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Introduccion.

Hoy en dia, los contaminantes emergentes como los antibiéticos
son ignorados ademéas de no ser monitoreados. La principal
fuente de este tipo de contaminantes, son las aguas residuales
de origen hospitalario. Debido a la nula o escasa eliminacién de
estos contaminantes en plantas tratadoras de agua residual,
existe un peligro latente en la generacion de cepas bacterianas
resistentes a antibidticos (1). Actualmente existen diversos
métodos para la deteccion de antibidticos, tales como
microbiologicos, cromatograficos e inmunoquimicos, sin
embargo, éstos Ultimos son métodos sensibles, sencillos y
rentables. Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo de
investigacion fue el de obtener y purificar anticuerpos
policlonales contra la amoxicilina (AMXC), mismos que pueden
ser empleados posteriormente para desarrollar técnicas
inmunoquimicas como el sistema ELISA para detectar este
contaminante.

Metodologia.

Se inmunizaron conejos de la cepa Nueva Zelanda, inoculando
amoxicilina (1 mg/ml) acoplada a la proteina hemocianina de
lapa californiana (KLH) durante cuatro ocasiones con intervalo
de un mes cada uno. A partir del antisuero obtenido de la
inmunizacion de conejos con amoxicilina se procedi6 a la
purificacién de los anticuerpos policlonales.

La produccion de anticuerpos anti-amoxicilina se verifico
mediante dot blots de muestras de suero obtenidas de los
conejos inmunizados. La purificacion de anticuerpos policlonales
anti-amoxicilina se hizo mediante tres etapas:

Primera etapa. Purificacion parcial, se realizd un precipitacion
con una solucién saturada al 50% de (NH4)2S04 (4.1 M) a 4°C
durante toda la noche (6), seguida de una precipitacion utilizando
acido caprilico (7), una vez recuperado el sobrenadante, se
ultrafiltré en un equipo Amicon 8050, utilizando una membrana
de celulosa regenerada de 10 kDa de corte.

Segunda etapa. Purificacion total, esta etapa se realizé mediante
cromatografia de inmuoafinidad utilizando una columna
comercial Hi-Trap NHS-Activada HP (GE Healthcare), a la cual
se acoplaron 20 mM de amoxicilina, segun indicaciones del
proveedor. La pureza de los anticuerpos se verific6 mediante
electroforesis e Inmunoblot, mientras que reactividad y
especificidad de los mismos se comprobd por pruebas de Dot
Blot. (2).

Resultados.

Se obtuvieron anticuerpos capaces de reaccionar contra la
amoxicilina (anticuerpos anti-AMXC), lo cual quedd demostrado
mediante Dot Blot, utilizando diferentes concentraciones de
antigeno (AMXC) vy de anticuerpo primario (anticuerpos anti-
AMXC) que fue el que se obtuvo (Fig.1).
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Fig. 1. Las Dot blot para probar reactividad de los anticuerpos
policlonales anti-amoxicilina. (a) control negativo (agua); (b) suero
preinmune; (c) anti suero sin purificar; (d) antisuero purificado

Al analizar la reactividad e los anticuerpos frente a antibiéticos
de diferente familia como es la kanamicina y la estreptomicina,
estos no dieren reaccion positiva.Ensayos por dot blot, muestras
de aguas residuales adulteradas intencionalmente con
amoxicilina, mostraron que las condiciones de las muestras de
agua (pH, temperatura, contaminantes, etc.) no afecta la
reactividad de los anticuerpos anti-AMXC (fig.2).
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Fig. 2 Las Dot Blot para probar reactividad de anticuerpos policlonales
anti-amoxicilina en muestras de aguas residuales. Muestras 1) agua
residual de hospital; 2 y 3 ) de agua residual de origen municipal) .
Incisos (a) muestras de agua residual sin adicional AMXC, incisos (b)
muestras a las que se adicion6 AMXC

Conclusiones. En este trabajo se logré purificar anticuerpos
policlonales anti-amoxicilina, cuya reactividad quedé demostrada
mediante dot blot. La deteccion de amoxicilina fue exitosa en
muestras de agua residual, quedando demostrado que las
condiciones de estas aguas (pH, T, contaminantes), no afectam
la reactividad de los anticuerpos. Esto es importante porque con
estos anticuerpos se pueden desarrollar inmunoensayos mas
precisos como es el sistema ELISA, para detectar AMXC en
aguas residuales y asi tener un control del tratamiento de estas.
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