecuados. Luego en estos cultivos se coloca una
membrana de nitrocelulosa sobre las bacterias, siendo

esta membrana la fase solida donde se fija el antigeno.

La membrana es luego incubada con una solucion de
una proteina irrelevante tal como caseina o albumina
para bloquear cualquier sitio libre sobre la nitrocelulosa
en el cual se adhieran proteinas e impedir reacciones
inespecificas que podrian dar resultados falso-positivos.
De esta forma toda respuesta se debera a la reaccion

antigeno-anticuerpo.

Luego de esto se incuba con el anticuerpo que puede
estar previamente marcado con una enzima (metodo
directo). En el caso que este anticuerpo no esté marcado
es necesaria la incubacion con un segundo anticuerpo
marcado con la enzima el cual va a reconocer las
regiones constantes del primer anticuerpo y por lo tanto

va a reaccionar con el (método indirecto).

Finalmente la presencia de la enzima es revelada
mediante el desarrollo de una coloracion al incubar

con un substrato. Figura 6.
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FIGURA 6: Colony blot

Este método es facilmente aplicable al campo practico,
es un meétodo cuantitativo ya que permite saber el
porcentaje de bacterias de la placa que reaccionan con
el anticuerpo especifico contra una determinada especie

de bacteria.



Su principal ventaja es que es un metodo sensible,
especifico y rapido (nos permite obtener resultados en
3 0 4 horas después que se coloca la membrana y la
visualizacion directa sin necesidad de equipo especial
de los resultados) comparado con los metodos clasicos
de identificacion bacteriana (siembra en agares
selectivos, identificacion bioquimica). Una de las
principales desventajas de este método es que es
limitado para la deteccion de bacterias debido a la
necesidad del crecimiento de las colonias en las placas

de cultivo bacteriano.

1.5.2 Dot blot

La técnica de dot-blot también se usa para diagnostico
por medio de la reaccion antigeno-anticuerpo. Dot blot
ha sido usado para seleccionar anticuerpos
monoclonales especificos (Hawkes, 1987) después de
realizar una hibridacion linfocitaria y ademas para

reconocimiento de agentes virales especificos.

El procedimiento de esta técnica es igual al colony-blot,
variando solamente la manera de fijar el antigeno en
la membrana para lo cual se disuelve una colonia

bacteriana en un buffer liquido antes de su fijacion.



1.5.3 Inmunofluorescencia

Es una técnica facil de desarrollar que consiste en la
utilizacion de anticuerpos marcados con fluoresceina
y expuestos a rayos UV para la observacion de la
reaccion antigeno-anticuerpo a manera de una
coloracion fluorescente amarillo-verdosa. Existen dos

tipos de inmunofluorescencia directa e indirecta.

La inmunofluorescencia directa consiste en la fijacion
de la muestra (células, tejidos o microorganismos)
conteniendo el antigeno de intereés sobre placas de
microscopio, esta fijacion generalmente se realiza con
acetona que incrementa la permeabilidad de la
membrana celular y por lo tanto promueve el acceso
del anticuerpo al antigeno de la muestra. Anticuerpos
marcados con fluoresceina son luego adheridos a las
placas e incubados. Las placas son luego lavadas para
eliminar anticuerpos que no se han fijado y observadas

luego al microscopio de epifluorescencia.

En la inmunofluorescencia indirecta el antigeno sobre
la placa reacciona con un anticuerpo dirijido contra €l
y esta reaccion antigeno-anticuerpo es identificada por
un anticuerpo fluorescente que reconoce

inmunoglobulinas y por ende reconocera los



anticuerpos que reaccionaron con antigenos especiticos

(reaccion antigeno-anticuerpo). Figura 7.
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FIGURA 7: Inmunofluorescencia directa e indirecta

Una importante precaucion que se debe tener cuando
se realiza inmunofluorescencia consiste en la especial
atencion con la posible interferencia de enzimas
endogenas presentes en las muestras y que pueden

proporcionar resultados falso-positivos.



1.5.4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

El ELISA es un método inmunoenzimatico cuyo principio
basico es la deteccion de antigenos especificos v la
cuantificacion ya sea de anticuerpos (ELISA indirecto)
o de antigenos determinados (ELISA tipo “sanduche” o
ELISA competitivo); la reaccion antigeno-anticuerpo
es revelada mediante un substrato que reacciona con
una enzima que esta conjugada al anticuerpo (metodo
directo) o que esta conjugada a un segundo anticuerpo
que interviene en el ELISA reconociendo el anticuerpo

especifico (método indirecto).

1.5.4.1 ELISA indirecto

Los anticuerpos especificos reconocen antigenos
especificos fijados sobre una placa de ELISA de
96 hoyos, los anticuerpos de deteccion son
ligados a una enzima, la transformacion por la
enzima de un substrato incoloro en un producto
coloreado es cuantificada por medio de

espectrofotometria.

Este metodo es cualitativo, cuantitativo para los
anticuerpos, sensible y automatizable aunque

presenta el riesgo de interferencia con las



enzimas endogenas presentes en el antigeno, al

igual que en la inmunofluorescencia. Fig. 8.
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FIGURA 8: Principio de ELISA indirecto

Es un método facil para seleccion de anticuerpos
asi como para deteccion de antigenos por lo que
se lo utiliza mayormente para el proceso de
seleccion de los hibridomas productores de

anticuerpos contra antigenos especificos.

Se han usado anticuerpos monoclonales en ELISA

para diagnostico de “Brown Ring Deasease” en



la almeja Tapes philippinarum (Noél et al,1992),
Mediante la técnica de ELISA, enfermedades
infecciosas se han diagnosticado en la ostra

plana Bonamia ostreae (Cochennec et al. 1992).

1.5.4.2 ELISA tipo “sanduche”

Uno de los inmunoensayos mas usados es la
técnica del ELISA tipo “sanduche” cuyo objetivo
principal es de cuantificar el antigeno en
muestras desconocidas. El ensayo requiere de
dos anticuerpos que se unen a dos diferentes
sitios del antigeno, ya sea dos anticuerpos
monoclonales, dos anticuerpos policlonales o
una combinacion de un anticuerpo policlonal

con un anticuerpo monoclonal.

Para ejecutar el método de ELISA tipo

“sanduche”, un primer anticuerpo es fijado en
la fase solida (placa de ELISA) para luego agregar
la muestra desconocida que contiene el antigeno.
Las proteinas que no han sido ligadas son
eliminadas por medio de lavados para luego
adicionar el segundo anticuerpo marcado que
se va a fijar al antigeno. Después de los lavados,
la reaccion es cuantificada midiendo la cantidad

del segundo anticuerpo marcado con la enzima.



Esta cantidad de enzima es determinada con la
adicion de un substrato. La intensidad de la
senal obtenida después de la reaccion enzimatica
es directamente proporcional a la cantidad de
antigeno fijado en el primer anticuerpo,

figura 9.

Un ELISA tipo "sanduche" fue desarrollado para
cuantificar Vibrio alginolyticus en la hemolinfa

de camarones peneidos (Adams, 1990).

[Ag]

Anticuerpo marcado con
la enzima

Antigeno

Y Y Y Y
SIS S

FIGURA 9: Principio de ELISA “sanduche”




Las mayores ventajas de esta técnica son que el
antigeno no necesita ser purificado antes de su
uso y que el ensayo es muy especifico v las
mayores desventajas de la misma es que se
necesita tener dos anticuerpos que reconozcan
un mismo antigeno y que el método no permite
la cuantificacion de haptenos (pequena moléecula
donde solo un anticuerpo puede fijarse, v que
no induce a la produccion de anticuerpos en un
organismo si es inyectada sola, es decir que para
que se produzcan anticuerpos contra ella debe

inyectarse ligada a una molécula mayor).



2.1.1 Las bacterias

La cepa de V. alginolyticus denominada Ili vy
utilizada para la inmunizacion fue aislada e
identificada en 1994 por Iliana Morales (Laboratorio
de larvas EBISA) de una muestra colectada del
Océano Pacifico en las aguas frente al laboratorio
de larvas “EBISA”. Un estudio sistematico fue llevado
a cabo para descartar posible patogenicidad en

sistemas de cultivo masivo de larvas.

Las cepas bacterianas utilizadas para el proceso de
seleccion son cepas aisladas e identificadas
bioquimicamente en CENAIM: tres cepas de V.
harveyi (E22, S2 y E119), dos cepas de V.
alginolyticus (Ili vy E158), Escherichia coli vy

Yersinia spp.

1%
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Preparacién de la suspensién inmundégeno

Con el proposito de inmunizar los ratones, una
suspension de la bacteria Ili fue preparada de la

siguiente manera:

Las bacterias son cultivadas en medio de cultivo
liquido Trypticase Soy Broth (TSB) durante 12 horas
a 28°C. Las bacterias se centrifugan (300 g, 10
min.) y el precipitado se resuspende en agua
destilada. La densidad optica es ajustada a 0,8 en
550 nm. Unciclo de congelacion y descongelacion
(-80°C) es realizado con el proposito de romper las
membranas bacterianas y dejar en libertad todas
las estructuras antigénicas. Se anade un volumen
igual de Na(Cl (1,8%) para obtener una concentracion
final de 0,9% (0,300 mOsm). Esta preparacion fue
alicuotada en volumenes de 500 ul y almacenada a
-20°C.

Inmunizacién de ratones

Dos ratones Balb/c hembras fueron inmunizados
con la preparacion inmunogénica anteriormente
descrita. El esquema de inmunizacion consiste en
una primera inyeccion de 500 ul (3 Vol. Ili/ 1 Vol.

adyuvante completo de Freund ACF) inoculada via



intraperitoneal. Dos inyecciones de 500 ul (sin ACF)
aplicadas en intervalos de 15 dias y una cuarta
inyeccion de 500 ul (sin ACF) 30 dias despueés de la

tercera.

Doce dias antes de la ultima inyeccion, se obtuvo
suero de cada raton realizando un sangrado de la
cola, este fue examinado mediante el meétodo de
inmuno dot-blot (Materiales y Métodos 2.3.3) para
controlar y determinar su estado de inmunizacion.
Tres dias después de la cuarta inyeccion, el bazo
del raton seleccionado fue extraido y los linfocitos
usados para la hibridacion linfocitaria (Materiales

y Métodos 2.2.2.4)

2.2 Produccidn de anticuerpos monoclonales

2.2.1 Medios de cultivo

2.2.1.1 Medio de cultivo celular basico

Medio RPMI 1640 5.2 §

L-Glutamina 150 mg
Estreptomicina 100 mg
Penicilina 100.000 UI

Hepes (PM 260 g) 2,6 g
Agua destilada 500 ml (V. final)



El pH es ajustado a 7,4 y el medio es filtrado
a través de una membrana de 0,22 um. Este
medio es colocado en frascos de 250 ml por
48 horas a 37°C para probar si hay o no

contaminacion para luego almacenarlo a 4°C.

A este medio se coloca suero fetal bovino
(SVF) decomplementado 30 min. a 56°C en
un porcentaje de 10 a 15% (Vol./Vol.) segun

el tipo de medio que se va a preparar.

2.2.1.2 Medio de cultivo para mielomas

Medio basico 500 ml
8 Azaguanina 10 mg
SVF 50 ml (10%)

2.2.1.3 Medio selectivo HAT

Medio basico 500 ml
Hipoxantina 6,8 mg
Aminopterina 88 mg
Timidina 1,95 mg

SVF 75 ml (15%)



2.2.1.4 Medio selectivo HT

La preparacion es igual al medio selectivo

HAT pero sin aminopterina.

2.2.1.5 Medio de cultivo para hibridomas

Medio basico 500 ml

SVF 75 ml (15%)

2.2.2 Hibridacién linfocitaria

La produccion de anticuerpos monoclonales se
realizo segun el meétodo descrito inicialmente por
Kohler y Milstein (1975) y modificado por French
et al. (1986).

2.2.2.1 Preparacion del Polyethylene glycol

El Polyethylene glycol (PEG) de peso molecu-
lar 1540 es usado al 40% (Vol./Vol.). Dos
gramos de PEG son calentados en un bano
de Maria a 60°C, hasta que el PEG se torne
liquido. Tres mililitros de medio basico son
adicionados. Esta mezcla es esterilizada por

filtracion a través de un filtro de 0,22 pm.



El PEG es preparado un dia antes de la fusion
y es mantenido 24 horas a 37°C dentro del

incubador de CO2 (5%).

2.2.2.2 Preparacion de macrofagos

Los macrofagos presentes dentro de los
pozos de cultivo tienen un doble rol, por
una parte, de fagocitar las células muertas
y los microorganismos eventualmente
presentes, y por otra, de secretar factores
de crecimiento para las celulas. Ellos son
introducidos dentro de los pozos de cultivo

24 horas antes de la fusion celular.

Los ratones son sacrificados por elongacion
y ruptura de la columna vertebral. Luego la
piel de su abdomen es abierta sin romper el
peritoneo para inyectar dentro de la cavidad
abdominal 5 ml de medio para hibridoma.
La cavidad abdominal es enjuagada por el
medio que luego es aspirado teniendo la
precaucion de no perforar los intestinos. El
medio recuperado es centrifugado (250 g,

10 min.) y el sobrenadante es eliminado. Las



células son luego resuspendidas en 10 ml de
medio para hibridoma y contadas en una

camara de contaje Malassez.

De un raton es posible obtener entre 1,5 a
3x10® macrofagos. Luego las células son
repartidas en las placas de cultivo de 96
hoyos a razon de 10.000 a 20.000 celulas
por pozo; para mantenerlas en incubacion
a 37°C dentro de la incubadora de CO2 (5%),
24 horas antes de la fusion. Después de este
tiempo los macrofagos son activados vy

adheridos al fondo de los pozos.

2.2.2.3 Preparacién de mielomas

Dos lineas de mielomas fueron utilizadas:
SP2/0 y P3X63Ag8-653.

Los mielomas son cultivados a razon de
100.000 células/ml en medio de cultivo para
mieloma a 37°C dentro de la incubadora de
CO2 (5%). El tiempo de duplicacion de las
células es de 18 horas aproximadamente. Un
dia antes de la fusion es necesario tener una

concentracion de 50.000 células/ml para



que estén situados dentro de la fase
exponencial de cultivo celular. El medio es
renovado regularmente por aspiracion del
sobrenadante (segun el tiempo de

renovacion de las células).

2.2.2.4 Obtencién de linfocitos

El raton inmunizado y seleccionado en base
a un dot blot del suero, es sacrificado
mediante el corte de su cabeza, para eliminar
la mayor cantidad de sangre posible. El ab-
domen del raton es abierto asépticamente
para extraer el bazo de su cavidad perito-
neal, El bazo debe ahora colocarse dentro
de un homogenizador de tejidos de tipo
Dounce con 5 ml de medio base. Todas las
manipulaciones deben ser realizadas en
condiciones estériles y en hielo para
mantener los tubos con el homogenizado a
4°C aproximadamente. El homogenizado es
filtrado por una gasa estéril y el liquido
obtenido centrifugado a 150 g durante 10
min. a temperatura ambiente. Luego de la
eliminacion del sobrenadante, el precipitado

es resuspendido en 10 ml de medio basico.
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El contaje de los linfocitos se lo realiza en
una camara Malassez, previo la dilucion de
una alicuota con azul de tripano para
distinguir las células viables (los linfocitos
de mayor talla no deben ser confundidos

con los globulos rojos).

2.2.2.5 Fusién celular

Una vez que tenemos el numero de células
totales calculamos el numero de linfocitos
y mielomas que debemos mezclar para
obtener una relacion de 3 linfocitos por 1
celula mieloma. Esta mezcla de suspensiones
es centrifugada (200 g, 10 min., TA). El
sobrenadante es eliminado y al precipitado
se le agrega 1 ml de polyethylene glycol
1540 (Materiales y Métodos 2.2.3.1) a 37 °C
gota a gota. Colocando el cronometro en
000" " las etapas que deben ser

rigurosamente seguidas son:

t=0’00" Agregar las 10 primeras gotas de
PEG durante 30 segundos (1 gota cada 3
segundos) y el exceso de una sola vez al fi-

nal de los 30 segundos. Cerrar el tubo.



t=0'30" Colocar el tubo en bano de Maria a
37 .

t=1'30" Centrifugar (200 g) a temperatura

ambiente.

t=3'00" Parar la centrifugacion.

t=4'30" Colocar el tubo en bano de Maria
37 °C.

t=6'30" Agregar 6 ml. de medio completo
(medio basico mas SVF 10%) a razon de una
gota cada 5 seg. mas 9 ml de medio completo
de una sola vez. Esta suspension es

centrifugada (150 g, 10 min. TA).

El precipitado es resuspendido en 10 ml de
medio para hibridomas. Las células son
luego repartidas en las placas conteniendo
los macrofagos preparados el dia anterior a
la fusion. Cien microlitros de la suspension
(mielomas/linfocitos) es distribuido razon
de 100.000, 50.000 y 25.000 células por
pozo. Las placas son mantenidas a 37°C

dentro de una incubadora de CO2 (5%).



Un dia después de la fusion, el medio HAT
es adicionado a fin de permitir solo el
crecimiento de las células hibridos. En cada
pozo de cultivo se adiciona 100 ul de medio
selectivo HAT (2X) a los 100 ul iniciales para
obtener una concentracion final de HAT
(1X).

Cinco dias después de la fusion, 100 ul de
sobrenadante de cultivo son reemplazados
por el mismo volumen de medio selectivo
HAT 1X.

Diez dias después de la fusion, 100 ul de
sobrenadante de cultivo son reemplazados
por el mismo volumen de medio selectivo

HT.

2.2.3 Técnica de clonaje

Los hibridomas seleccionados en base a su
especificidad son clonados por medio de la técnica
de diluciones limites. Para ello los hibridomas son
repartidos en volumenes de 200 ul de medio arazon

de 1; 0,5 y 0,3 célula por pozo.

AN



Después de 10 a 15 dias de cultivo, los pozos
positivos en crecimiento son examinados mediante
la técnica descrita de ELISA indirecto (Materiales y

Meétodos 2.3.2) para chequear su actividad.

Los hibridomas clonados productores de
anticuerpos especificos son cultivos en volumenes
progresivamente aumentado, a fin de disponer de
suficientes células (hibridomas) para congelar
(Materiales y Métodos 2.2.5) e inocular a los ratones
para la produccion de anticuerpos monoclonales en

liquido ascitico.

2.2.4 Produccién de anticuerpos en liquido ascitico

Con el proposito de obtener una solucion de
anticuerpos monoclonales a alta concentracion, 5 x
106 células de hibridomas son inyectados por via
intraperitoneal a cada raton Balb/c en un volumen
de 0,5 ml de medio basico. Quince dias antes de
esta inyeccion, 0,5 ml de Pristane(2,6,10,14-
tetrametilpentadecanoico) son inyectados a este
raton por via intraperitoneal. Esta inyeccion de
Pristane favorece a la formacion de un tumor liquido

denominado liquido ascitico.
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El liquido ascitico es tomado por medio de puncion
intraperitoneal entre 8 a 10 dias despues de la
inyeccion del hibridoma. El liquido ascitico es
centrifugado 250 g durante 10 min. a TA. El
sobrenadante que contiene grandes cantidades de

anticuerpos es conservado a -20°C.

2.2.5 Criopreservacion y descongelaciéon de células

Las células (hibridomas y/0 mielomas) a ser
congeladas deben ser centrifugadas (250 g, 10 min.,
TA) y resuspendidas en SVF conteniendo 7,5% de
dymethilsulfoxido (DMSO) (Vol./Vol.), a razon de
5 X 106 células por ml. Esta suspension celular es
repartida en ampollas que son colocadas dentro de
un recipiente isotérmico en el interior de un
congelador a -80°C. Con el proposito de hacer una
congelacion progresiva de 48 hrs. y luego las celulas
son introducidas y conservadas en nitrogeno liquido
(-180°C).

La descongelacion de las células se realiza colocando
directamente las ampollas a 37°C y evitando la
descongelacion total de las células ya que el DMSO
es toxico a esta temperatura. La suspension de

células es entonces inmediatamente depositada



dentro de 15 ml de medio basico y centrifugado
(250 g, 10 min., TA) para eliminar el DMSO. El
precipitado de las células es resuspendido en 5 ml.
de medio adecuado (dependiendo si se descongela
mielomas o hibridomas) y colocado en pozos de

cultivo de 5 ml conteniendo macrofagos.

2.3 Métodos de deteccién del antigeno bacteriano

2.3.1 Preparacién de la suspencién bacteriana

utilizada como antigeno para ELISA indirecto

Las bacterias son cultivadas en 20 ml de medio
de cultivo Trypticase Soy Broth (TSB) una noche
a 28°C. Se realiza una centrifugacion de las
mismas a 300 g por 10 min. y el precipitado es
lavado con 10 ml de tampon PBS marino (PBS-M)
(NaCl 28 g/l; KHzPO4 0,2 g/1; Na2HPO4,12H:20
29¢g/l; KCl 0,2g/1; pH7,4). Ladensidad optica
de esta preparacion fue ajustada a 0,6 en 550 nm
con PBS marino. Se adiciona 20% de glicerol en
la suspension bacteriana. Esta suspension fue
congelada (- 80 °C) y descongelada antes de hacer
una centrifugaciéon a 300 g por 10 min. El

precipitado fue resuspendido en tampon



2.8.2

carbonato-bicarbonato CBC (Naz2CO3 1,59 g/I;
NaHCO3 2,93 g/I; azida de sodio 0,2 g/1; pH 9,6)
en un volumen equivalente a los 2/3 del volumen
de PBS-M. Se congela nuevamente y se conserva
asi estas suspensiones que estan listas para usar

como antigeno en ELISA.

ELISA indirecto

Cien microlitros del antigeno bacteriano son
colocados en cada uno de los hoyos de las placas
de 96 pozos durante una noche a 4°C. Las placas
son lavadas tres veces con un tampon PBS (NaCl
150 mM; KC1I 3 mM, KH2PO4 2,5 mM; Na2HPO4
8,5 mM; pH 7,2) conteniendo 0,1 % (Vol./Vol.) de
Tween 20 (PBS-T). Las placas son saturadas 1h/
37°C con 200 ul por pozo de una solucion
bloqueadora (PBS conteniendo 5% (Peso/Vol.) de
leche descremada. Luego las placas son lavadas 3
veces con PBS-T y 100 ul del anticuerpo (suero de
raton inmunizado, sobrenadante de cultivo de
hibridomas, liquido ascitico) diluido en PBS-T-
leche 0.5% (Peso/Vol.) son colocados en las placas
e incubados 2h/37°C. Despues de tres lavados con
PBS-T, 100 ul de un anticuerpo dirigido contra la

[g de raton y conjugado a la fosfatasa alcalina son
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agregados en cada hoyo de la placa a una dilucion
1/10.000 en PBS-T-leche 0,5% (Peso/Vol.) para
incubar 1h/37°C. Las placas son lavadas tres veces
con PBS-T. Cien microlitros del substrato p-NPP
(p-NPP 1 mg/l en tampon diethanolamina (5%),
pH 9,8) son colocados en cada hoyo e incubados
3 horas a 37°C para realizar la lectura en el lector
de ELISA Multiskan a una longitud de onda

ajustada a 414 nm.

Inmuno dot-blot

Después de 8 horas de haber realizado la siembra
bacteriana (bacterias congeladas, muestras de
agua, macerado de larvas) en agar TCBS, las
diferentes colonias de bacterias son diluidas en
500 ul de PBS. Dos microlitros de esta suspencion
bacteriana es depositada en membranas de
nitrocelulosa. Las membranas son secadas a
temperatura ambiente durante 30 min. Las
membranas son lavadas tres veces con un tampon
PBS (NaCl 150 mM; KCI 3 mM; KH2PO4 2,5 mM;
Na2HPO4 8,5 mM; pH 7,2) conteniendo 0,1 %
(Vol./Vol.) de Tween 20 (PBS-T). Las membranas
son saturadas 1h/37°C con una solucion

bloqueadora (PBS conteniendo 5% (Peso/Vol.) de
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leche descremada). Luego las membranas son
lavadas 3 veces con PBS-T y el anticuerpo (suero
de raton inmunizado, sobrenadante de cultivo de
hibridomas, liquido ascitico) diluido 1/1.000 en
PBS-T-leche 0,5% (Peso/Vol.) es colocado para
incubar cada membrana 1h/37°C. Después de
tres lavados con PBS-T, un anticuerpo dirigido
contra el anticuerpo de raton y conjugado a la
fosfatasa alcalina es agregado en cada membrana
auna dilucion 1/10.000 en PBS-T-leche 0,5% para
incubar 45 min./37°C. Las membranas son
lavadas tres veces con PBS-T para luego incubar
con el substrato: 10 ml de tampon fosfatasa
alcalina (Na Cl 5,84 g/1; Mg Clz 0,5 g/I; tris base
12,11 g/1; pH 9,5); 33 ul de la solucion stock de
BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato
en 0,5 ml de dimethyl-formamida) y 66 ul de la
solucion stock de NBT (25 mg de Nitro Blue Tetra-
zolium en 1 ml de agua deionizada) para la
revelacion de las reacciones positivas. La
intensidad de la reaccion puede ser apreciada

directamente a la vista.

NOTA: Cuando las manchas alcanzan la intensidad
deseada la reaccion enzimatica es detenida

lavando la membrana con EDTA 2 mM en PRES.

H4
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2.3.4 Colony blot

2.3.4.1 Protocolo basico

- Realizar un cultivo bacteriano en cajas de
Petri con agar TCBS

- Humedecer las membranas con tampon
PBS.

- Colocar las membranas (82,5 mm de
diametro, con poros de 0,45 um) en la supertficie
del agar donde se han desarrollado las bacterias
y dejar por 30 minutos.

- Colocar la membrana en una caja de Petri
vacia, asegurandose que las bacterias esten en
la parte superior de la membrana y secar 45
min. la membrana antes de realizar el test.

- Incubar con PBS-leche descremada 5%
(peso/Vol.) en una caja de Petri agitando
suavemente por 45 min. a temperatura
ambiente.

- Realizar 2 lavados de 3 min. ¢/u con PBS
conteniendo 1% (Vol./Vol.) de Tween 20 (PBS-
iy "

- Depositar el anticuerpo (fluido ascitico a la
dilucion adecuada en PBS-T-leche descremada
0,5% (Peso/Vol.) 0 sobrenadante de cultivo sin
diluir) e incubar por 45 min. a temperatura
ambiente.

- Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS-T.

- Depositar el anticuerpo conjugado (a la
fosfatasa alcalina) e incubar por 45 min.:
dilucion empleada del anticuerpo 1/8000 en
PBS-T-leche 0,5 % (Peso/Vol.).

- Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS-T.

- Incubar con la solucion substrato
recientemente preparada.
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2.3.4.2 Protocolo optimizado

Al protocolo basico descrito anteriormente se
necesito realizar una serie de modificaciones
para la adaptacion del mismo a nuestras
condiciones de trabajo, una vez realizadas las
pruebas necesarias se logro un protocolo
optimizado descrito a continuacion.

- Realizar un cultivo bacterlano en ca d
Petri con TCBS a diluciones de 10-2, 10-3
Incubar entre 6 a 8 horas a 28°C.

]
y

- Colocar las membranas (82,5 mm de
diametro, con poros de 0,45 um) en la superficie
del agar donde se han desarrollado las bacterias
y dejar por 5 minutos.

- Colocar la membrana en una caja de Petri
vacia, asegurandose que las bacterias esten en
la parte superior de la membrana vy secar 30
min. la membrana antes de realizar el test.

- Incubar con PBS-leche descremada 5%
(peso/Vol.) en una caja de Petri agitando
suavemente por 60 min. a temperatura
ambiente.

- Realizar 3 lavados de 3 min. ¢/u con PBS-
Tween 20 (0,1%)

- Depositar el anticuerpo (fluido ascitico a la
dilucion adecuada en PBS-Tween 0,1%-leche
0,5% o0 sobrenadante de cultivo sin diluir) e
incubar por 60 min. a temperatura ambiente.

- Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS-Tween
20 (0,1%)

- Depositar el anticuerpo conjugado (a la
fosfatasa alcalina) e incubar por 45 min.:
dilucion empleada del anticuerpo 1/10.000 en
PBS-Tween-0,1%-Leche 0,5 %.

- Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS-Tween
20 (0,1%).

- Incubar con la solucion substrato
recientemente preparada.



2.3.4.3 Solucién Substrato

Tanto en el protocolo basico como en el
protocolo optimizado se emplea la misma
solucion substrato para revelar la reaccion
antigeno-anticuerpo, la preparacion de la
misma se realiza de la siguiente manera:

e BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-
Indolylfosfato en 0,5 ml de dimethyl-
fOrmMaAMIAa) ..ot ee s 33ul

e NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en
Iml de agua delonizada ). 66 ul

e Tampon fosfatasa alcalina (NaCl 5,84 g/I;
MgClz 0,5 g/l; Tris base 12,11 g/1; pH

NOTA: Cuando las manchas alcanzan la
intensidad deseada, la reaccion enzimatica es
detenida lavando la membrana con EDTA 2 mM
(50 ml de EDTA 0,5 M diluido en 25 ml de PBS).
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FIGURA 10: PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.
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3.1 PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Para la realizacion de este trabajo se realizo la obtencion
de anticuerpos monoclonales que permitan el
reconocimiento de la cepa Ili de V. alginolvticus utilizada
como probiotico en laboratorios comerciales de larvas de

camaron.

El esquema general para la produccion de anticuerpos se
describe en la Fig. 10, donde observamos que como primer
paso para la obtencion de anticuerpos se realiza una
preparacion denomina inmunogeno con la bacteria Ili, con
la misma que se va a realizar el proceso de inmunizacion
de los ratones con el proposito de incentivar la produccion
de anticuerpos especificos contra esta cepa bacteriana,
como siguiente paso tenemos la hibridacion linfocitaria o
fusion, proceso en el que se obtienen los hibridomas (céelulas
secretoras de anticuerpos) para luego seleccionar los

hibridomas que son de nuestro interés y someterlos a un



clonaje y asi obtener anticuerpos provenientes de un solo

clon o célula (anticuerpos monoclonales).

. My s |
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Inmunégeno

La preparacion del inmunogeno (Materiales v
Métodos 2.1.2) serealiza centrifugando las bacterias
[li que han sido enriquecidas en medio de cultivo
TSB para resuspender el precipitado en agua
destilada y almacenar en alicuotas de 500 ul. Estas
alicuotas son utilizadas en cada una de las

inyecciones en el periodo de inmunizacion.

Inmunizacién de ratones

Dos ratones Balb/c (ratones R1 y R2) han sido
inmunizados con la preparacion descrita

anteriormente segun el siguiente cronograma:

Dia O: primerainyeccion de la bacteria Ili con adyuvante
completo de Freund (ACF) en un volumen de 500 ul (3Vol.
[li/1Vol. ACF), intraperitoneal, 250 ul a cada lado de la
cavidad peritoneal.

Dia 15: segunda inyeccion de la bacteria Ili sin adyuvante
en un volumen de 500 ul ; 400 ul intraperitoneal v 100 ul
subcutanea.

Dia 30: tercerainyeccion de la bacteria Ili sin adyuvante
en un volumen de 500 ul intraperitoneal.

Dia 60: cuarta inyeccion de la bacteria Ili sin adyuvante
en un volumen de 500 ul intraperitoneal.



3.1.3 Estado de inmunizacién de los ratones

Antes de realizar la hibridacion linfocitaria se realiza
una evaluacion del estado de inmunizacion de los
ratones con el proposito de escoger el raton que haya
tenido una mejor respuesta al proceso de

inmunizacion.

Los ratones R1 y R2 fueron sangrados por la cola
una semana despues de la cuarta inyeccion y su suero
fue usado para monitorear mediante la técnica de
dot-blot la presencia de anticuerpos. El suero de un
raton no inmunizado permite disponer de un con-
trol negativo para determinar la presencia de

anticuerpos en el suero de los ratones inmunizados.

Las bacterias utilizadas para el monitoreo fueron:
[li (cepa de V. alginolyticus con la cual se inmunizo
a los ratones); E158 (cepa de V. alginolyvticus ); E22
(cepade V, harveyi patogena) y E. coli (cepa utilizada

como control negativo).

Los resultados obtenidos son resumidos en la tabla

b



Suero Dilucion I E158 B2 E. coli
1/1000 +++ + + 0
Raton | 1/3000 it 0 0 0
1/10000 +H 0 0 0
1/1000 ++ + 0 0
Raton 2 1/3000 Ht 0 0 0
1/10000 +H 0 0 0
1/1000 0 0 0 0
R. control 1/3000 0 0 0 0
1710000 0 0 0 0
TABLA 1: Evaluacion del estado de inmunizacion de los ratones Rl y R2 y de

un raton control no inmunizado con la técnica de dot blot.

+++: reactividad fuerte; ++: reactividad; +: baja reactividad; 0: no reactividad.



En la tabla 1 podemos ver que los dos ratones
inmunizados pueden reconocer la cepa Ili. Al
contrario, el raton no inmunizado no puede
reconocerla. Ademas, la cepa 158 vy E22 son un poco
reconocidas por el raton R1, solo el raton R2
reconoce la cepa 158; estas reacciones son debiles v
no se pueden considerar como importantes pero
preferimos utilizar para la fusion el raton R2 que

no reconoce la cepa bacteriana E22.

Ademas hemos chequeado la reactividad del suero
del raton R2 con la técnica de ELISA indirecto
(Materiales y Métodos 2.3.2), el suero obtenido an-
tes de la ultima inyeccion (Al) y el suero obtenido
despues de la ultima inyeccion (DI) son examinados
con la cepa lli, dos cepas de V. harveyi (S2 yE119) vy
una cepa de E. coli. Los resultados obtenidos son

resumidos en la tabla 2.

[1i 52 ELLY9 E. coli

AL 0.75 0.1 0.34 0.24

D. L 0.98 0.12 0.49 0.34

N.E. 0.08 0.09 0.09 0.08
TABLA 2: ELISA indirecto para monitorear el estado

de

inmunizacién del ratén R2 antes de la ultima

inyecciéon (Al) y después de la dltima inyeccién (DI).

Dilucién del suero utilizada 1/1000. En los controles

no especificos (N.E.) no se coloca el primer anticuerpo.



La tabla 2 muestra que el suero del raton R2
reconoce especificamente la cepa Ili. Los resultados
obtenidos antes y después de la ultima inyeccion
son superiores a la senal obtenida con la cepa de

control E. coli.

Por otra parte la senal obtenida con S2 0 E119 (cepas
de V. harveyi patogenas) corresponden al ruido de
fondo producido con este método. Ademas, puede
observarse un pequeno aumento de la senal entre
Al y DI, pero debido al hecho de la baja sensibilidad
del método es dificil de concluir en un real cambio

del estado de inmunizacion.

3.1.4 Hibridaciéon linfocitaria

La hibridacion linfocitaria para la fusion de los
linfocitos (secretores de anticuerpos) obtenidos del
bazo del raton inmunizado, con los mielomas (células
de multiplicacion ilimitada) se la realizo segun el
método descrito inicialmente por Kohler y Milstein
(1975) y modificado por French et al. (1986)
mediante el cual las células son fusionadas con el
quimico Polyetilenglicol (Materiales y Méetodos
1.2.2.1).



3.1.4.1 Fusion celular F1

Tres dias después de la ultima inyeccion, los
linfocitos esplénicos del raton R2 fueron
fusionados con células mielomas SP2/0
(Materiales y Métodos 2.2.2.5). El numero
total de linfocitos usados es de 128 millones
y la relacion linfocito:mieloma es de 3:1. De
esta forma se obtuvieron un total de 170
millones de células aproximadamente cuya
distribucion en las placas de cultivo celular
se la realizo en 2 distintas condiciones en
cuanto al numero de celulas por hovo:
100.000 células por hoyo (F1.1) v 50.000
células por hoyo (F1.2).

Los hibridomas son sometidos a una primera
seleccion segun dos criterios: primero,
crecimiento de las celulas y segundo,
habilidad para secretar anticuerpos que son
capaces de reconocer la cepa Ili por un test
de dot-blot.

En esta primera seleccion se obtuvieron 12
hibridomas que reconocen la cepa Ili de un
total de 39 hibridomas entre las diferentes
condiciones de la fusion F1. Enlatabla 3 se

resume los resultados obtenidos.



N° DE HIBRIDOMAS
N° DE CELULAS N° DE POZOS N° DE POZOS CON PRODUCTORES DE
FUSION TOTALES POR INOCULADOS HIBRIDOMAS ANTICUERPOS QUE
POZ0) RECONOCEN LA CEPA
"1LI"
F1.1 100.000 1344 31 10
Fl.2 50.000 576 8 2
TABLA 3: Resultados obtenidos durante la fusion F1 con linfocitos obtenidos del
raton R2. hibridomas secretores de anticuerpos contra la cepa "I
fueron seleccionados mediante

la técnica de dot-blot.




Estos doce hibridomas desafortunadamente
sufrieron una contaminacion provocada por
levaduras lo que nos impidio continuar el
trabajo. Los hibridomas contaminados
fueron inyectados a ratones en su cavidad
peritoneal con el proposito de intentar
producir liquido ascitico con alta
concentracion de anticuerpos pero los

ratones murieron y no se logro el objetivo.

3.1.4.2 Fusion celular F2

Para cumplir nuestro objetivo hemos
realizado una segunda fusion (Materiales vy
Métodos 2.2.2.5) con el raton R1, durante
esta segunda fusion hemos tratado dos tipos
de mielomas (SP2/0 v P3X63Ag8-653).
Cincuenta y un millones de linfocitos
esplénicos del raton R1 fueron fusionados
con 17 millones de células mielomas de tipo
SP2/0 (F2A) y 51 millones de linfocitos del
mismo raton R1 son fusionados con 17
millones de mielomas P3X63Ag8-653 (F2B).

Para ambos casos F2A y F2B se realiza tres
distintas condiciones en cuanto al numero
de celulas por pozo: 100.000 cel./pozo
(F2A.1/B.1), 50.000 cél./pozo (F2A.2/B.2) y

25.000 cél./pozo (F2A.3/B.3).



N? DE HIBRIDOMAS
N° DE CELULAS N° DE POZOS N DE POZOS PRODUCTORES DE
FUSION TOTALES POR INOCULADOS CON ANTICUERPOS QUE
POZ0 HIBRIDOMAS | RECONOCEN LA CEPA
“IL1"
SP2/0 F2A.1 100.000 384 126 ab
SP2/0 F2A.2 50.000 480 82 8
SP2/0 F2A.3 25.000 192 30 7
P3X63Ag8-653 F2B.1 100.000 384 153 47
P3X63Ag8-653 F2B.2 50.000 480 33 21
P3X63Ag8-653 F2B.3 25.000 192 3 0
TABLA 4: Resultados obtenidos durante la  fusion F2 con linfocitos obtenidos del
raton RI1. Los hibridomas secretores de anticuerpos contra la cepa "lIli" fueron
seleccionados mediante la técnica de dot-blot.




Los resultados concernientes a la distribucion
de los hibridomas son recapitulados dentro
de la tabla 4, en la misma que observamos
que las placas con 100.000 celulas por pozo
para ambos tipos de mielomas fueron las que
tuvieron mayor porcentaje de pozos con

hibridomas (porcentaje de fusion).

3.1.4.3 Seleccién de los hibridomas de interés

El bazo del raton escogido para la fusion tiene
diversos tipos de linfocitos, cada uno
secretando diversos tipos de anticuerpos, por
lo cual los hibridomas formados a partir de
estos linfocitos segregan anticuerpos
diferentes siendo necesario por lo tanto
seleccionar aquellos pozos que contienen
hibridomas que producen los anticuerpos

que reconocen la cepa Ili de V. alginolitycus.

Los hibridomas son seleccionados segun dos
criterios: primero, crecimiento de las células
y segundo, habilidad para secretar
anticuerpos que son capaces de reconocer la

cepa Ili mediante un test de dot-blot.



b

En esta primera seleccion se obtuvieron 118
hibridomas que reconocen la cepa Ili de un
total de 447 hibridomas entre las diferentes

condiciones de la fusion F2.

Con los 118 hibridomas primeramente
obtenidos, se realiza una segunda seleccion
con igual técnica de dot blot pero con 4 cepas
bacterianas para identificar posibles
reacciones cruzadas entre tres diferentes
cepas de Vibrios y una cepa de Escherichia
coli utilizada como control negativo por ser

un geénero diferente de bacteria.

Estas cepas utilizadas para la seleccion son:
[li (cepa de V. alginolyticus con la cual se
inmunizo a los ratones); E158 (cepa de V.
alginolyticus de patogenicidad incierta); E22
(cepa de V. harveyi patogena)y E. coli (cepa

control negativo).

Los resultados obtenidos se resumen en la

tabla 5.



Hibridoma [11 158 E22 E.coli
102 hibridomas + +/- + 0
2 B6 — 0 0 0
2 Gl e 0 0 0
2 HS — 0 0 0
4 EIl - 0 0 0
I3 F3 - 0 0 0
13 G6 - 0 0 0
14 Al + 0 0 0
14 D4 4 0 0 0
14 G7 - () 0 0
14 H7 — 0 0 0
15 BS — 0 0 0
15 E2 - 0 0 0
15 D11 . 0 0 0
19 G4 Su. + 0 0
12 E6 —— ++ 0 0
12 G6 .- - 0 0
TABLA 5: Hibridomas seleccionados mediante el

andalisis con la técnica de dot-blot de sobrenadantes con
4 cepas de bacterias diferentes: Ili, cepa de V.
alginolyticus con la cual se inmunizo a los ratones; E158,
cepa de V. alginolyticusde patogenicidad incierta; E22,
cepa de V. harveyi patogena y E. coli cepa de género
diferente utilizada como control negativo. +++: sefal
muy fuerte; ++: seral fuerte; +: sefal; +/-: revelado
difuso; 0: ausencia de seral.



Los resultados muestran que hay dos grandes
grupos de hibridomas, un grupo mayoritario
constituido por 102 hibridomas que
reaccionan ademas de la cepa Ili con la cepa
E22 y en ciertos casos con la cepa 158; y un
segundo grupo de 16 hibridomas que no

reconocen la cepa E22 vy E. coli.

En este segundo grupo de 16 hibridomas,
podemos encontrar un subgrupo de 13
hibridomas que reconocen unicamente la
cepa lli y otro subgrupo de 3 hibridomas que

reconocen tanto la cepa Ili como la cepa 158.

Los 16 hibridomas del segundo grupo fueron
congelados y conservados en nitrogeno

-

liquido.
Con el proposito de continuar el estudio, los
hibridomas 2B6, 2G1 y 12G6 son mantenidos
en cultivo para realizar posteriormente un
clonaje.

3.1.4.4 Clonaje

Los hibridomas secretores de anticuerpos de



interés deben ser clonados para asegurar la
produccion de anticuerpos que provengan
de un solo clon de hibridomas y no de la
mezcla de hibridomas que se encuentran

originalmente en los pozos de cultivo.

Los hibridomas 2B6, 2G1 y 12 G6 fueron
clonados segun la técnica de diluciones
limites (Materiales y Métodos 2.2.3). Los
clones obtenidos fueron seleccionados segun
dos criterios: a) calidad de crecimiento y b)
especificidad, estimada con ELISA indirecto

(Materiales y Métodos 2.3.2).

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos

en las placas de clonaje.

Pozos N® maximo N? total de Porcentaje
Hibridoma inoculados de pozos pozos de
[{c/iml) positivos positivos crecimiento
100/0.3 30
2B6 100/0.5 50} 180 89 49 5%
100/1.0 100
100/0.3 30
2Gl1 100/0.5 50 }180 90 50.0%
100/1.0 100
100/0.3 30
12G6 100/0.5 50 ) 180 51 28.3%
100/1.0 100
TABLA 6: Porcentaje de crecimiento de los hibridomas

clonados. La férmula utilizada para el cdlculo del
porcentaje de crecimiento fue la siguiente:
(N° de pozos positivos/N° maximo de pozos positivos)x100




Para realizar el clonaje, tres tipos de
diluciones fueron realizadas: 1, 0.5, 0.3
células por hoyo. Después de 10 dias de
crecimiento el numero de pozos conteniendo
hibridomas fue determinado y el porcentaje

de crecimiento fue calculado.

Los porcentajes obtenidos son variables vy si
consideramos un clonaje aceptable con
porcentaje variable de 30% a 70%, los 3
hibridomas clonados se encuentran dentro

de este rango.

Para examinar la especificidad de los clones
de hibridomas obtenidos se realizo un test
ELISA indirecto en el que se analiza los
sobrenadantes de todos los hibridomas de

cada placa de clonaje.

Particularmente se han seleccionado 3 0 6
clones para cada uno de los 3 hibridomas
clonados, las figuras 11, 12 y 13 presentan
los resultados obtenidos en ELISA indirecto

para cada uno de estos clones.
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FIGURA 11: Comparacién de la sefial entre Ili, E22 y control no
especifico (sin primer anticuerpo) entre los 6 clones obtenidos
del hibridoma 2G1.
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FIGURA 12: Comparacién de la sefial entre Ili, E22 y control no
especifico (sin primer anticuerpo) entre los 3 clones obtenidos
del hibridoma 12G6.
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FIGURA 13: Comparacién de la sefial entre Ili, E22 y control no
especifico (sin primer anticuerpo) entre los 6 clones obtenidos
del hibridoma 2B6.

Se puede observar en estas figuras que cada
clon puede reconocer de manera especifica
la cepa Ili y no E22, siendo las senales
obtenidas para la cepa E22 particularmente

equivalentes a las senales no especificas.

Con el proposito de obtener una solucion rica
de anticuerpos, los hibridomas
correspondientes a cada clon son inyectados
en ratones para la produccion de liquido
ascitico (Materiales y Métodos 2.2.4). Todos
los clones de hibridomas son congelados y

conservados en nitrogeno liquido.



3.2 Colony blot

Hemos escogido arbitrariamente el anticuerpo 2B6 para
desarrollar un método de deteccion de V. alginolyvticus de
tipo colony-blot por ser éste un meétodo rapido vy de facil
ejecucion que permite realizar un analisis cuantitativo y
cualitativo de colonias de V. alginolyticus presentes en una

placa de cultivo bacteriano.

3.2.1 Desarrollo del protocolo de colony-blot

Un primer protocolo de colony- blot (Materiales vy
Métodos 2.3.4.1) fue tratado utilizando
arbitrariamente el anticuerpo 2B6F6. Diferentes

parametros de este protocolo fueron optimizados.
3.2.1.1 Tiempo de cultivo bacteriano

Diferentes tiempos de cultivo bacteriano
antes del deposito de las membranas sobre
las placas fueron examinados. La cepa Ili
fue sembrada a la dilucion 1072 en agar
TCBS. Los resultados obtenidos se presentan

en la tabla 7.



Tiempo Nuimero Calidad
de del
colonias revelado
4 H 0 0
5H 6 -
8 H 10 =
12 H 7 Halo/-
24 H 13 Halo/-
48 H 1 6 Halo/-
TABLA 7: Influencia del tiempo de

cultivo en la calidad del revelado de las
colonias.

0: ausencia de sedal;, -: serfal muy baja;
+: sefal; ++: sefal fuerte.

Se observa que el anticuerpo identifica las
colonias en aquellas placas donde se ha
realizado el deposito de la membrana a
partir de las 5 horas de cultivo aunque en
las membranas depositadas a las 8 horas de
cultivo el reconocimiento de las colonias

positivas estaba mejor definido.

En las membranas depositadas a partir de
las 12 horas de cultivo, el tamano de las

colonias asi como la presencia de un gran
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halo alrededor de la misma no permite
realizar una correcta identificacion de las

colonias positivas.

El tiempo elegido para cultivo de bacterias
antes de colocar la membrana para realizar

el colony blot es de 8 horas.

3.2.1.2 Tiempo de permanencia de la membra-

na sobre el cultivo bacteriano

Diferentes tiempos de permanencia de la
membrana sobre el cultivo bacteriano
fueron examinados para observar si este
parametro influia en la calidad del revelado

de las colonias positivas.

Las membranas estuvieron en contacto con

las bacterias 5, 10, 15 y 30 minutos.

Los resultados obtenidos se resumen en la
tabla 8.



Tiempo Calidad
del
revelado
5 min. FFe
10 min. REs
15 min. +
3 . Ruido de
0 min, fondo/-

TABLA 8: Influencia del tiempo de
permanencia de la membrana sobre el cultivo
bacteriano en la calidad del revelado.

++: sefal fuerte; -: serial muy baja.

La calidad del revelado de las colonias fue
buena para las membranas que estuvieron
en contacto con el cultivo 5, 10 y 15
minutos. Al contrario de la membrana que
estuvo colocada sobre el cultivo durante 30
minutos en la cual aparece ruido de fondo
que interfiere en la interpretacion de las

colonias positivas.

Al tratar de desarrollar el colony-blot como
meétodo rapido de diagnostico escogemos el
tiempo menor (5 minutos) con el cual la

calidad del revelado es adecuada.



3.2.1.3 Condiciones de saturacién y lavados

Las diferentes condiciones de saturacion y

de buffers de lavados se presentan en la

tabla 9.
Buffer de saturacion Buffer de lavado
Condicion Revelado
A PBS-leche 10% PBS-tween 1.0% ++
B PBS-leche 5% PBS-tween 1.0% ++
C PBS-leche 5% PBS-tween 0.5% -
D PBS-leche 5% PBS-tween 0.1% ++
E PBS-leche 5% PBS-tween 0.05% +
F PBS-leche 3% PBS-tween 0.00% #f-

TABLA 9: Seis condiciones diferentes usadas para tratar
diferentes combinaciones entre los buffer utilizados para
bloguear la membrana antes de colocar el primer anticuerpo
y los buffer utilizados para el lavado de las membranas entre
cada paso. ++: buena reaccién; +/-:revelado difuso.

La tabla nos indica que no existe diferencia
al término del colony-blot en el uso de PBS-
leche 5% 6 PBS-leche 10% como buffer para

el bloqueo de la membrana.

En las diferentes concentraciones de Tween
utilizadas en buffer de lavado, se observa

mejor definicion de los resultados positivos




en aquellas membranas que fueron lavadas
con buffer a una concentracion de Tween
de 0,1% O mayor mientras que en aquellas
membranas en las que no se usa Tween para
el buffer de lavado, el revelado es de menor

calidad.

La condicion D fue elegida para el protocolo

optimizado.

En conclusion, durante este trabajo se ha
producido 16 hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales capaces de

reconocer especificamenteV. alginolyticus .

Con anticuerpos provenientes de un clon de
uno de estos 16 hibridomas, se ha
desarrollado un método de colony-blot que
permite detectar la presencia de V.

alginolyticus en una muestra.



NCLUSIONES

La utilizacion en Ecuador de bacterias probioticas en la
larvicultura como en granjas camaroneras se ha desarrollado
durante los ultimos anos. A pesar de este desarrollo importante
existe a estos dias la carencia de metodos racionales de seleccion
de bacterias probioticas asi como de técnicas de deteccion y
cuantificacion que permitan un mejor control del uso de cepas

probioticas en acuacultura.

La experiencia acumulada durante los ultimos quince anos en
salud humana demuestra el interés de utilizar los anticuerpos
monoclonales por una parte, con el fin de detectar y cuantificar
diversos antigenos, y por otra parte con el objetivo de realizar

el analisis molecular de fenomenos fisiologicos o patologicos.

Este estudio se ha llevado a cabo con el proposito de desarrollar
un metodo inmunologico de deteccion y cuantificacion de
bacterias probioticas, en este caso una cepa de Vibrio

alginolyticus.



Como primera parte se realizo la preparacion de anticuerpos
monoclonales contra la cepa Ili segun el método de hibridacion
linfocitaria. Luego de inmunizar los ratones con la bacteria, su
estado de inmunizacion fue evaluado mediante un metodo de

dot-blot y ELISA indirecto.

A pesar que las tasas de produccion de hibridomas fueron bajas,
el protocolo de inmunizacion fue correcto ya que 32% y 29% de
hibridomas secretores de anticuerpos reconocieron la cepa Ili

luego de las fusiones F1 y F2 respectivamente.

En la primera fusion (F1) hubo problemas de contaminacion
con levaduras, demostrando la importancia que debe ser dada
en materia de condiciones estériles de trabajo luego de la
produccion de anticuerpos. Ademas es imperativo congelar
los hibridomas seleccionados a fin de prevenir el riesgo de

pérdida debido a una eventual contaminacion.

La segunda fusion (F2) permitio seleccionar 16 hibridomas
especificos de V. alginolyticus. Estos resultados correspondian
a dos lineas diferentes de mielomas (SP2/0 y P3X63Ag8.653)
sin revelar que una linea es mejor que la otra en téermino de

frecuencia de obtencion de hibridomas especificos.

En lo que concierne a la etapa de seleccion de los hibridomas

especificos contra la cepa bacteriana Ili se puede decir que los



metodos de dot-blot y ELISA desarrollados fueron convenientes
en términos de sensibilidad y especificidad. El dot-blot permitio

una evaluacion visual directa de la reaccion de los anticuerpos.

Las cepas de bacterias utilizadas en el proceso de seleccion
diferencial de los hibridomas fueron escogidos en funcion de la
disponibilidad de bacterias posiblemente asociadas en el medio
a la cepa Ili. Este enfoque fue exitoso ya que los hibridomas

estrictamente especificos de la cepa Ili fueron obtenidos.

La segunda parte del trabajo consistio en el desarrollo de un

metodo de deteccion de V. alginolyticus.

El colony blot fue escogido como metodo de deteccion por ser
un método relativamente sencillo, que proporciona informacion
cualitativa y cuantitaviva en términos de numero y proporcion
relativa de colonias positivas. Ademas, una vez que se obtiene
el anticuerpo, no se necesita mayormente de equipo para

ejecutarlo sino de reactivos que son de facil adquisicion.

Tomando como referencia un protocolo basico de colony-blot,
se realizo la optimizacion de algunos parametros que se
consideran de importancia para el desarrollo del método como
por ejemplo el tiempo de crecimiento de las colonias bacterianas
en las placas de cultivo antes de colocar las membranas sobre

las placas para iniciar el colony-blot.



Mediante el método de colony-blot se puede realizar una
visualizacion directa de los resultados, permitiendo comparar
el numero de colonias de bacterias Ili obtenidas en la caja de
Petri y el numero de colonias positivas obtenidas en el colony-
blot, asi se puede establecer un porcentaje de probiotico sobre
el numero total de bacterias en situaciones naturales o en mezclas
correspondiendo a las experimentaciones in vitro o in vivo sobre
las interacciones entre camaron, bacterias patogenas y

probioticas.

Este método de colony-blot esta actualmente en curso de
validacion, mediante una evaluacion clinica en colaboracion con
diferentes productores locales a fin de resolver in situ los
problemas metodologicos inherentes a la utilizacion en rutina
de este tipo de técnica en laboratorios y por otra parte de conocer
mejor en téerminos de sensibilidad y especificidad los limites

del meétodo.

Hoy en dia se puede considerar que estas nuevas herramientas
son esenciales desde el punto de vista aplicada y fundamental
para estudiar y controlar los problemas bacteriologicos en la

camaronicultura.



RECOMENDACIONES

- Los resultados obtenidos en la fusion pueden ser mejorados
mediante la utilizacion del Adjuvante incompleto de Freund durante

las tres ultimas inyecciones en el protocolo de inmunizacion.

- Es necesario aumentar las pruebas para probar la especificidad
de los anticuerpos examinando los mismos contra un numero
mayor de cepas bacterianas y especialmente contra cepas

consideradas probioticas.

- Es importante realizar mayores estudios sobre el antigeno
reconocido con la ayuda de estudios de Western-blot que permiten
una mejor caracterizacion e identificacion de las proteinas

reconocidas por cada uno de los anticuerpos.

- El trabajo desarrollado se continua con el analisis a nivel molecu-
lar de diferentes mecanismos biologicos que definen el caracter

probiotico de una bacteria.

- Es de suma importancia tomar medidas extremas de prevencion y
control para evitar contaminacion del trabajo, en ambientes
humedos como CENAIM es mayor el riesgo de contaminacion por

hongos o levaduras.



ANEXO 1

Macrofagos un dia despues de ser extraidos de
la cavidad peritoneal de ratones Balb/c. 20 X.
M: macrofagos fijados a la placa; m: macrofagos
no {ijados aun.

Hibridomas resultantes 10 dias después de la fusion
[F2 (Hibridacion Linfocitaria). Se observa el inicio
de la division celular. 10 X.



ANEXO 2

Hibridomas resultantes 30 dias después de la fusion
F2 (Hibridacion Linfocitaria). Se puede apreciar el
momento de la division celular. 20 X.

Célula hibridoma 30 dias después de la fusion F2
(Hibridacion Linfocitaria) en el momento de la
division celular. 40 X.



ANEXO 3

”Wﬂfum
Colony-blot: Se observa las colonias de bactenas que BIBLIOTE
han sido reconocidas especificamente por el anticuerpo CENTRA

monoclonal.
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