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Anticuerpos monoclonales, enterotoxina estafilocéccica

Introduccion. Dentro de las enfermedades transmitidas por
los alimentos (ETA’s), la intoxicacion estafilococcica
constituye un problema de salud publica a nivel mundial. Es
transmitida por el consumo de alimentos contaminados con
enterotoxinas termoestables producidas por Staphylococcus
aureus (1). La enterotoxina estafilocéccica tipo B (EEB) es
la més frecuentemente involucrada en este tipo de brotes. El
diagndstico de la intoxicacion estafilococica se realiza
principalmente por métodos inmunoldgicos, dentro de estos
el mas utilizado es el de ELISA indirecto. Para ello es
necesario contar con los anticuerpos (Ac) especificos, dentro
de los cuales, los anticuerpos monoclonales (AcM) son muy
especificos y selectivos en el reconocimiento de las
enterotoxinas (2).

Objetivo.  Obtener  anticuerpos  monoclonales  anti-
enterotoxina Tipo B.

Metodologia. Se inmunizaron ratones hembra Balb-C
singénicos de 4 semanas de edad con 100 uL de EEB (0.4
pg/mL) por via intraplantar, subcutanea e intraesplénica; el
suero se obtuvo por via retroorbital y caudal. El titulo de
anticuerpos policlonales y monoclonales asi como en la
seleccion primaria de los hibridomas, se evalué por el
método de ELISA indirecto. La descongelacion,
acondicionamiento y propagacion de la linea celular
X63Ag8.653 de mieloma murino, se realiz6 en medio
RPMI-1640 con 10 % de suero fetal bovino (SFB),
incubando a 37° C en atmosfera himeda con 5 % de CO.. La
viabilidad de la linea celular y de los esplenocitos murinos,
se evalud por conteo celular en una cdmara de Neubauer,
donde el % de viabilidad = (cel. viables/cel. totales)x100. La
fusion celular de los esplenocitos y las células de mieloma,
se realizd en relacion 10:1 en medio RPMI-1640 sin SFB y
con polietilenglicol (PEG). La seleccion celular se realizo en
medio RPMI-1640 HAT, finalmente la clonacion y seleccion
de los hibridomas se realizd por la técnica de dilucidn
limitante.

Resultados y discusion. Al termino del esquema de
inmunizacion, en el suero de los ratones se obtuvieron titulos
de anticuerpos anti-EEB desde 1:1000 hasta 1:4000,
teéricamente a mayor titulo de anticuerpos, mayor
posibilidad de obtener hibridos especificos, por lo tanto los
bazos de los ratones con mayor titulo de anticuerpos se
seleccionaron para la fusion. Después de la estandarizacion
del método de ELISA indirecto, los titulos utilizados fueron:
1:2000 para la EEB, 1:3000 para la antitoxina de referencia,
1:5000 para el conjugado y 1:10 para el sustrato de enzima.
Este método se utilizo para titular los anticuerpos en el suero
de ratones, seleccionar los hibridomas productores de anti-

EEB y cuantificar el titulo de anticuerpos monoclonales. La
viabilidad de los esplenocitos murinos fue del 93 % y la de la
linea celular del mieloma fue del 95 %. Después de la fusion
de ambas lineas celulares se llevo acabo la seleccion de los
hibridos (esplenocito-mieloma) utilizando medio RPMI-
1640 adicionado de HAT y posteriormente medio adicionado
de HT. Finalmente la clonacién se realizé utilizando los
cuatro hibridos que dieron los titulos mas altos de
anticuerpos anti-EEB. Las cuatro clonas productoras de
anticuerpos anti-EEB obtenidas tuvieron una viabilidad del
96 % por lo tanto, se propagaron y se mantienen congeladas
en nitrégeno liquido.
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Fig.1 Esquema general para la produccion y obtencién de AcM

Conclusiones. Se obtuvieron cuatro clonas productoras de
anticuerpos monoclonales anti-EEB, los cuales serén
utilizados como una herramienta en el diagnostico de la
intoxicacion estafilocécica por métodos inmunolégicos y en
la demostracion de la presencia de la EEB en los alimentos
involucrados en brotes de intoxicacion alimentaria causados
por Staphylococcus aureus.
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