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Resumen 

Las cepas de Escherichia coli productoras de Toxina Shiga (STEC) son patógenos de transmisión alimentaria 
con un alto carácter zoonótico. Éstas representan un grave problema para la Salud Pública siendo las 
principales responsables de la enfermedad conocida como Síndrome Urémico Hemolítico (SUH), 
endémica en Argentina. 

Las bases moleculares del mecanismo de infección son complejas, interviniendo varios factores de 
virulencia. Las proteínas codificadas por el Locus de Desprendimiento de Enterocitos (LEE) han sido 
ensayadas como componentes de formulaciones vacunales contra la portación de cepas STEC en ganado 
bovino. Este locus incluye a las proteínas EspA y EspB, y al receptor de traslocación para la Intimina (Tir), 
los cuales son secretados a través de un sistema de secreción de tipo III (TTSS), y la adhesina Intimina. 

En este trabajo de tesis se desarrolló una herramienta para el análisis de la expresión de proteínas 
recombinantes, aplicable a otras de interés. Esta herramienta es útil para la evaluar la composición 
antigénica de formulaciones vacunales y para el control de calidad de los procesos productivos de las 
mismas, entre otros. 

Se trabajó con tres factores de virulencia recombinantes: EspA, Intimina y la subunidad B de la toxina 
Shiga 2 (Stx2B). Esta última, tiene un rol en la colonización del ganado bovino y es responsable de la 
patogenicidad en humanos. 

En la primera parte de este trabajo se optimizaron las condiciones de expresión y purificación de las 
mencionadas proteínas recombinantes y se generaron sueros policlonales en conejos y ratones dirigidos 
a un reconocimiento específico de las mismas.  

En función de las limitaciones observadas durante la primera parte, en la segunda parte, se abordó una 
estrategia diferente mediante el desarrollo de una herramienta analítica basada en cromatografía líquida 
(LC) acoplada a Espectrometría de Masas (MS). 

Se optimizaron las condiciones de separación por LC y, dentro de las técnicas basadas en MS, se trabajó 
en la cuantificación de proteínas en su estructura completa a través del monitoreo de reacciones múltiples 
(MRM). Se realizó una optimización automatizada de todas las variables ensayadas a través del software 
Labsolutions provisto por el equipo Shimadzu LC-MS 8030. A partir de estas condiciones optimizadas se 
efectuó una curva de calibración sobre muestras conteniendo cantidades conocidas de proteínas de 
interés, contrastando intensidad de señal en los MRM vs concentración de proteína en la muestra. 

Este trabajo aporta una metodología de detección/cuantificación que es aplicable para muestras más 
complejas y como herramienta de control en un laboratorio de referencia a nivel nacional como es el de 
I+D+i dentro del Instituto Nacional de Producción de Biológicos de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. 

 

Palabras clave: SUH, proteína recombinante, Espectrometría de Masas, cuantificación. 
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Abstract 

Shiga Toxin producing Escherichia coli (STEC) strains are highly zoonotic foodborne pathogens. These 
represent a serious problem for public health, being the main responsible for the disease known as 
Hemolytic Uremic Syndrome (HUS), endemic in Argentina. 

The molecular bases of the infection mechanism are complex, involving several virulence factors. The 
proteins encoded by the Locus of Enterocytes Effacement (LEE) have been tested as components of 
vaccine formulations against carriage of STEC in cattle. This locus includes EspA and EspB, and the 
translocation receptor for Intimin (Tir), which are secreted through a type III secretion system (TTSS), and 
the adhesin Intimin.  

In this thesis work, a tool was developed for the analysis of the expression of recombinant proteins, 
applicable to others of interest. This tool is useful for evaluaƟng the anƟgenic composiƟon of vaccine 
formulaƟons and for quality control of their producƟon processes, among others. 

We worked with three recombinant virulence factors: EspA, InƟmin and the B subunit of the Shiga Toxin 2 
(Stx2B). This protein plays a main role in the colonizaƟon of caƩle and is responsible for pathogenicity in 
humans. 

In the first part of this work, the expression and purificaƟon condiƟons of the recombinant proteins were 
opƟmized, and polyclonal sera in rabbit and mice were generated aimed at their specific recogniƟon. 

During the development of the first part of this project, some limitaƟons were evident. As a result, the 
second part addressed with a different strategy where we developed an analyƟcal tool based on liquid 
chromatography (LC) coupled to Mass Spectrometry (MS). 

LC separation conditions were optimized and, within MS-based techniques, we worked on the 
quantification of proteins in their complete structure using multiple reaction monitoring (MRM). An 
automated optimization of all the variables tested was carried out through the Labsolutions software 
provided by the Shimadzu LC-MS 8030 equipment. From these optimized conditions, a calibration curve 
was carried out on samples containing known quantities of proteins of interest, contrasting the signal 
intensity in the MRMs with the protein concentration in the sample. This work provides a 
detection/quantification methodology that is applicable for more complex samples and as a control tool 
in a national reference laboratory such as the R&D&i within the National Institute of Biological Production 
of the ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. 

 

Keywords: HUS, recombinant protein, mass spectrometry, quantification. 
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IIntroducción general 

Escherichia coli 
 

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria miembro de las enterobacterias. Su principal 

reservorio ecológico es la microbiota del tracto intesƟnal humano, esencial para el 

correcto funcionamiento del proceso digesƟvo, y de la mayoría de los animales 

homeotermos. Es un bacilo Gram negaƟvo, oxidasa negaƟva, catalasa posiƟva, 

anaerobio facultaƟvo, cuya temperatura de crecimiento es preferentemente a 37°C 

(mesófilo), fimbriado y comúnmente móvil por flagelos perítricos. 

E. coli es un microorganismo modelo uƟlizado ampliamente en el laboratorio por su 

velocidad de crecimiento, sus pocos requerimientos nutricionales y a su amplio 

conocimiento bibliográfico. Además, esta bacteria se uƟliza en experimentos de genéƟca 

y biología molecular dado a que la estructura de su genoma es altamente flexible, 

permiƟendo la movilidad de material genéƟco por medio de trasposones, secuencias de 

inserción, bacteriófagos y plásmidos (Croxen et al., 2013). Fue descrita por primera vez 

en 1885 por el bacteriólogo alemán Theodore von Escherich, quien la denominó 

Bacterium coli commune. Posteriormente la taxonomía le adjudicó el nombre de 

Escherichia coli en honor a su descubridor. 

 

La clasificación serológica de las cepas de E. coli se realizaba comúnmente mediante la 

idenƟficación serológica según el esquema de Kauffman, basada en el uso de 

anƟcuerpos, que determinan las variaciones naturales en la composición de los 

anơgenos somáƟco “O” determinado por el lipopolisacárido (LPS), el flagelar “H” 

determinado por la proteína fliC del flagelo, y capsular “K” determinado por la envoltura 

y la cápsula de la bacteria. Se han reconocido alrededor de ciento ochenta y seis Ɵpos 

diferentes de anơgeno O y cincuenta y tres anơgenos H, sin embargo, sólo un pequeño 

grupo de combinaciones O:H se asocian con cepas patógenas. Los anơgenos O definen 

un serogupo, y una combinación específica de anơgenos O y H definen el seroƟpo de un 

aislamiento. 
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Los patoƟpos asociados a infecciones gastrointesƟnales se clasifican según sus 

manifestaciones clínicas, patogenicidad, y caracterísƟcas epidemiológicas en:  

• E. coli enteropatógeno (EPEC, por sus siglas en inglés enteropathogenic E. coli).  

• E. coli enterotoxigénico (ETEC, por sus siglas en inglés enterotoxigenic E. coli).  

• E. coli productor de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés Shiga toxin producing E. 

coli).  

• E. coli enteroinvasivo (EIEC, por sus siglas en inglés enteroinvasive E. coli).  

• E. coli enteroagregaƟvo (EAEC, por sus siglas en inglés enteroaggregaƟve E. coli).  

• E. coli de adherencia difusa (DAEC, por sus siglas en inglés diffuse-adherent E. coli). 

 

En este trabajo se trata principalmente el seroƟpo STEC O157:H7. 

EEscherichia coli productora de Toxina Shiga 
 

 Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC), son patógenos de 

transmisión alimentaria con un alto carácter zoonóƟco. Seguido a la ingesƟón de comida 

o agua contaminada, la bacteria muestra una maquinaria molecular sofisƟcada que 

consiste en una estrategia dual: la colonización del intesƟno y la producción de toxina 

Shiga. Las STEC representan un grave problema para la Salud Pública, provocando brotes 

ocasionales, siendo las principales responsables de la enfermedad conocida como 

Síndrome Urémico HemolíƟco (SUH). Estudios recientes para entender los mecanismos 

del SUH resaltan el rol de la vía del complemento en el daño endotelial y conƟnúa el 

estudio para descifrar el tráfico intracelular de la toxina Shiga (Joseph et al., 2020). En 

ArgenƟna, el SUH es endémico y consƟtuye la primera causa de insuficiencia renal aguda 

en niños menores de 5 años (Minsal, 2021). Dado que el principal reservorio de STEC es 

el ganado bovino, las principales estrategias prevenƟvas de la enfermedad procuran 

disminuir el riesgo de infección a parƟr de éste. Aproximadamente el 52% de los brotes 

de SUH se han asociado a productos de origen bovino. La contaminación de las carcasas 

con STEC ocurre cuando el contenido intesƟnal o la materia fecal hacen contacto con la 

superficie de la carne; asimismo la contaminación cruzada puede generarse entre 

carcasas durante el faenado (Brusa et al., 2013). Así, una de las intervenciones con mayor 
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potencial es la vacunación del ganado bovino a fin de limitar el carácter portador de 

cepas STEC. La capacidad patogénica de STEC en humanos está asociada estrechamente 

con la expresión y Ɵpo de toxina Shiga (Stx1 y Stx2) (Ibarra et al., 2008). Sin embargo, si 

bien posee un rol inmunosupresivo que estaría vinculado con la reinfección, la Stx no es 

el principal factor de colonización de sus hospedadores. Las bases moleculares del 

mecanismo de infección son complejas, interviniendo varios grupos diferentes de 

proteínas microbianas. Dentro de ellas, las proteínas codificadas en la isla de 

patogenicidad de E. coli (de 34 kb, idenƟficada por primera vez en la cepa EPEC O127:H6 

E2348/69 (Stevens & Frankel, 2014), el Locus de Desprendimiento de Enterocitos (LEE 

por sus siglas en inglés), han mostrado un rol críƟco en la adhesión de la bacteria a las 

células del folículo asociado al epitelio. El LEE incluye a las proteínas de secreción EspA 

y EspB, y el receptor de translocación para la InƟmina (Tir), los cuales son secretados a 

través del sistema de secreción de Ɵpo III (T3SS), y la adhesina InƟmina (gen eae), una 

proteína de membrana externa que permite la ínƟma adherencia con las células del 

epitelio intesƟnal del huésped. Existen cepas STEC LEE-negaƟvas capaces de causar 

enfermedad severa, por lo tanto, resulta adecuada la uƟlización de un término más 

general, como STEC, para referirse a todas las cepas de E. coli capaces de producir Stx 

(Farfan & Torres, 2012). 

La adherencia a células epiteliales intesƟnales es una de las caracterísƟcas de la infección 

por STEC. El patrón de adherencia e interacción con células epiteliales es notablemente 

diferente entre las cepas STEC LEE-posiƟvas y LEE-negaƟvas. En las cepas LEE-posiƟvas, 

la adherencia inicial es mediada por la fimbria polar larga (Lpf, por sus siglas en inglés 

Long polar fimbriae), seguida por la producción de una histopatología caracterísƟca 

denominada lesión A/E (por sus siglas en inglés aƩaching and effacing), que involucra 

cambios estructurales en las células epiteliales y adherencia ínƟma de la bacteria al 

enterocito. Los cambios estructurales incluyen el barrido de las microvellosidades y la 

formación de pedestales, debido a la acumulación de filamentos de acƟna debajo de la 

membrana apical del enterocito (Fig. 1a y 1b). Los genes bacterianos requeridos para 

formar la lesión A/E están en la isla de patogenicidad LEE, y se conservan en cepas EPEC 

y STEC capaces de inducir este Ɵpo de lesión. La adherencia de las cepas LEE-negaƟvas 

no se ha invesƟgado ampliamente y solo se realizaron trabajos puntuales para ciertos 
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seroƟpos de STEC en los que no se observa la ơpica lesión A/E producida por las cepas 

LEE-posiƟvas. La producción de Stx ocurre en el tracto intesƟnal y la translocación a 

través del lumen intesƟnal hacia el torrente sanguíneo resulta en su distribución hacia 

los órganos target, como los riñones (Fig. 2a). 

Las cepas STEC O157 y no-O157 también pueden adherirse y colonizar otras superficies, 

como el epitelio bovino o vegetales, como la lechuga. Varias adhesinas, como HCP, ECP 

y flagelo, han sido asociadas con la persistencia en el intesƟno bovino y en la formación 

de biofilms (Fig. 2b). 

Figura 1. (A) Microscopía de transmisión electrónica (TEM por sus siglas Transmission electron micrograph) 
que muestra la lesión A/E inducida por la cepa EHEC O111:H- E45035N en el colon de un ternero neonato 
(notar la densidad de los pedestales elevados y el borramiento de las microvellosidades relaƟvo a los 
enterocitos próximos sin infectar). Barra de escalado = 1 μm. (B) TEM de la lesión A/E inducida por la cepa 
EHEC O157:H7, 12 h luego de la inoculación del asa intesƟnal bovina (notar la ínƟma adherencia, pero 
ausencia relaƟva de los pedestales elongados)- Barra de escalado = 5 μm (Stevens et al., 2013).  
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Figura 2. Modelo de colonización para las STEC que infectan a humanos y persisten en rumiantes. (A) El 
diagrama muestra una célula epitelial intestinal humana en las primeras etapas de colonización por STEC. 
Las cepas STEC O157 o no O157 interactúan con el intestino a través de las fimbrias Lpf; esto es seguido 
por la formación de lesiones de A/E. La producción de Stx ocurre en el tracto intestinal y luego la 
translocación a través de la luz intestinal hasta el torrente sanguíneo donde se distribuye y afecta órganos, 
como los riñones. (B) Las cepas STEC O157 y no O157 también son capaces de adherirse y colonizar otras 
superficies, como el epitelio intestinal bovino y las superficies de diferentes vegetales. Varias adhesinas, 
como HCP, ECP y flagelos, se han asociado con la persistencia en el intestino del ganado bovino y la 
formación de biofilms (Farfan & Torres, 2012). 
 
Las toxinas Stx son consideradas el principal factor de virulencia de STEC, pero no las 

únicas responsables de la patogenicidad bacteriana completa. Tal es así, que se 

describieron factores de virulencia adicionales, incluyendo adhesinas, proteasas, 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  12   
    

sistemas de captura de hierro, LPS, flagelos y otras toxinas, que podrían contribuir en la 

patogénesis de estas (Biscola et al., 2011). 

Por su reconocido rol en la infección, las proteínas codificadas por el locus LEE han sido 

ensayadas como componentes de formulaciones vacunales contra la portación de cepas 

STEC en ganado bovino (Kudva et al., 2012). De hecho, una de las únicas dos 

formulaciones vacunales comercializadas para tales efectos se basa en los anteriores 

inmunógenos (S. E. Allen et al., 2011). 

EEl SUH y su situación epidemiológica en Argentina 
 

El síndrome urémico hemolíƟco (SUH) es una enfermedad de comienzo agudo con 

anemia hemolíƟca microangiopáƟca, trombocitopenia (bajo recuento de plaquetas) y 

daño renal que se presenta generalmente a conƟnuación de un episodio de diarrea con 

o sin sangre, principalmente en lactantes y niños en la primera infancia (Fernandez-

Brando et al., 2011). Puede presentarse con fiebre, vómitos, dolor abdominal y anuria u 

oliguria. Además, puede afectar otros órganos como sistema nervioso central, 

pulmones, páncreas y corazón (Biscola et al., 2011), y puede llevar a la muerte debido a 

complicaciones neurológicas, intesƟnales, cardíacas o a infecciones intercurrentes 

(RepeƩo, 2005). El período de incubación es de dos a diez días, con una media de tres a 

cuatro días, y el de transmisibilidad hasta tres semanas en los niños y de una semana o 

menos en los adultos, después del comienzo de la diarrea.  

En ArgenƟna, el agente eƟológico más comúnmente asociado al SUH es un patógeno 

zoonóƟco transmiƟdo por los alimentos y el agua: la bacteria Escherichia coli productora 

de la toxina Shiga (STEC), cuyo seroƟpo más frecuente es O157:H7, aunque hay más de 

100 seroƟpos que poseen un potencial patogénico similar. ArgenƟna presenta la mayor 

tasa de incidencia a nivel mundial de SUH en niños menores a 5 años, consƟtuyendo un 

problema críƟco para la salud pública. El SUH es la principal causa pediátrica de 

insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal crónica, siendo además 

responsable del 20% de los trasplantes de riñón en niños y adolescentes en ArgenƟna. 

En la úlƟma década, se reportaron anualmente entre 300 a 400 casos nuevos. La 
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incidencia de casos es de aproximadamente 0,8 casos/100.000 habitantes y 7,29 

casos/100.000 niños menores de 5 años. La letalidad es del 1 al 5%. El SUH no sólo se 

observa en niños, sino también en adolescentes y en personas ancianas. Se considera 

como factor desencadenante de enfermedad por STEC la falta de inmunidad en los niños 

y la disminución o pérdida de esta en las personas adultas. Si bien la infección por STEC 

puede afectar a niños de ambos sexos, se demostró que las niñas son más propensas a 

enfermar que los niños (Rowe et al., 1991). La infección por STEC muestra una variación 

estacional, con aumento de casos en primavera y verano, épocas que coinciden con el 

período en que aumenta la portación de STEC en el ganado bovino (Miliwebsky E, 2019). 

La relevancia de la situación epidemiológica en nuestro país ha llevado a la 

implementación de disƟntas políƟcas y marcos regulatorios para combaƟr la transmisión 

de esta enfermedad. Éstos incluyen reglamentaciones relaƟvas al ganado en pie, a la 

faena, y finalmente al procesamiento y expedición de productos derivados de carne 

vacuna, por parte del SENASA, el INAL y la CONAL (Ibarra et al., 2008). Más aún se 

encuentran publicados los datos provenientes de las tres estrategias formales de 

vigilancia del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) existentes actualmente: 

módulo de Vigilancia Clínica (C2), módulo de Vigilancia por Laboratorios (SIVILA) y 

módulo de Unidades CenƟnela (UC-SUH) (Antman, n.d.). Además, se aportan datos de 

la vigilancia molecular, a través de la red PulseNet. Para conocer el estado actual de SUH 

en ArgenƟna existe el acceso público a los BoleƟnes Integrados de Vigilancia disponibles 

en: hƩp://www.msal.gov.ar/index.php/home/boleƟn-integrado-de-vigilancia 

(Miliwebsky E, 2019). 

No se recomienda el empleo de anƟbióƟcos para el tratamiento de la infección puesto 

que estos inducen un incremento en la producción de Toxina Shiga, agravando el cuadro. 

Así, la única terapia disponible hoy se basa principalmente en dar apoyo con hidratación 

y diálisis si fuera necesario. Hace pocos años se han desarrollado y evaluado, en modelos 

animales e in vitro, una variedad de tratamientos alternaƟvos como anƟcuerpos 

monoclonales o anƟsueros dirigidos a la toxina Shiga, análogos de receptores de toxina 

y estrategias de vacunación. Unas pocas de dichas estrategias han progresado hacia la 

fase clínica (Mühlen & Dersch, 2020). Sin embargo, al día de la fecha no existen medidas 
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protectoras o terapias para las infecciones por STEC en humanos (Hiriart et al., 2024). En 

disƟntos países, entre los que se incluye a ArgenƟna, se realizaron numerosos estudios 

sobre la prevalencia de STEC que permiƟeron confirmar el rol del ganado vacuno como 

principal reservorio (Chinen et al., 2003) (Masana et al., 2010; Parma et al., 2000). La 

principal vía de transmisión de STEC O157 y no-O157 son los alimentos contaminados 

como, por ejemplo, carne picada, productos cárnicos crudos o insuficientemente 

cocidos, hamburguesas, embuƟdos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada, yogur, 

quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no 

pasteurizados, y agua, entre otros (Svendsen et al., 2023). Otras formas de transmisión 

incluyen el contacto directo del hombre con los animales, la contaminación cruzada 

durante la preparación de los alimentos, la transmisión persona a persona por la ruta 

fecal-oral, y la contaminación fecal de aguas de recreación o aguas de pozo. Diversos 

trabajos han descrito que la excreción de STEC O157 en humanos es prolongada e 

intermitente (Swerdlow & Griffin, 1997). En niños pequeños, a diferencia de lo que 

ocurre en niños mayores y adultos, el Ɵempo de excreción de O157 supera ampliamente 

el Ɵempo de resolución de los síntomas. Toda persona con infección por STEC, 

sintomáƟca o asintomáƟca, no deberá obtener el alta médica hasta no tener dos 

coproculƟvos negaƟvos sucesivos con intervalos de 48 h entre ellos. Es importante 

destacar que la dosis infecƟva de este grupo bacteriano para ocasionar enfermedad es 

de 10 a 100 bacterias por gramo de alimento. 

PPrevención de STEC 
 

Las infecciones en humanos suelen estar asociadas al consumo de carne poco cocida ó 

preparada en condiciones bromatológicas deficientes. Dado que el ganado vacuno se 

encuentra colonizado o con infecciones subclínicas por seroƟpos diferentes de STEC, se 

considera uno de los más importantes reservorios del patógeno y, por ende, fuente de 

zoonosis. La contaminación de carcazas durante el faenado representa un punto de 

riesgo elevado, siendo habitualmente el primer paso en la posterior transmisión de las 

cepas STEC al humano. Varios estudios han propuesto que la vacunación del ganado 

domésƟco es una de las estrategias con mayor potencial de éxito para reducir la 
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incidencia del SUH en humanos (D. R. Smith, 2014; Snedeker et al., 2012; Walle et al., 

2013). Se han ensayado varios Ɵpos de formulaciones vacunales, tanto en ganado en pie 

como en modelos murinos de colonización, las cuales pueden agruparse en las 

siguientes categorías: 

- Factores de virulencia expresados en forma recombinante, tales como EspB, 

EspA, Tir, InƟmina (fragmentos C280 y C531), Toxina Ɵpo Shiga y Flagelina (Dean-

Nystrom et al., 2002; Dziva et al., 2007; McNeilly et al., 2010, 2015). 

- Sobrenadantes de culƟvo enriquecidos en proteínas excretadas por TTSS (K. J. 

Allen et al., 2011; PoƩer et al., 2004). 

- Componentes o subunidades extraídos directamente de cepas STEC, tales como 

“fantasmas” bacterianos, porinas, sideróforos y Vesículas de Membrana Externa (OMV) 

(Cull et al., 2012; Fingermann et al., 2018; Vilte et al., 2012). 

- Expresión heteróloga de los factores de virulencia en bacterias atenuadas (Khare 

et al., 2010).  

Los trabajos anteriores permiten concluir que para alcanzar una protección efecƟva 

contra la colonización es necesario el empleo de formulaciones mulƟanƟgénicas. Más 

aún, algunos de estos estudios han observado que una adecuada relación en la 

proporción de cada uno de los anơgenos en las formulaciones permite mejorar los 

resultados (McNeilly et al., 2015). Hasta este momento solamente han sido 

comercializadas dos formulaciones vacunales: Econiche® (Vetòquinol) y Epitopix® 

(Pfizer). La primera de esas se basa en proteínas obtenidas a parƟr de sobrenadantes de 

culƟvo de cepas STEC y la segunda a parƟr de la biomasa de culƟvos de las cepas 

mencionadas.  

En nuestro grupo, en colaboración con el InsƟtuto Finlay de la República de Cuba, hemos 

trabajado en el desarrollo de una formulación vacunal para disminuir la portación en el 

ganado bovino de cepas responsables del SUH, en una estrategia alternaƟva a las 

anteriores. Esta se basa en una tecnología desarrollada en el InsƟtuto Finlay, basada en 

vesículas de membrana externa (OMV) obtenidas a parƟr de cepas STEC. Las OMV 

conƟenen en su estructura Proteínas, Lipopolisacáridos (LPS) y fosfolípidos purificados a 
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parƟr de la superficie celular, mediante una metodología estandarizada, con un bajo 

costo de producción. Dadas sus caracterísƟcas intrínsecas se trata de materiales 

nanoparƟculados, mulƟanƟgénicos e inmunogénicos, que permiten además incorporar 

canƟdades controladas de anơgenos externos (por ejemplo, anơgenos recombinantes) 

durante su proceso de producción (Fingermann et al., 2018; O. Pérez et al., 2004). 

 Sus propiedades inmunológicas han sido ampliamente estudiadas, demostrando una 

habilidad para inducir una respuesta de Ɵpo Th1, mostrando una alta capacidad inmuno-

potenciadora e inmuno-moduladora, lo cual los vuelve interesantes candidatos 

vacunales y/o adyuvantes (J. L. Pérez et al., 2007). Su uso con proteínas recombinantes 

permite alcanzar respuestas inmunes protectoras más robustas, durante períodos más 

largos que el uso de proteínas recombinantes solas (Cecil et al., 2019). Por otra parte, el 

proceso desarrollado de extracción de OMV por el InsƟtuto Finlay permite obtener 

parơculas con canƟdades controladas de lipopolisacárido de membrana (LPS), un 

potente esƟmulador de respuesta inmune, pero con capacidad de desarrollar respuestas 

adversas cuando está presente por encima de ciertos límites. El uso de detergentes en 

el proceso de extracción mencionado limita así la toxicidad de las vesículas al controlar 

el contenido en estas de LPS, permiƟendo obtener así parơculas con excelentes 

propiedades adyuvantes y baja toxicidad. 

En el presente trabajo de Tesis hemos trabajado con tres factores de virulencia 

relevantes para el desarrollo de la colonización de cepas STEC en ganado bovino y para 

el posterior desarrollo de la enfermedad en humanos: la subunidad B de la Toxina Shiga 

2, EspA y la región variable C-terminal de InƟmina. En la Parte 1 explicamos cómo 

llegamos a obtenerlas de manera recombinante y pura, para luego uƟlizarlas en la 

generación de sueros y en el análisis por Espectrometría de Masas, en la Parte 2. 
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PParte 1 

Expresión recombinante de antígenos STEC 

Introducción 

1.1- Toxina Shiga 
 

Los miembros de la familia Stx poseen una estructura conservada de subunidades AB5, 

codificadas por bacteriófagos insertos en el cromosoma bacteriano. La subunidad A (33 

kDa) es la parte biológicamente acƟva, responsable de la acƟvidad catalíƟca, y la 

subunidad pentamérica B (7,5 kDa cada monómero), es la responsable de la unión de la 

toxina al receptor celular específico Gb3 en las células blanco (A D O’Brien, 1987). 

El proceso inicial de endocitosis depende de la conexión de Gb3 a balsas lipídicas en las 

membranas celulares. Estas balsas lipídicas conƟenen caveolina –proteína integral de 

membrana plasmáƟca- donde la polimerización proporciona la plataforma sobre la cual 

se forman los endosomas tempranos. La movilización de los microtúbulos pone en juego 

las vías dependiente e independiente de clatrina. Luego, el complejo Stx-Gb3 es dirigido 

desde el endosoma temprano hacia el reơculo endoplasmáƟco a través de un transporte 

retrógrado, haciendo posible que Stx-Gb3 escape a la degradación lisosomal. Durante el 

transporte, la subunidad catalíƟca A es escindida por la proteasa furina en dos 

fragmentos: A1 y A2. En el reơculo endoplasmáƟco, el puente disulfuro entre los dos 

fragmentos es reducido, y el fragmento A1 es translocado hacia el citoplasma (transporte 

anterógrado) donde queda libre para ejercer su efecto citotóxico, que consiste en la 

eliminación de una base de adenina específica del extremo N-glicosídico del rRNA 28S 

de la subunidad ribosomal 60S dentro de las células infectadas, inhibiendo la síntesis 

proteica y por lo tanto generando una muerte celular. La patofisiología del tráfico de la 

toxina Shiga y su acción intracelular se esquemaƟza en la Figura 3. La citotoxicidad de 

Stx está ligada a la expresión del receptor Gb3 en la superficie de las células blanco. 

Comparado con otros órganos, el riñón expresa niveles relaƟvamente altos de Gb3, razón 
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por la cual resulta uno de los órganos target fundamentales en el desarrollo del SUH 

(Ibarra et al., 2008).   

 

Figura 3. 1. La subunidad B de la Toxina Shiga se une al receptor Gb3, presente en balsas lipídicas en la 
superficie de las células target. 2. La Stx y su receptor son internalizados (endocitosis), y Stx es acƟvada 
mediante el clivaje de la subunidad A en dos fragmentos por la proteasa furina (representada por la 
medialuna azul). Los puentes disulfuro manƟenen a los dos fragmentos juntos en el endosoma. 3. La 
Stx evade la vía lisosomal y se dirige a través del reơculo endoplasmáƟco (transporte retrógrado) donde 
es reducido el puente disulfuro. 4. La subunidad A1 es traslocada al citoplasma (transporte anterógrado) 
donde ejerce sus efectos citotóxicos. 5. El fragmento A1 cliva una adenina del rRNA 28S de la subunidad 
ribosomal 60S, inhibiendo la síntesis de proteínas y disparando una respuesta ribotóxica y estrés del 
reơculo endoplasmáƟco. 6. Stx también acƟva múlƟples señales de estrés y vías apoptóƟcas, y es 
responsable de la producción de citoquinas inflamatorias por parte de la célula invadida (Adrien Joseph 
et al., 2020). 

Las Stx se pueden clasificar según sus secuencias aminoacídicas en dos grandes grupos, 

Stx1 y Stx2. Cada grupo, a su vez, posee un creciente número de variantes. El grupo de 

las Stx1 está compuesto por los subƟpos Stx1a, que es idénƟca a Stx de S. dysenteriae 

Ɵpo 1; Stx1c (Zhang et al., 2002); y Stx1d. A pesar de que Stx1 y Stx2 poseen el mismo 
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mecanismo de acción, comparten sólo un 55% de similitud en la secuencia aminoacídica. 

El grupo de las Stx2 es más heterogéneo, y comprende a los subƟpos Stx2a, Stx2b, Stx2c, 

Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g. Las cepas STEC de origen humano, animal o de alimentos 

pueden producir variantes de Stx1 y Stx2, solas o combinadas. Si bien los miembros de 

la familia de Stx muestran similitud en su estructura y función, cada uno de los subƟpos 

presenta grandes diferencias en su toxicidad in vitro e in vivo. Con lo que a esto respecta, 

se ha demostrado que Stx2 Ɵene una acƟvidad citotóxica de 100 a 1000 veces superior 

a Stx1 (Eppinger et al., 2022). Dentro de las cepas productoras de Stx2, los subƟpos 

Stx2a, Stx2c y Stx2d se han visto asociados con mayor frecuencia a casos de coliƟs 

hemorrágica (CH) y SUH (Hiriart et al., 2018). Por lo tanto, la caracterización de Stx posee 

un importante valor predicƟvo de evolución a SUH en un paciente infectado por STEC 

(Friedrich et al., 2002). 

11.2- EspA (E. coli secreted protein A) 
 

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y enterohemorrágica (EHEC) colonizan el 

epitelio intesƟnal causando la lesión A/E mediante un mecanismo que involucra la 

estrecha unión de la bacteria a la célula huésped. Los factores de virulencia esenciales 

para este proceso están codificados en una isla de patogenicidad, el locus de 

desprendimiento de enterocitos (LEE, por sus siglas en inglés locus of enterocyte 

effacement), que incluye la InƟmina (gen eae), EspA (gen espA) y Tir (gen Ɵr, receptor 

para la translocación de InƟmina) (Praekelt et al., 2014) (Fig. 4). La expresión del LEE y la 

formación de los pedestales se ven reforzados luego del pasaje de la bacteria al 

mamífero, existe evidencia de que la expresión del LEE es sensible a las hormonas 

catecolaminas relacionadas con el estrés del huésped, detectado por sensores 

adrenérgicos de quinasas bacterianos (Hughes & Sperandio, 2008). 

UƟlizan un sistema de secreción de Ɵpo 3 (T3SS) para inyectar sus proteínas efectoras en 

las células eucariotas. Este aparato abarca las membranas interna y externa de la 

bacteria e incluye una aguja helicoidal que sobresale al espacio extracelular. Hasta el 

momento se observa sólo en EPEC y en EHEC y no en otras bacterias Gram negaƟvas 
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patogénicas que conƟenen el T3SS, un filamento conformado por la proteína EspA que 

actúa como extensión de la aguja, mediando tanto la unión a las células eucariotas como 

el transporte de proteínas efectoras a través de la capa mucosa intesƟnal (Fig. 5). 

La estructura del filamento de EspA comprende un tubo helicoildal de 12 nm de 

diámetro, compuesto por 5.6 subunidades de EspA por vuelta, que sirve como extensión 

de la aguja, formando un canal central de 25 Å de diámetro. Esta estructura evoluciona 

adaptándose al ambiente, en el cual la aguja sola no sería lo suficientemente larga para 

atravesar la capa mucosal del intesƟno. Los filamentos de EspA y la aguja comparten una 

simetría helicoidal similar con estructuras flagelares y son alargados por adición de 

subunidades de EspA en la punta del filamento en crecimiento, de la misma manera que 

ocurre en los filamentos de flagela (Zheng et al., n.d.). 

Funcionalmente, los filamentos forman un conducto helicoidal largo y flexible que 

conecta la punta de la aguja con el poro de translocación (conformado por las proteínas 

EspB y EspD), por el cual median la translocación de los efectores. En efecto, EspA 

interactúa con EspB y EspD. Además de su acƟvidad de translocación de proteínas, los 

filamentos de EspA son importantes adhesinas, mediando la unión tanto a las células 

epiteliales como a hojas comesƟbles. En ausencia de los filamentos de EspA, los 

efectores podrían ser secretados, pero no translocados. 

Por otra parte, los filamentos de EspA son importantes anơgenos in vivo. Se han 

encontrado anƟcuerpos contra EspA tanto en calostro humano como en suero de 

pacientes infectados con EHEC. En modelos animales, los anƟcuerpos IgG anƟ EspA 

juegan un rol principal en la eliminación del patógeno (Jenkins et al., 2000). Por tanto, se 

considera que EspA es un consƟtuyente fundamental para formar parte de una vacuna 

para el control de EHEC en ganado bovino. 
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Figura 4. Organización genéƟca del locus LEE de E. coli O157:H7. Los marcos de lectura abiertos (ORF, por 
sus siglas en ingles “Open Reading Frames”) están representados por flechas gruesas, y los operones 
policistrónicos putaƟvos están designados por las flechas finas (LEE1, LEE2…). Las flechas gruesas blancas 
representan ORFs de función desconocida y se designan como “orf” o “rorf”, dependiendo de la dirección 
de transcripción de eae (Stevens & Frankel, 2014). 

 

 

Figura 5. Representación esquemáƟca 
del sistema de secreción de Ɵpo 3, 
demostrando la organización espacial 
predicha por LEE (Stevens et al., 2014). 
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11.3- Intimina 
 

Además de los genes stx, las cepas STEC más virulentas poseen el gen eae, que expresa 

la proteína de membrana externa InƟmina. El gen eae se encuentra codificado en la isla 

de patogenicidad LEE, la cual conƟene 41 genes organizados en 5 operones 

policistrónicos denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEE5 (Figura 4). Esta compleja isla 

de 35,6 kb está regulada y conƟene todos los genes necesarios para la formación de la 

lesión A/E. Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican los genes de las proteínas del 

sistema de secreción Ɵpo III (T3SS) que forman el complejo de aguja. En el LEE4 se 

codifican los genes de las proteínas que se secretan a través del T3SS, las cuales se 

conocen de forma colecƟva con el nombre de Esp (del inglés, E. coli secreted proteins). 

En el operón LEE5 se encuentran codificados los genes de las proteínas del sistema de 

adherencia propiamente dicho, la InƟmina y su receptor Tir (del inglés, translocated 

inƟmin receptor) (CasƟllo et al., 2005). InƟmina es una adhesina de membrana externa 

de 94 a 97 kDa producida por las cepas EHEC patogénicas relacionadas con la lesión A/E. 

Su secuencia de 939 aminoácidos se disƟngue por una región altamente conservada en 

su extremo N-terminal (aminoácidos 388 al 667), y variable en los úlƟmos 280 

aminoácidos de la región C-terminal (Int280). Es en este extremo C-terminal donde se 

encuentra el dominio de ligación de la InƟmina a su receptor Tir (Frankel et al., 1994) 

(Figura 6). Frankel et al. demostraron que estos 280 aminoácidos del carboxilo terminal 

de InƟmina de EPEC 127:H6 y EHEC O157:H7 se unen directamente a células Hep-2, y la 

misma región también media la unión entre la InƟmina de EHEC O26:H- a las células 

huésped. Más aun, la expresión de dos tercios del C-terminal de la InƟmina fue suficiente 

para restaurar la adherencia de una cepa EHEC O157:H7 Δeae mutante (Mckee & 

O’Brien, 1996). Otros estudios indicaron que la unión de InƟmina purificada a células 

eucariotas sólo se puede detectar si dichas células son pre-infectadas con EPEC o EHEC, 

indicando que el factor bacteriano influye en la adherencia mediada por la InƟmina 

(Stevens et al., 2014). Aunque en principio fue idenƟficada en EPEC O127:H6, un 

homólogo en EHEC O157:H7 que exibía 83% de idenƟdad en su secuencia aminoacídica 

fue luego reportado como mediador de la adherencia bacteriana en culƟvo de células y 

colonización intesƟnal en cerdos (Donnenberg et al., 1993). Estudios subsecuentes 
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establecieron que la InƟmina de O157:H7 juega un rol fundamental en la persistencia y 

patogénesis en ratones, conejos jóvenes, terneros neonatos y corderos, y ganado bovino 

adulto y ovejas. También se ha reportado que la InƟmina induce respuestas inflamatorias 

en la mucosa; por ejemplo, induce la respuesta celular Th1 (linfocitos T “helper” Ɵpo 1), 

que se caracteriza por el engrosamiento de la mucosa e infiltración de linfocitos T CD4+ 

durante la infección de ratones con C. rodenƟum (Higgins et al., 1999), y puede aumentar 

la proliferación esƟmulada por mitógenos de linfocitos T CD4+ del bazo y células de 

tejidos linfoides.  

 

Figura 6. Interacción entre la InƟmina y su receptor Tir en la membrana de la célula huésped. InƟmina 
está representada en verde con sus residuos de la porción C-terminal numerados. Tir está representado 
como un dímero (en azul y rosa) con el dominio de ligación a InƟmina (IBD) extracelular y las porciones 
N- y C-terminales intracelulares (Luo et al., 2000). 

 

En análisis filogenéƟcos de los genes eae se idenƟficaron diferentes subƟpos, designados 

como Int-α, -β, -γ, -δ, -ε, and –θ (Zhang et al., 2002), aunque otros subƟpos de InƟmina 

se han idenƟficado en los años subsiguientes. La diferencia se da en la secuencia del C-

terminal que es el dominio de unión a la célula diana, y en general está asociada a linajes 

específicos de EPEC y EHEC. Por ejemplo, Int-α está asociada con los seroƟpos de EPEC 
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O55:H6 y O127:H6, mientras que Int-γ se encuentra en los seroƟpos de EHEC O157:H7 y 

EPEC O55:H7. Como se mencionó anteriormente, el dominio C-terminal de la InƟmina 

interviene en la unión a Tir y por consiguiente a la superficie de la célula huésped, por lo 

que esta divergencia en los subƟpos de la adhesina podría incidir en la avidez y 

especificidad de adherencia. 

OObjetivos 
 

ObjeƟvos generales: 

Expresar, de manera recombinante, factores de virulencia de STEC y purificarlos para el 

desarrollo de herramientas analíƟcas e inmunoensayos.  

ObjeƟvos específicos: 

- Transformar, expresar y purificar las proteínas seleccionadas: Stx2B, EspA e 

InƟmina.  

- Evaluar su inmunogenicidad mediante la obtención de sueros policlonales 

dirigidos a un reconocimiento específico de las mismas. 

2- Materiales y métodos 
 

Preparación de bacterias competentes y evaluación 

 

Se culƟvaron las cepas bacterianas de clonado y expresión: Eschericchia coli DH5  

Rosseta pLysS, M15 y BL21. Con el fin de obtener bacterias competentes, se siguió la 

metodología descrita por Hanahan y colaboradores para bacterias competentes a ser 

crioconservadas (Hanahan et al., 1991). La eficiencia de transformación alcanzada se 

evaluó a parƟr de realizar un ensayo de transformación química por shock térmico con 

una suspensión de plásmido de interés (pET28a:1BStx2B, pET28a:EspA, pFL3 ). Se 

descartaron aquellas placas de medio LB con anƟbióƟco de interés (kanamicina, 

ampicilina ó cloranfenicol, según corresponda) en las cuales se observó una eficiencia de 

transformación inferior a 107 UFC/μg de ADN.  
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Expresión de proteínas recombinantes 

 

Las cepas de expresión (E. coli DH5a, BL21, RoseƩa y M15, según corresponda) se 

transformaron químicamente con los plásmidos que conƟenen las secuencias 

codificantes para la expresión de los inmunógenos de interés (Stx2B, EspA e InƟmina) 

siguiendo la metodología descrita por Hanahan (Hanahan 1991). Los plásmidos 

conteniendo la secuencia codificante para la proteína recombinante EspA y la región 

variable C-terminal de InƟmina fueron cedidos genƟlmente por la Dra. Roxane Piazza del 

InsƟtuto Butantán (Sao Paulo, Brasil). La selección de las bacterias posiƟvas fue mediante 

la confirmación en medio de culƟvo sólido de la inducción de resistencia a anƟbióƟcos 

aportada por el plásmido de expresión. La expresión de las proteínas recombinantes se 

realizó en culƟvos inducidos en fase exponencial (DO 600 nm 0,6 - 0,8) por el reacƟvo 

IPTG. Los Ɵempos y temperaturas de inducción se opƟmizaron para cada proteína en 

parƟcular, tomando muestra en cada paso del proceso. A parƟr de las muestras 

anteriores, se analizó su composición proteica mediante corridas electroforéƟcas en 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12,5% ó 15%) (Laemmli, 1970). 

Esta información se empleó para la expresión de las proteínas recombinantes a una 

escala mayor. La biomasa bacteriana obtenida en la condición de culƟvo seleccionada se 

recuperó mediante centrifugación (10.000 G, 20 min, 4ºC), se resuspendió en buffer de 

lisis (50 mM Tris pH 8,0, 300 mM NaCl, PMSF 1 mM y 5mM Imidazol) y se procedió a la 

lisis bacteriana mediante sonicación, analizando la presencia de la proteína 

recombinante en las fracciones obtenidas luego de la centrifugación del lisado (fracción 

sobrenadante ó precipitado).  

Con moƟvo de recuperar aquellas proteínas que se separaron junto al material insoluble 

post-sonicación, el precipitado fue resuspendido en el mismo buffer de lisis, al cual se le 

adicionó Urea 8M, lentamente, en agitación y a temperatura ambiente. Esta suspensión 

se centrifugó a 7000 g durante 20 min y el sobrenadante, conteniendo la proteína 

deseada, fue el material de parƟda para comenzar la purificación. 
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 Purificación de proteínas recombinantes 

 

La evaluación preliminar de las condiciones de unión y elución de las proteínas 

recombinantes, por la metodología de Cromatograİa de Afinidad por Iones Metálicos 

(IMAC), se realizó uƟlizando columnas de purificación por gravedad con resina de Níquel. 

Las fracciones colectadas se analizaron mediante la técnica de SDS-PAGE. A parƟr de la 

información obtenida en los ensayos anteriores se opƟmizó la purificación de las 

proteínas recombinantes y se llevó a cabo a mayor escala mediante el empleo de la 

técnica de Cromatograİa Líquida de Rápida Performance (FPLC) (equipo AKTA explorer 

100 ®, GE Healthcare, EEUU), monitoreando y analizando los resultados mediante el 

soŌware Unicorn® (versión 4.1, GE Healthcare, EEUU). 

 

Obtención de an cuerpos policlonales con reconocimiento específico por las 
proteínas de interés 

 

Para el desarrollo de anƟcuerpos clonales con reconocimiento específico contra las 

proteínas de interés se emplearon ratones hembra de la cepa CF-1 de 18-21 g y conejos 

de sexo indisƟnto de la raza Nueva Zelanda Blanca de 2 a 3 kg de peso. Los animales 

fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (entre 20-25ºC) y 

humedad relaƟva (40-70%), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los ratones fueron 

inmunizados por vía subcutánea con la proteína recombinante pura correspondiente 

emulsionada en adyuvante completo de Freund, la primera dosis, y con adyuvante 

incompleto de Freund, la segunda y tercera dosis. Los conejos, por su parte, fueron 

inmunizados por vía subcutánea con la proteína recombinante pura correspondiente 

emulsionada en adyuvante completo de Freund la primera dosis, y con adyuvante 

incompleto de Freund la segunda y tercera dosis. 

Al finalizar el calendario, se recolectó sangre de los animales mediante punción cardíaca 

bajo anestesia general, uƟlizando tubos con gel separador de suero. Los sueros se 

almacenaron a -20ºC hasta su uso en ensayos de inmunodetección. 
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Western Blot 

 

Las muestras proteicas resueltas mediante la técnica de SDS-PAGE fueron transferidas 

por electro transferencia a membranas de nitrocelulosa previamente cortadas acorde 

con el tamaño de cada gel e hidratadas en buffer de transferencia (Tris/Glicina 

25mM/192mM en 20% de Metanol) durante 10 min. La transferencia de las proteínas 

de los geles a las membranas fue realizada a 80 V durante 1:30 h. 

La membrana se bloqueó en solución de leche descremada al 5% en PBS durante 1 h a 

37ºC. Luego se incubó con el anƟcuerpo primario específico (sueros policlonales) diluido 

en solución de leche descremada al 3% en PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), overnight a 4ºC 

y con agitación. Se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-T. La membrana se 

incubó con anƟcuerpo secundario (anƟ-rabbit ó anƟ-mouse conjugado a HRP, según 

corresponda) diluido en leche descremada 3% en PBS-T durante 2:30 h a T ambiente. Se 

realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-T y se reveló con una solución de 4-

cloronaŌol 1/10 en PBS + peróxido de hidrógeno 0,1%, en oscuridad, durante 

aproximadamente 10 min. La reacción se detuvo mediante el lavado de la membrana 

con H2O desƟlada.  

33- Resultados y discusión 

3.1- Optimización de la expresión y purificación de proteínas 
recombinantes 

Stx2B 
 

En nuestro grupo de invesƟgación hemos generado previamente un vector que codifica 

la expresión de la subunidad B de la Stx2B en E. coli. Durante la construcción de este 

vector, a la secuencia que codifica para la expresión de la subunidad 2B, se le adicionó 

en su extremo 5’ la secuencia líder de la subunidad 1B y ésta secuencia final fue en el 

siƟo de clonado múlƟple del vector pET28a. De esta manera, el producto maduro 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  28   
    

obtenido, luego de la escisión de la secuencia líder por la maquinaria propia de expresión 

bacteriana, se compone de la secuencia correspondiente a la subunidad B de Stx2B 

seguida de una eƟqueta desde 6 HisƟdinas en el extremo C de la proteína expresada, lo 

cual facilita su posterior purificación mediante cromatograİa de afinidad por iones 

metálicos inmovilizados (IMAC). Este vector (denominado 1BStx2B) se encontraba 

transformado en la cepa de expresión E. coli RoseƩa pLysS. Se expresó la proteína 

recombinante, parƟendo desde el stock en glicerol, siguiendo las condiciones de 

expresión opƟmizadas en trabajos previos (inducción con 1 mM de IPTG, 20ºC, 16 h). La 

masa molecular esperada para el inserto luego de su expresión es de 8,8kDa (Figura 7). 

 

Figura 7. SDS-PAGE 15% para fracciones sin 
inducir (s/i) e inducidas (i). El gel se Ɵñó con 
Coomassie Blue R-250. 

La purificación de esta proteína a parƟr de los extractos solubles, obtenidos luego de la 

ruptura por sonicación de la biomasa bacteriana, se realizó basada en la afinidad a 

ligandos metálicos de la proteína merced a la presencia de una eƟqueta de poli 

hisƟdinas. Se siguió un proceso inicial de screening de condiciones de unión a una resina 

cromatográfica de afinidad a ligandos metálicos (IMAC) por gravedad, y luego se 

trasladaron los resultados obtenidos a una cromatograİa rápida en fase líquida (FPLC), 

siguiendo los pasos descritos en la sección de Materiales y Métodos. En la Figura 8a y 8b 

se muestra lo observado luego de la resolución de los diferentes eluatos cromatográficos 
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en geles SDS-PAGE durante la purificación de rStx2B y el correspondiente cromatograma. 

Una vez concentradas, las purificaciones de rStx2B fueron esterilizadas por filtración 

(tamaño de poro 0,22 μm), en cabina de bioseguridad, quedando así listas para su uso 

en la formulación de inmunógenos y/o para su análisis posterior. 

 
Figura 8. A- SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras para purificación de rStx2B por IMAC. Ub: 
proteínas no unidas a la resina; L1-L6: lavados; E1: 2 eluciones con 500mM Imidazol. Tinción 
Coomassie Blue R-250.  

 
B- Cromatograma de una purificación automaƟzada, registro de absorbancia UV a 280 nm. 
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EEspA 
 

La proteína rEspA de 20,5 kDa fue expresada y purificada según se detalló en materiales 

y métodos, basado en la presencia de una eƟqueta de afinidad a ligandos metálicos (His-

tag) en su secuencia.  Las fracciones de las disƟntas etapas del culƟvo fueron analizadas 

por SDS-PAGE (Figura 9). 

 

Figura 9. SDS-PAGE 12,5% en condiciones reductoras. Calle 1: patrones de peso molecular expresados 
en kDa; calle 2: lisado bacteriano sin inducir; calle 3: lisado bacteriano inducido; calle 4: fracción 
insoluble post sonicación; calle 5: fracción soluble post sonicación. El gel se Ɵñó con Coomassie Blue G-
250 coloidal. 

 

En la Figura 9 puede observarse que, luego de la expresión de la proteína recombinante 

EspA en este sistema, la mayor parte de esta permanece insoluble, muy probablemente 

producto de la formación de cuerpos de inclusión. Estos son agregados citoplasmáƟcos 
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generados durante la expresión recombinante de la proteína, como consecuencia de 

problemas de la conformación naƟva de la misma.  

Dado que, como se ha mencionado, la proteína recombinante posee una eƟqueta de 

afinidad a iones metálicos, la purificación se realizó mediante el empleo de columnas de 

cromatograİa de afinidad a Níquel inmovilizados, de forma equivalente a lo ya descrito 

para el caso de rStx2b. Nuevamente, se realizó un screening inicial por gravedad de las 

condiciones de purificación. Como puede observarse en la Figura 10, la proteína rEspA 

fue obtenida a través de este proceso con un alto porcentaje de pureza.  

 

Figura 10. SDS-PAGE 15% en condiciones 
reductoras. Calle 1: precipitado post-sonicación re 
disuelto en buffer lisis + Urea 8M. Calle 2: primera 
fracción de proteínas no unidas a la resina. Calles 
3-6: lavados con 20mM y 50mM. Calles 7 y 8: 
eluídos con 500mM. Tinción Coomassie Blue G-
250 coloidal. 

Luego, los resultados obtenidos en el screening inicial fueron empleados para desarrollar 

un proceso de purificación de la proteína a mayor escala, mediante el uso de un equipo 

de FPLC, aumentando el volumen de muestra, flujo y, además, trabajando de forma 

dinámica con un gradiente de buffer hasta llegar a 50 mM. Asimismo, se fue 

monitoreando por UV el lavado de las proteínas inespecíficas y luego se eluyó la proteína 

de interés con una concentración de 500mM de Imidazol (Figura 11 A y B). 
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Figura 11. A- SDS-PAGE 12,5% en condiciones reductoras. Calle 1: proteína rEspA purificada 
anteriormente (control posiƟvo). Calle 2: precipitado post-sonicación redisuelto en buffer de lisis + urea 
8M. calle 3: primera fracción de proteínas no unidas a la resina. Calles 4-6: lavados con 30mM. Calles 7 
y 8: eluídos con 500mM. Tinción con Coomassie G-250 coloidal. 

 

B- Cromatograma obtenido en soŌware UNICORN provisto por el equipo de FPLC AKTA explorer. Se 
muestra el monitoreo de absorbancia UV a 280 nm. 

La concentración final de la proteína se mantuvo entre 1-2 mg/ml; se alicuotó y se 

conservó a -70ºC para sus usos posteriores. 
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IIntimina 
 

Al igual que en el caso de la proteína recombinante EspA, el vector codificante para la 

expresión de la proteína InƟmina fue cedido por la Dra Piazza. No obstante, a diferencia 

del caso de EspA, no se disponía de información relaƟva tanto a la composición del 

vector como a las condiciones requeridas para realizar clonado y expresión. La única 

información disponible era que el vector de InƟmina (pFL3 ) contenía los genes de 

resistencia para kanamicina y ampicilina y que el producto final de expresión poseía un 

tamaño molecular esƟmado de 80 kDa. Los primeros intentos de transformación fueron 

realizados en las cepas de expresión de E. coli BL21(DE3) y RosseƩa y resultaron 

infructuosos. Estas cepas basan la expresión recombinante de proteínas a través del uso 

de la ARN polimerasa dependiente del fago T7. Estas cepas poseen el gen codificante 

para la expresión de la mencionada ARN polimerasa dentro de su cromosoma, cuya 

expresión se encuentra regulada por la presencia de un promotor inducible por lactosa 

(operón lac UV5) río arriba de su secuencia. Luego, mediante la elevación de la 

concentración de lactosa (o el uso de IPTG) se induce la expresión de la ARN polimerasa 

del fago T7, la cual posee una alta producƟvidad para aquellas secuencias que posean 

río arriba del inicio de transcripción a la región promotora correspondiente del fago T7. 

Se especuló entonces con la hipótesis que probablemente el promotor presente en el 

plásmido pFL3 fuera inducible por lactosa, utilizando para la expresión a la ARN 

polimerasa propia de la bacteria y no poseyera una región promotora compaƟble con la 

ARN polimerasa del fago T7. Dado que la primera etapa de clonado del vector de origen 

fue realizada sobre una cepa de E. coli DH5 y considerando que, si bien esta cepa no se 

encuentra opƟmizada para la expresión de proteínas pero posee su propia ARN 

polimerasa, se decidió evaluar la capacidad de inducción de la expresión de la proteína 

con el análogo de lactosa IPTG de igual manera que se realiza con las cepas comúnmente 

usadas en expresión. En paralelo, también se transformó la cepa E. coli BL21 y, para 

ambas, se probaron las siguientes condiciones de inducción: 

 1mM IPTG, 4 h, 37ºC 

 1mM IPTG, 4 h, 25ºC 

 2mM IPTG, 4 h, 37ºC 

 2mM IPTG, 4 h, 25ºC 
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 1mM IPTG, ON, 37ºC 

 1mM IPTG, ON, 25ºC 

 2mM IPTG, ON, 37ºC 

 2mM IPTG, ON, 25ºC 

Como resultado de estos ensayos, se obtuvo una alta expresión de la proteína de peso 

molecular esperado (Figura 12) en la cepa DH5 y no en BL21(DE3) y en todas las 

condiciones, concluyendo que la cepa de origen del clon pFL3  contenía un promotor 

lac/T5 con resistencia a ampicilina. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

A 

 

Figura 12. A. SDS-PAGE 12,5% screening de 
condiciones de inducción en cepa DH5 . Calle 1: 
marcador de peso molecular. 2: proteínas totales 
sin inducir. 3: proteínas totales con inducción de la 
expresión. El gel se Ɵñó con Coomassie Blue G-
250. 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

B. SDS-PAGE 12,5% screening de condiciones de 
inducción en cepa BL21. Calle 1: marcador de peso 
molecular. 2: proteínas totales sin inducir. 3: 
proteínas totales sin inducir. 3: proteínas totales 
con inducción de la expresión. El gel se Ɵñó con 
Coomassie Blue G-250. 

 

Con esta información, el plásmido se transformó en una cepa de expresión compaƟble 

con la expresión proteica a través de promotores derivados del promotor del operón lac. 

Estos sistemas, a diferencia de los empleados en las anteriores construcciones, emplean 

a la RNA polimerasa dependiente del anfitrión y no a la RNA polimerasa de fago T7, como 

es el caso de la cepa BL21(DE3). La cepa elegida fue la cepa de E.coli M15 (pREP4), que 

cuenta con un plásmido codificante para la expresión consƟtuƟva del represor del 
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promotor lac (LacI), junto con resistencia a kanamicina. Los resultados en SDS-PAGE 

mostraron una expresión de la proteína recombinante de peso molecular esperado 

(Figura 13). Luego de la ruptura celular, las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE 

y, como se observa en la Figura 13, la proteína se encuentró en el precipitado post 

sonicación. Es decir, como en el caso de la proteína recombinante rEspA, la InƟmina es 

insoluble en el sobrenadante luego de la ruptura celular y, para poder solubilizarla y 

conƟnuar con la purificación, se adiciona Urea 8M.  

 

Figura 13. SDS-PAGE 12,5% en condiciones 
reductoras. Calle 1: patrones de peso molecular 
expresados en kDa; calle 2: lisado bacteriano de 
M15 sin inducir; calle 3: lisado bacteriano 
inducido; calle 4: fracción insoluble post 
sonicación; calle 5: fracción soluble post 
sonicación. El gel se Ɵñó con Comassie Blue R-250. 

 

 

Para corroborar que la proteína recombinante InƟmina (rInt) poseía una eƟqueta de 

HisƟdina y conƟnuar con la opƟmización de su purificación, se realizó un western blot 

uƟlizando un anƟcuerpo primario que reconoce dicho aminoácido. EfecƟvamente, la 

reacción se vio a la altura del peso molecular que se esperaba (dato no mostrado). 

Con respecto a la opƟmización de su purificación, con esta proteína solo se trabajó en 

condiciones estáƟcas por gravedad con resina de Níquel. Como se mencionó 

anteriormente, se uƟlizó la fracción insoluble del culƟvo bacteriano. En la Figura 14 se 

muestra un ejemplo de purificación. Las fracciones de cada purificación se juntaron en 

un pool y el cálculo de proteínas totales mediante método de Bradford en mini escala 

arrojó una concentración de 0,13 mg/ml de proteína recombinante. La proteína se 

alicuotó y se reservó a -70ºC. 
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Figura 14. SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras para purificación de rInt. Lis: lisado proteico post-

sonicación y re suspendido en Urea 8M; ub: fracción no unida por afinidad a la resina IMAC de Níquel; 

lavados con gradiente de Imidazol 20, 50 y 100 mM; eluciones de la proteína recombinante con 500 

mM de Imidazol. Tinción Coomassie Blue R-250.   

 

33.2- Generación de sueros policlonales para el desarrollo de técnicas analíticas 

y/o diagnósticas. 

Para evaluar la inmunogenicidad y capacidad de desarrollo de respuestas inmunes 

específicas de las proteínas recombinantes de la etapa anterior, se decidió generar 

anƟcuerpos policlonales en animales de experimentación. Los calendarios de 

inmunización empleados para cada uno de los anơgenos recombinantes se presentan en 

la Tabla 1. 
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Día Ratones Conejos 

0 15 μg Ag + CFA 150 μg Ag + CFA 

30 15 μg Ag + IFA 100 μg Ag + IFA 

60 15 μg Ag + IFA 100 μg Ag + IFA 

90 Sangrado a blanco Sangrado a blanco 

Tabla 1. Calendario de inmunización. Ag: Anơgeno (corresponde a la proteína recombinante pura); CFA: 
Adyuvante de Freund Completo; IFA: Adyuvante de Freund Incompleto 

 

La calidad e inmunoespecificidad de las respuestas inmunes humorales desarrolladas en 

los animales de experimentación fue esƟmada mediante la técnica de western blot, 

según se señala en la sección de materiales y métodos, opƟmizando las condiciones de 

trabajo para cada uno de los pares anơgeno-anƟcuerpo. A conƟnuación, se describen los 

resultados obtenidos.  

DDesarrollo de anticuerpos policlonales contra rStx2B 
 

Como se muestra en la Figura 15 A y B, no se logró detectar una alta especificidad en los 

sueros de conejo y ratones inmunizados con rStx2B. 
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A  B  

Figura 15. A. Western blot para Stx2B: 
IdenƟficación del componente esperado de PM 
aproximado de 8,8 kDa (Stx2B) mediante western 
blot con suero policlonal de ratón (AnƟcuerpo 
primario) y revelado con suero anƟ-conejo 
conjugado a peroxidasa alcalina (AnƟcuerpo 
secundario). 

B. Western blot para Stx2B: IdenƟficación del 
componente esperado de PM aproximado de 8,8 
kDa (Stx2B) mediante western blot con suero 
policlonal de ratón (AnƟcuerpo primario) y 
revelado con suero anƟ-conejo conjugado a 
peroxidasa alcalina (AnƟcuerpo secundario). 

 

Diferentes autores han reportado la baja inmunogenicidad de Stx2B, sumada a la pureza 

inferior al 90 % de la proteína recombinante empleada, jusƟfican los resultados 

observados. Luego de analizar la estructura de rStx2B por HPLC y por geles de 

poliacrilamida naƟvos (datos no mostrados), pudimos observar que la proteína rStx2B 

se expresa formando diferentes mulơmeros. Luego, parte de la respuesta inmune 

humoral desarrollada en los animales de experimentación se encuentra dirigida hacia 

estos confórmeros, originando así al menos parte de las bandas de reconocimiento hacia 

componentes de mayor peso molecular que el esperado para rStx2B. Dada la limitada 

especificidad de la respuesta inmune desarrollada hacia el componente deseado se ha 

decidido, como se describe en la segunda parte de la presente tesis, dirigir la estrategia 

de desarrollo analíƟco hacia metodologías basadas en la Espectrometría de Masas. 

DDesarrollo de anticuerpos policlonales contra rEspA 
 

Los sueros policlonales obtenidos a parƟr de conejos y ratones inmunizados con rEspA 

mostraron un reconocimiento no solamente a una banda de peso molecular coincidente 
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con el de dicha proteína recombinante, sino además a varias otras bandas de tamaños 

moleculares tanto menores como superiores en los Western Blot (Figura 16 A y B).  

A  B  

Figura 16. A. IdenƟficación del componente 
esperado de PM aproximado de 25 kDa (rEspA) 
mediante Western Blot con suero policlonal de 
ratón (AnƟcuerpo primario) y revelado con suero 
anƟ-conejo conjugado a peroxidasa alcalina 
(AnƟcuerpo secundario). El suero es el 
correspondiente al final del calendario de 
vacunación. Se muestra la migración de los 
patrones de Peso Molecular. 

Figura 16. B. IdenƟficación del componente 
esperado de PM aproximado de 25 kDa (rEspA) 
mediante Western Blot con suero policlonal de 
conejo (AnƟcuerpo primario) y revelado con suero 
anƟ-conejo conjugado a peroxidasa alcalina 
(AnƟcuerpo secundario). El suero es el 
correspondiente al final del calendario de 
vacunación. Se muestra la migración de los 
patrones de Peso Molecular. 

 

Las bandas correspondientes a cadenas polipepơdicas de menor peso molecular 

pudieron ser originadas por productos de degradación de rEspA. La banda de alrededor 

de 45 kDa está presente en la proteína purificada usada para realizar las inmunizaciones, 

como se muestra en la Figura 16, y podría corresponder a un dímero de EspA. La 

inmunogenicidad observada para rEspA en los ensayos anteriores, tomando en 

consideración lo reportado en torno a su rol como factor de virulencia y su potencial 

como anơgeno vacunal, resultan prometedores en cuanto a las posibles aplicaciones en 

torno de esta proteína.  

 

 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  40   
    

EEvaluación de anticuerpos policlonales contra rInt 
 

Al mismo Ɵempo, se realizaron los ensayos de Western Blot para evaluar la respuesta 

inmune desarrollada por los conejos y ratones someƟdos al plan de inmunización con 

proteína recombinante InƟmina (rInt) purificada anteriormente. Se observó un 

reconocimiento específico hacia la proteína de interés (Figura 17, A y B). No obstante, se 

observó además un reconocimiento hacia otros componentes del lisado la cepa de 

Escherichia coli M15 (reacƟvidad cruzada). Al igual que los sueros anƟ rEspA, este es un 

suero que reconoce la proteína de interés, pero es necesario aumentar su especificidad 

reduciendo el reconocimiento a impurezas propias de una cepa que se encuentra 

naturalmente en prácƟcamente todos los animales. 

A  B  

Figura 17. A. Western Blot para suero de ratón 
inmunizado con rInt (AnƟcuerpo primario). A la 
izquierda se indica la migración de los patrones de 
PM. 

 

Figura 17. B. Western Blot para suero de conejo 
inmunizado con rInt. A la izquierda se muestra la 
migración de los patrones de Peso Molecular. 

 

Los sueros obtenidos se encuentran por lo tanto disponibles para ser ensayados para el 

desarrollo de métodos analíƟcos de idenƟficación y eventual cuanƟficación de la 

presencia de la proteína InƟmina en extractos biológicos. 
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44- Conclusiones 
 

A lo largo de esta primera etapa se han desarrollado metodologías para la expresión y 

purificación de versiones recombinantes de 3 factores de virulencia de una cepa STEC. 

Durante el desarrollo de estas metodologías se analizaron y opƟmizaron etapas críƟcas 

relacionadas con la expresión y con la purificación de estos factores. A pesar de la alta 

pureza alcanzada para los productos finales, los sueros policlonales obtenidos mediante 

la inmunización de animales de laboratorio con estos anơgenos han mostrado un 

reconocimiento hacia los mismos, aunque no específicas, observándose respuesta en 

estos sueros hacia otros anơgenos. Considerando que la plataforma de expresión 

recombinante uƟlizada se basa en el uso de cepas de Escherichia coli, que los factores 

de virulencia son producidos por cepas patogénicas de este microorganismo y que 

además es un comensal habitual del intesƟno de los animales de experimentación 

empleados, probablemente aún la presencia en muy baja proporción de proteínas 

contaminantes en los productos finales sea suficiente como para inducir una respuesta 

hacia éstas que provoque la inespecificidad detectada en los sueros. Luego, para 

conƟnuar con la evaluación de estos anơgenos recombinantes como herramientas de 

diagnósƟco se trabajará en el desarrollo de etapas adicionales que permitan incrementar 

la pureza en los productos finales. En el caso de los anơgenos recombinantes para 

desarrollar formulaciones vacunales veterinarios, deberá evaluarse en ensayos 

posteriores si hay que aumentar la pureza para alcanzar un grado saƟsfactorio de 

protección inmune. 

La disponibilidad de herramientas analíƟcas simples, específicas y cuanƟtaƟvas es un 

requerimiento indispensable para el adecuado desarrollo de procesos de producción de 

anơgenos. Por este moƟvo, en la siguiente etapa de esta tesis, se abordó el desarrollo 

de técnicas analíƟcas basadas en la espectrometría de masas que permiƟeran el 

seguimiento específico cuali/cuanƟtaƟvo de los anơgenos recombinantes a lo largo de 

todo el proceso, esto es, tanto para ser uƟlizado en las etapas de expresión como de 

purificación y opƟmización de las mencionadas proteínas.  
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PParte 2 

Desarrollo de herramientas analíticas basadas en Espectrometría de Masas 
 

Introducción 

1.1- Espectrometría de masas como una herramienta para el control de calidad 
 

Las OMV (vesículas de membrana externa) se obƟenen a parƟr de la biomasa de culƟvos 

bacterianos, como se describió en secciones previas. Por lo tanto, su composición 

anƟgénica variará según las condiciones de culƟvo, fase de culƟvos al momento de la 

cosecha, etc. Esto representa un desaİo en los controles de calidad requeridos para 

caracterizar las formulaciones. Por otra parte, la incorporación de proteínas expresadas 

en forma recombinante para incrementar su calidad anƟgénica presenta complejidades 

adicionales en términos de técnicas analíƟcas a aplicar para controlar la calidad de las 

formulaciones en una matriz tan compleja. En la siguiente sección se describen los 

resultados obtenidos en el proceso de desarrollo de una herramienta analíƟca basada 

en la Espectrometría de Masas (UFPLC-MSMS), para ser aplicado a la caracterización del 

contenido en factores de virulencia de cepas STEC expresadas en forma recombinante, 

en diferentes intermediarios del proceso. 

Dentro de las técnicas basadas en espectrometría de masas, resultan de parƟcular 

interés las estrategias de idenƟficación de proteínas por la técnica de huella pepơdica 

(PMF) (CoƩrell, 1994) y las de cuanƟficación de pépƟdos y proteínas seleccionados a 

través del monitoreo de reacciones múlƟples (MRM) (Lange et al., 2008). Esta 

herramienta será usada para la opƟmización de la composición anƟgénica de 

formulaciones vacunales, las cuales serán posteriormente evaluadas en ensayos de 

inmuno-prevención de la infección por cepas STEC. El objeƟvo es asegurar la calidad de 

un producto fundamental en la Salud Pública Nacional y detectar rápida y eficazmente 

factores críƟcos y relevantes en muestras complejas. A conƟnuación, se realiza un 
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resumen de los aspectos más importantes de la cromatograİa de alta presión en fase 

reversa acoplada a Espectrometría de Masas y las técnicas de detección y cuanƟficación. 

11.2- LC-MSMS.  
 

La introducción de técnicas de ionización y transferencia a fase gaseosa de 

macromoléculas a finales del siglo pasado, tales como MALDI (matrix assisted laser 

desorpƟon/ionisaƟon) (Michael. Karas and Franz. Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988) 

y ESI (electro spray ionisaƟon) (Bruins et al., 1987; Fenn et al., 1989; R. D. Smith et al., 

1991) han permiƟdo singulares avances para la caracterización de muestras complejas 

de proteínas. Las macromoléculas cargadas en fase gaseosa pueden ser analizadas 

mediante técnicas de alta resolución tales como arreglos lineales de triple cuadrupolo 

(LTQ), analizadores de Ɵempo de vuelo (Tof), entre otras. Esas técnicas Ɵenen un amplio 

campo de aplicación para la caracterización de muestras biológicas complejas.  

La Espectrometría de Masas (MS) es una técnica analíƟca que se uƟliza para medir el 

radio de la masa molecular sobre la carga (m/z) de iones. Los resultados se muestran en 

un espectro de masas, en gráficos de intensidad de señal en función de la relación masa-

carga de cada ion. 

Esencialmente un espectrómetro de masas debe cumplir con las siguientes funciones: 

- debe ser capaz de vaporizar sustancias de volaƟlidades muy diferentes 

- una vez volaƟlizada la muestra, el espectrómetro debe ser capaz de originar iones a 

parƟr de las moléculas neutras en fase gaseosa 

- una vez generados los iones, el espectrómetro debe ser capaz de separarlos en función 

de su relación masa/carga 

- una vez separados los iones, debe poder detectar los formados y registrar la 

información. 
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Para todos estos requisitos, el equipo a uƟlizar cuenta con: un sistema de introducción 

de muestras, una fuente de ionización, un analizador para la separación de los iones y 

un sistema de detección y registro. 

 El campo de aplicación de la proteómica basada en MS ha crecido enormemente en los 

úlƟmos 15 años y ha tenido un gran impacto en la bioquímica y la biología celular. Quizás 

el avance más importante de los úlƟmos 5 años ha sido la cuanƟficación de proteínas 

con MS. Las limitantes de esta estrategia están cuando se quiere obtener un espectro de 

un pépƟdo específico en tándem (espectro MS/MS) dentro de un digesto complejo. Esta 

técnica aísla un solo ion con un m/z específico para mayor análisis. Este análisis se lleva 

a cabo mediante la fragmentación del ion seleccionado y la determinación de su m/z en 

un segundo paso de análisis de masa. El término “espectrometría de masas en tándem” 

implica dos instancias de análisis de masa en un único experimento. Los pépƟdos de 

mayor abundancia se medirán con mayor rendimiento y precisión, mientras que los 

menos abundantes se encuentran con menor frecuencia y su rendimiento y precisión 

serán bajos. Además, los pépƟdos menos abundantes se detectarán en algunos análisis, 

pero no en otros, generando entonces un problema de datos faltantes que complican 

los análisis estadísƟcos posteriores (Kinter & Sherman, 2000).   

Los métodos de separación de proteínas se uƟlizan desde hace muchos años. La 

cromatograİa de exclusión molecular (SEC, por Size Exclusion Chromatography) separa 

las proteínas de acuerdo con su volumen hidrodinámico. Es úƟl para estudiar los 

agregados proteicos, lo que consƟtuye una consideración importante en el control de 

calidad de proteínas terapéuƟcas. La cromatograİa de intercambio iónico (IEX, por Ion 

Exchange Chromatography) separa a las proteínas de acuerdo con su carga. Las proteínas 

difieren en sus valores de pI (punto isoeléctrico) y estas cargas pueden variar debido a 

modificaciones post-transcripción o por el procesamiento de la muestra. La 

cromatograİa de afinidad (AF, por Affinity Chromatography) se refiere a un aislamiento 

selecƟvo de proteínas específicas, generalmente a parƟr de una mezcla compleja. Pero 

requiere anƟcuerpos específicos para la proteína de interés, lo cual puede ser costoso o 

limitado de obtener. La cromatograİa líquida en fase reversa (RPLC, por Reverse Phase 

Liquid Cromatography) también ha sido ampliamente uƟlizada para la separación de 
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proteínas. La separación se da de acuerdo con la hidrofobicidad y la conformación de las 

proteínas. Otros beneficios de la RPLC incluyen un alto grado de selecƟvidad y, si se 

uƟlizan buffers o adiƟvos voláƟles, es considerable la detección posterior por 

Espectrometría de Masas (Wang, Nagarajan, et al., 2016). 

La aplicación de instrumentos de cromatograİa líquida en tándem a espectrometría de 

masas (LC-MS/MS) de nuevas generaciones permiƟeron el desarrollo de la cuanƟficación 

de proteínas y pépƟdos seleccionados. La UHPLC permite la separación de muestras 

complejas a flujos que pueden estar comprendidos entre nl/min y ml/min, con la 

elección de una columna adecuada. Para la fase móvil se deben uƟlizar soluciones 

acuosas en mezclas con solventes orgánicos (acetonitrilo, metanol, 2-propanol) más un 

adiƟvo, por ejemplo, el ácido trifluoroacéƟco (TFA) favorece la separación 

cromatográfica, aunque por encima de 0,02% v/v suele generar en ionización posiƟva 

una muy importante supresión iónica; también ácidos orgánicos como ácido acéƟco y 

ácido fórmico (0,01-0,5% v/v) que actúan como donantes de protones. Se aplica alto 

voltaje al eluido de la columna, formando una niebla por adición de nitrógeno 

(nebulización). Las gotas cargadas disminuyen su tamaño gradualmente hasta provocar 

la evaporación de iones. Los iones son separados por tamaño dentro del analizador y, al 

alcanzar el detector, los iones son contados (Figura 18).  
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Figura 18. Representación esquemáƟca del análisis mediante cromatograİa líquida acoplada a 
Espectrometría de Masas (LC-MS). El proceso incluye, a grandes rasgos, la preparación de la muestra, 
la separación de los compuestos mediante cromatograİa líquida, y la detección e idenƟficación de iones 
específicos usando Espectrometría de Masas. Mediante esta metodología se puede cuanƟficar y 
caracterizar de manera precisa una amplia gama de compuestos en diversas matrices biológicas y 
químicas (fuente: Biorenders). 

El concepto principal es que las proteínas, luego de una digesƟón proteolíƟca o no –

dependiendo de su tamaño molecular-, se pueden cuanƟficar a través de la medida de 

sus pépƟdos consƟtuyentes. La adquisición de datos solo para los pépƟdos 

seleccionados permite medidas con una alta precisión, sensibilidad y rendimiento. La 

cuanƟficación de proteínas mediante la selección de estos pépƟdos caracterísƟcos 

permiƟó un gran avance en los análisis de proteomas mediante MS. Estos ensayos 

ofrecen dos ventajas con respecto a los inmunoensayos: la primera es la habilidad de 

configurar sistemáƟcamente un ensayo específico para esencialmente cualquier 

proteína sin la necesidad de un anƟcuerpo y la segunda es la capacidad de estos ensayos 

basados en MS de realizar análisis de muchos pépƟdos a la vez en un único análisis. Los 

estudios de proteínas basados en sus pépƟdos se pueden realizar a gran escala en 

análisis proteómicos cuanƟtaƟvos y se ha encontrado una amplia aplicación en el 

desarrollo sistemáƟco de ensayos para estudios de validación de biomarcadores de 

proteínas (Liebler & Zimmerman, 2013).  

En un instrumento de MS que opera en tándem, cada ion pepơdico sufre su 

fragmentación para producir iones series b- e y- caracterísƟcos (Figura 19), que son los 

fragmentos que conƟenen el N- y C- terminal respecƟvamente. La combinación de iones 

pepơdicos intactos (precursores) y sus resultantes fragmentaciones caracterísƟcas 

comprenden transiciones que son específicas para el monitoreo de la secuencia del 

pépƟdo. Aunque cualquier transición precursor-producto puede arrojar múlƟples 

secuencias pepơdicas, la coocurrencia de múlƟples transiciones de este Ɵpo implican 

que la secuencia del pépƟdo en estudio posee una alta especificidad. La detección de 

pépƟdos mediante señales creadas por este Ɵpo de transiciones se denomina Monitoreo 

de Reacción Seleccionada (SRM, por selected reacƟon monitoring) o Monitoreo de 

MúlƟples Reacciones (MRM, por muƟple reacƟon monitoring). En métodos que usan 

UHPLC-MSMS en los que las transiciones MRM se monitorean durante una elución a un 
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Ɵempo específico para un pépƟdo, cientos de pépƟdos representando docenas de 

proteínas pueden medirse en un solo análisis. Esta capacidad de análisis múlƟples 

permite medidas sistemáƟcas de múlƟples proteínas y sus metabolismos, una tarea que 

resultaría muy cara y engorrosa si se analizara mediante un Western Blot.  

Figura 19. Representación esquemáƟca de los iones serie b y serie y. Los iones serie b se generan 
cuando el enlace pepơdico se rompe en el extremo N-terminal. Estos iones son úƟles para determinar 
las primeras partes de la secuencia de aminoácidos del pépƟdo. Los iones serie y son fragmentos que 
resultan cuando el enlace pepơdico se rompe en el extremo C-terminal. Estos iones conservan el 
extremo C-terminal del pépƟdo y son úƟles para deducir la secuencia de aminoácidos desde el extremo 
carboxilo (fuente: hƩps://www.echemi.com/community/are-both-b-and-y-ions-required-to-
determine-the-sequence-of-a-protein-by-mass-spectrometry_mjart2205232575_501.html).  

La naturaleza del “no escaneo” del espectro total en este modo operaƟvo se traduce en 

un incremento en la sensibilidad de 1 o 2 órdenes de magnitud en comparación a las 

técnicas convencionales de escaneo completo. Además, resulta en una respuesta lineal 

sobre un amplio rango dinámico de más de 5 órdenes de magnitud. Esto permite 

detectar proteínas poco abundantes en muestras muy complejas, lo cual es crucial en 

estudios cuanƟtaƟvos sistemáƟcos (Lange et al., 2008).  

11.3- MRM y cuantificación de péptidos y proteínas 
 

La Espectrometría de Masas, en conjunto con una apropiada preparación de muestra y 

técnicas de separación, posee la habilidad de analizar muestras complejas y de proveer 

información de calidad a un nivel superior que no puede ser alcanzado por métodos de 

cuanƟficación establecidos, como son los Western Blot o ELISA. Esta capacidad de 
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idenƟficar y cuanƟficar proteínas evade la necesidad de generar anƟcuerpos de alta 

calidad para su detección. 

La espectrometría de masas se ha converƟdo en un método moderno para la 

cuanƟficación de proteínas. Provee la habilidad de medir cientos de proteínas y de 

modificaciones postraduccionales en paralelo. Se obƟene una gran canƟdad de 

información cualitaƟva y cuanƟtaƟva de proteínas. Por lo tanto, es fundamental poseer 

un soŌware apropiado para el análisis. 

El espectrómetro de masas de triple cuadrupolo es ampliamente uƟlizado para 

moléculas pequeñas y cuanƟficación de proteínas. Las proteínas se digieren en sus 

pépƟdos consƟtuyentes que representan a la proteína de interés, previo a su análisis. 

Con el monitoreo de reacciones múlƟples (MRM), se pueden seleccionar iones 

precursores específicos para fragmentarse en iones productos únicos del analito de 

interés. El MRM incrementa de manera significaƟva el radio señal/ruido, alcanzando 

niveles muy altos de sensibilidad para la cuanƟficación. Los beneficios del sistema de 

análisis por cuadrupolos incluyen: buena reproducibilidad, relaƟvamente bajo costo y 

permite el desarrollo de un método específico para el ion precursor seleccionado. 

La metodología MRM, en su aplicación más difundida, se basa en la digesƟón química o 

enzimáƟca de extractos proteicos conteniendo una serie de proteínas de interés cuya 

secuencia es conocida (Liebler and Zimmerman 2013; Lange et al. 2008). A parƟr de la 

estructura primaria pueden deducirse los pépƟdos formados luego de la digesƟón 

enzimáƟca de la proteína de interés. Siguiendo algunos criterios basados en la 

especificidad de secuencia de los pépƟdos y su posible estabilidad, pueden seleccionarse 

para su estudio mediante Espectrometría de Masas a algunos de ellos, denominados 

pépƟdos proteoơpicos. Algunos de estos criterios incluyen el largo esperado de su 

secuencia (5 a 25 aminoácidos), la presencia o ausencia de siƟos de modificación 

postraduccional (según fuera importante para el análisis posterior), su vínculo con 

isoformas de la proteína, su estabilidad, la presencia de residuos frecuentemente 

suscepƟbles a modificaciones durante su procesamiento (meƟonina, asparagina, etc), 

entre otros. Las muestras digeridas son someƟdas a una resolución de sus pépƟdos 

consƟtuyentes mediante técnicas cromatográficas y, a conƟnuación, los eluatos son 
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analizados por espectrometría de masas. Los espectrómetros empleados 

necesariamente deben poseer analizadores en tándem. La primera sección del 

analizador (en este trabajo fue un cuadrupolo) se emplea para seleccionar condiciones 

electromagnéƟcas tales que solamente sean estables las trayectorias de el/los pépƟdos 

proteoơpicos previamente seleccionados. En la sección siguiente del analizador (cámara 

de colisión), la presencia de un gas noble (Argón) junto con la aceleración con la 

aplicación de un potencial eléctrico, genera colisiones que aumentan la energía 

vibracional de los pépƟdos y su fragmentación (Figura 20). Los fragmentos se analizan 

en la tercera sección del tubo (en este caso, de nuevo un cuadrupolo), registrando así la 

intensidad de señal observada para cada masa/carga (espectro de masas). La 

fragmentación es habitualmente llamada transición. Dentro de las transiciones 

observadas se seleccionan alguna/as en función de criterios selecƟvidad y sensibilidad. 

En general, aunque existen herramientas y criterios teóricos para seleccionar las 

transiciones, se suelen determinar empíricamente. En el caso de analizadores de triple 

cuadrupolo como el que se uƟlizó en esta tesis, se prefiere el empleo de iones de la serie 

“y” con valores de masa/carga mayores a los del precursor y alta señal (para minimizar 

el “ruido” ocasionado por interferencias). En base a la selección realizada de pépƟdos 

proteoơpicos y transiciones (deseable tres o más por pépƟdo), se procede luego a 

confeccionar curvas de calibración con muestras conteniendo canƟdades conocidas de 

la proteína de interés. Para ello, la primera y tercera sección del analizador son usadas 

como selectores, estabilizando solamente la trayectoria en el tubo para los iones de 

relación masa/carga seleccionadas. Esta estrategia permite alcanzar niveles de 

sensibilidad y selecƟvidad significaƟvamente superiores a la mayor parte de los 

abordajes alternaƟvos.  

Recientemente, algunos autores proponen emplear una alternaƟva similar de MRM en 

la cual los precursores y transiciones son establecidos sobre muestras sin digerir de las 

proteínas en forma empírica (Wang, Combe, et al., 2016). La sencillez operaƟva de este 

abordaje resulta sumamente úƟl, en especial para proteínas de bajo PM. 
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Figura 20. Diagrama de Espectrometría de Masas en triple cuadrupolo (fuente: elaboración propia). 

 

OObjetivos 
 

ObjeƟvos generales: 

Desarrollar una herramienta analíƟca sensible y rápida para la cuanƟficación de 

proteínas. 

ObjeƟvos específicos: 

- Obtener y analizar experimentalmente los iones mayoritarios (m/z) de las 

proteínas anteriormente expresadas y purificadas: Stx2B y EspA. Seleccionar esos 

iones como precursores y opƟmizar sus condiciones de fragmentación, de 

manera de obtener parơculas caracterísƟcas de cada proteína. 

- OpƟmizar técnicas integradas de HPLC/MS para resolver, detectar e idenƟficar 

factores de virulencia de cepas STEC, inicialmente en muestras purificadas con la 

perspecƟva de aplicarlo sobre extractos proteicos complejos. 

- Poner a punto una técnica de cuanƟficación basada en Espectrometría de Masas 

(MRM) de las proteínas de interés descritas anteriormente, sin el paso de 

digesƟón enzimáƟca. 
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22 - Materiales y métodos 
 

Proteínas recombinantes y reac vos 

 

Se analizaron las proteínas recombinantes Stx2B y EspA purificadas en la primera parte 

de esta tesis. Las mismas se encontraban almacenadas a -80ºC, cuanƟficadas mediante 

la técnica de Bradford y en solventes adecuados para su análisis por Espectrometría de 

Masas, ya sea acetonitrilo, metanol + ácido fórmico y/o ácido trifluoroacéƟco, todos los 

reacƟvos de calidad HPLC-MS. 

 

Preparación de muestras  

 

Preparación de muestras asis da por filtros (FASP). Los extractos proteicos fueron 

clarificados mediante su centrifugación a 13.000 G, 4°C por 15 minutos (Universal 

Zentrifuguen 320 R, Heƫch, Alemania) y posteriormente filtradas mediante cápsulas 

filtrantes para jeringa con membranas de celulosa regenerada y 0.22 μm de poro 

(Minisart RC, Sartorius, Alemania). Las muestras clarificadas fueron luego tratadas 

siguiendo la técnica denominada FASP. Brevemente, de 2 a 5 ml de muestra conteniendo 

entre 500 μg y 1 mg de proteínas totales fueron depositados en un tubo de ultrafiltración 

centrífuga provistos de una membrana de 10 kDa de tamaño de corte molecular (MWCO, 

Vivaspin 15, Sartorius, Alemania) y centrifugados a temperatura ambiente a 10.000 G 

hasta alcanzar una concentración de 10 veces el volumen inicial. A conƟnuación el 

material concentrado se diluyó diez veces con una mezcla agua:acetonitrilo:ácido 

fórmico en proporción 98 : 2 : 0,1 y se repiƟó el paso de concentración. mediante el uso 

de ultrafiltros de 10 kDa de tamaño de corte molecular (MWCO). Luego de esta etapa 

las muestras concentradas se transfirieron a un nuevo tubo y conservaron a -80°C hasta 

su uso.  

Extracción en Fase Sólida (SPE). Muestras seleccionadas entre aquellas pretratadas 

mediante la técnica FASP fueron someƟdas a una etapa adicional de remoción de 
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interferentes basándose en los principios de las metodologías denominadas SPE. En 

nuestro caso el tratamiento de las muestras se realizó basado en la modalidad de 

interacción en fase reversa uƟlizando para ello una columna de cromatograİa líquida de 

ultra alta resolución (UPLC) de escala micro conectada a un equipo de cromatograİa 

líquida según se detalla a conƟnuación. El cromatógrafo líquido uƟlizado es una versión 

modificada de un equipo original de cromatograİa líquida de alta resolución (HPLC) 

acoplado a un espectrómetro de masas (LC-MS 8030, Shimadzu, Japón) que se ha 

modificado reemplazando las bombas de solvente originales (LC–20AD) por bombas de 

mayor presión límite de trabajo (LC-40D XR, Shimadzu, Japón) y adicionando un detector 

UV en línea (SPD-20A UFLC, Shimadzu, Japón). La columna de UPLC empleada para el 

tratamiento poseía 2,1 mm de diámetro y 100 mm de largo, conteniendo en su relleno 

una fase estacionaria compuesta por parơculas de sílica de 1,7 μm de diámetro, 130 Å 

de tamaño de poro, con ligandos octadecilo (C18) cuyos grupos silanoles libres se 

encontraban bloqueados por híbridos de eƟleno conectados por puentes (BEH) (Acquity 

UPLC BEH C18, Waters, Irlanda). El pretratamiento se inició mediante una fase de 

equilibración de la columna con 10 volúmenes de buffer de alta polaridad (mezcla 

agua:acetonitrilo:ácido fórmico en proporción 98:2:0,1), seguida de la inyección de 30 

μl de muestra, manteniendo constante el flujo en 200 μl/min, y conƟnuando luego con 

un paso de lavado con el mismo solvente durante 3 volúmenes de columna. A 

conƟnuación, las proteínas adsorbidas a la columna fueron eluídas mediante un cambio 

brusco de solvente a uno de menor polaridad (agua:acetonitrilo:ácido fórmico en 

proporción 1,5:98:0,5), manteniendo el mismo flujo de trabajo, durante 10 volumenes 

de columna. Los picos cromatográficos (registrados por su absorción de luz de a 280 nm 

de longitud de onda) fueron colectados y conservados a -80°C hasta su uso.  

Precipitación con solventes orgánicos. Para este pretratamiento se empleó una 

precipitación selecƟva de componentes proteicos mediante el uso de una mezcla 

cloformo:agua:metanol y posterior resuspensión de estos en ácido fórmico a bajas 

temperaturas. Brevemente, a 100 μl de muestra se les adicionaron sucesivamente 400 

μl de metanol, 100 μl de cloroformo y 300 μl de agua, agitando brevemente luego de 

cada adición. La mezcla se centrifugó a temperatura ambiente durante 15 minutos a 

14.000 G, separando y descartando luego la fase superior. A conƟnuación, se adicionaron 
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400 μl de metanol sobre la fase inferior, se repiƟó la centrifugación, descartándose el 

sobrenadante. Los tubos conteniendo los pellets proteicos se enfriaron durante 15 

minutos en un baño de agua-hielo y luego se procedió a la resuspensión de estos 

mediante la adición de 25 μl de una solución pre enfriada a -20°C de ácido fórmico (FA) 

al 80% v/v en agua, incubando durante 1 hora a -20°C. Una vez transcurrido el Ɵempo 

de incubación, se tomaron 5 μl de la resuspensión anterior, se depositaron en un nuevo 

tubo y se les adicionó una mezcla agua:acetonitrilo en proporción 98:2 hasta alcanzar un 

volumen final de 1000 μl, conservándose hasta su uso a -80°C. 

 

Escaneo de iones mul cargados 

 

El escaneo del contenido en iones mulƟcargados por espectrometría de masas se realizó 

empleando un analizador de Ɵpo Triple Cuadrupolo (LC-MS 8030, Shimadzu, Japón), 

conectado a un generador de nitrógeno (NM32LA, Peak, Irlanda), inyectando la muestra 

a la interfaz de ionización a través del módulo de cromatograİa líquida del equipo a 

diferentes flujos, entre 50 μl/min y 200 μl/min. La temperatura en el block ESI uƟlizada 

fue de 400°C, la temperatura de la línea de desolvatación en 250°C, el flujo de gas de 

secado (Nitrógeno) en 20 l/min y la modalidad de trabajo en modo posiƟvo. El escaneo 

de iones se realizó programando una rampa en el tercer cuadrupolo del equipo (Q3 scan) 

entre 500 y 200 unidades de masa aparente en un periodo de Ɵempo de 1 segundo por 

evento de estas rampas (escaneo de 1578 unidades de masa aparente por segundo).   

 

Deconvolución 

 

La deconvolución de iones mulƟcargados a parƟr de los espectros de masas obtenidos 

en modo Q3 scan se realizó a uƟlizando el soŌware MulƟ-charge E (Shimadzu, Japón), 

considerando para la generación de carga a la formación de aductos con protones, 

asignando a la masa del protón 1,00728 Da, uƟlizando una tolerancia de 0,2 Da, el 
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número de cargas para la búsqueda entre 1 y 40 y uƟlizando para el cálculo solamente 

aquellos iones que fueran esƟmados a través de un mínimo de 2 picos del espectro de 

masas.  

 

Resolución por UPLC en Fase Reversa 

 

 El cromatógrafo líquido y columnas empleados fueron los mismos que para el 

pretratamiento por SPE. La columna fue equilibrada en al menos 10 volúmenes de 

columna (4 ml) de buffer A (mezcla agua:acetonitrilo:ácido fórmico en proporción 

98:2:0,1). A conƟnuación, se inyectaron 10 μl de muestra en paralelo con el inicio de un 

gradiente de 50 minutos de 0 a 100 % de buffer B (agua:acetonitrilo:ácido fórmico en 

proporción 1,5:98:0,5). El flujo se mantuvo constante durante toda la corrida (50 μl/min) 

mientras que se evaluaron diferentes temperaturas (40, 60 y 80°C). Al final del gradiente 

se pasaron 10 volúmenes de columna de buffer B, reequilibrando a conƟnuación con un 

100% de buffer A la columna para el inicio de una nueva corrida cromatográfica. Durante 

toda la corrida se registró la absorbancia de luz de 280 nm del eluato. A su vez, a parƟr 

de la inyección la línea de salida de la columna se conectó en serie con la cámara de 

ionización ESI del analizador de masas de triple cuadrupolo, la cual se operó en las 

condiciones de temperatura y desolvatación neumáƟco asisƟda descritas en secciones 

previas. El analizador de masas se operó en modo posiƟvo, realizando los siguientes 

análisis sobre los iones ingresantes al analizador en Ɵempos equivalentes de 100 mseg 

cada uno de ellos. En el primer bloque de Ɵempo se efectuó un análisis de iones 

mulƟcargados efectuando una rampa en el tercer cuadrupolo de escaneo de iones entre 

500 y 2000 unidades de masa aparente. En el segundo bloque de Ɵempo se procedió 

bajo la modalidad de monitoreo de reacciones (SRM), seleccionando como ion precursor 

en el primer cuadrupolo al ion de masa aparente 889 (+/- 1 m/z), el cual se dirigió a la 

cámara de colisión, la cual se encontraba presurizada con Argón a 110 kPa y uƟlizando 

una energía de colisión de -35 eV durante el paso de los iones a través de ella. Las 

condiciones de operación del tercer cuadrupolo se fijaron de manera tal de estabilizar 

preferencialmente la trayectoria del ion de masa aparente 1122 (+/- 0.3 m/z). El tercer 
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bloque de Ɵempo se operó también bajo modalidad SRM, uƟlizando el mismo ion 

precursor y condiciones de fragmentación en la cámara de colisiones, pero el tercer 

cuadrupolo se operó de manera tal de monitorear al ion producto de 1159 unidades de 

masa aparente. Finalmente, el cuarto bloque se operó de manera tal de determinar los 

iones residuales sin fragmentar de los seleccionados en el primer cuadrupolo, esto es, 

repiƟendo las condiciones de selección precursores y fragmentación descritas para el 

segundo y tercer bloque, pero monitoreando en el tercer cuadrupolo al ión de 889 

unidades de masa aparente. El registro de los espectros cromatográficos y de masas se 

realizó a través del soŌware LabSoluƟons (Shimadzu, Japón). La cuanƟficación de los 

diferentes picos espectrales se efectuó en forma automáƟca, con corrección automáƟca 

de línea de base y suavizado automáƟco de curvas mediante el filtro de Savitzky-Golay.  

 

Es mación de límites de detección y cuan ficación 

 

Para la esƟmación de los parámetros de linealidad y potencial aplicación al desarrollo de 

una metodología analíƟca cuanƟtaƟva basada en espectrometría de masas de los 

resultados alcanzados se siguieron las recomendaciones y criterios del Consejo 

Internacional de Armonización (ICH) en su documento sobre validaciones de 

procedimientos analíƟcos. Brevemente, se realizó un análisis inicial de regiones de 

linealidad en la relación entre las áreas en los espectros de masas para los picos 

correspondientes a cada una de las transiciones analizadas (expresada en cuentas) en 

función de la concentración de proteína recombinante presente en las muestras, 

mediante su representación gráfica. A conƟnuación, se calcularon los parámetros 

correspondientes a la recta que mejor ajuste la dependencia lineal entre las variables 

experimentales anteriores empleando un análisis de regresión siguiendo la metodología 

de cuadrados mínimos empleando asisƟdos por soŌware (Excel, MicrosoŌ, EEUU). A 

parƟr de los esƟmadores del punto de intersección de la recta al eje de las abscisas de 

dos ensayos independientes se esƟmó la desviación estándar de la ordenada al origen 

(SD) y se calculó el valor medio de la pendiente de las rectas calculadas en ambos 
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ensayos (S). Ambos valores fueron uƟlizados para el cálculo del Límite de Detección (LD) 

y el Límite de CuanƟficación (LC), de acuerdo con las siguientes relaciones: 

 LC = 3.3 * D / S y LD = 10 * D / S  

Donde D es la dispersión de los datos y S es la pendiente de la recta calculada en la 

regresión lineal. 

 

Representación gráfica 

 

La representación gráfica de los datos experimentales fue realizada exportando los 

valores originales como archivos de valores separados por comas (.csv) o Excel (.xls ó 

xslx) y luego procesándolos mediante el soŌware Excel (MicrosoŌ, EEUU) o 

alternaƟvamente uƟlizando los paquetes ggplot2 y cowplot del soŌware R.  

33- Resultados y discusión 

3.1- Versión recombinante de la subunidad B de la Toxina Shiga 2 (rStx2B) 
 

Se tomó una muestra una muestra purificada de rStx2B y se efectuó un cambio del medio 

en el que esta se encontraba mediante la técnica denominada filtración asisƟda por 

filtros (FASP), uƟlizando una mezcla compaƟble con espectrometría de masas ESI 

(agua:acetonitrilo:ácido fórmico en proporción 98 : 2 : 0,1) como medio de desƟno. A 

conƟnuación, se realizó una caracterización inicial de la muestra por inyección directa en 

la fuente de ionización del espectrómetro de masas bajo una metodología de escaneo 

de iónes mulƟcargados en el rango 500 a 2000 unidades de masa aparente (m/z). Se 

observó la formación de dos picos en el espectro de masas de la corriente total de iones, 

siendo la distribución y abundancia de los iones de diferentes valores de m/z similar para 

ambos picos del espectro obtenido (Figura 21). 
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Figura 21. Cromatograma de muestra purificada de stx2B en las condiciones de separación opƟmizadas 
establecidas en este trabajo: 1μl vol. de inyección, 80ºC T oven, ACN:H2O:AF fase móvil A (2:98:0,1), 
30%B, y 200μl/min. 

 

A parƟr de los valores observados en el espectro de distribución de m/z en el valor 

máximo del primero de los dos picos del espectro de iones totales (Panel recuadrado en 

la Figura 21) se realizó una deconvolución con el fin de esƟmar la masa aparente de la 

proteína rStx2B. Mediante éste pudo esƟmarse un valor de 8882,13 Da, el cual coincide 

con el esperado de acuerdo con la secuencia de la proteína expresada, luego de la 

escisión del pépƟdo señal. A conƟnuación, se dirigió el análisis al establecimiento de 

condiciones de fragmentación reproducibles para el ion mayoritario de masa aparente 

889 m/z, con el fin de seleccionar transiciones úƟles para el desarrollo de una técnica 

analíƟca cuanƟtaƟva basada en el monitoreo de reacciones múlƟples (MRM). 

Nuevamente, el análisis se realizó mediante inyección directa en la fuente de ionización 

ESI. Para el escaneo de productos de ionización se seleccionó una condición media de 

presión de gas en la cámara de colisión (110 kPa). En estos ensayos se compararon los 

números de iones e intensidad de precursor remanente luego de la fragmentación 

cuando se emplearon diferentes energías de colisión en la cámara de fragmentación. Los 

resultados obtenidos se presentan en la Figura 22.  
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Figura 22. Comparación de número de fragmentos e intensidad de ion precursor remanente luego de la 
fragmentación al variar le energía de colisión (CE) en el cuadrupolo de fragmentación. 

 

Como puede observarse en la Figura 23, por debajo de los -20 eV se detecta un 

incremento pronunciado en la ruptura del ion precursor con un aumento paralelo en el 

número de fragmentos obtenidos a parƟr de este. Con el fin de evaluar si pudiera 

obtenerse un número mayor de fragmentos sin un descenso significaƟvo en la intensidad 

del precursor uƟlizando condiciones un poco más intensas de fragmentación se elevó 

levemente la presión (130 kPa) en la celda de colisiones y se incrementó la energía de 

colisión hasta -40 eV (Figura 23). 

  
Figura 23. Comparación de número de fragmentos e intensidad de ion precursor remanente luego de la 
fragmentación al variar le energía de colisión (CE) y la presión de Argón (CID) en el cuadrupolo de 
fragmentación.  
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Como puede observarse en la Figura 23, aun cuando se observa un descenso marcado 

en la intensidad del precursor remanente a 130 kPa respecto a 110 kPa para todas las 

condiciones de energía de colisión ensayadas, no se observa un incremento paralelo a 

este en el número de productos iónicos de masa aparente pertenecientes al rango de 

trabajo seleccionado para el analizador de masas. Por el contrario, al uƟlizar 110 kPa en 

la cámara de colisión se observó un fuerte incremento en el número de iones producidos 

cuando la energía en esta cámara se eleva de -20 a -40 eV. Por lo tanto, se decidió 

seleccionar la condición 110 kPa de Presión de gas Argón (CID) y -40 para la CE para la 

búsqueda de transiciones estables mediante el procedimiento denominado escaneo de 

productos iónicos (PIS). Los resultados observados en tres ensayos independientes se 

muestran en la Figura 24. 

Figura 24. Ensayos de escaneo de ion precursor 889 m/z (PIS). Cada color representa un ensayo 
diferente. 

 

Analizando los resultados representados en la Figura 24, puede observarse que la región 

de m/z de 1100 a 1200 presenta picos con intensidad intermedia a alta, tomando como 

referencia la intensidad del ion precursor. Los picos de esta región poseen mayor 

complejidad estructural que los de menor masa aparente, y con ello un mayor potencial 

de corresponder a transiciones específicas del ion precursor. Dentro de los de mayor 
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intensidad de esta región se seleccionaron los correspondientes a m/z 1122 y 1159, por 

encontrarse en al menos dos de los tres ensayos realizados.    

Habiendo seleccionado las transiciones 889 -> 1122 y 889 -> 1159 para su uso en el 

monitoreo de rStx2B mediante la metodología de MRM, se procedió al desarrollo de una 

metodología para la resolución cromatográfica de esta proteína en muestras complejas 

mediante cromatografía líquida de ultra alta resolución (UPLC) bajo la modalidad de fase 

reversa. Considerando el efecto dominante de la temperatura tanto sobre la difusión de 

macromoléculas como sobre las interacciones hidrofóbicas se comparó la resolución de 

rStx2B realizando las corridas a tres temperaturas diferentes, manteniendo constante el 

resto de las variables (Figura 25).  

Figura 25. Comparación de la resolución de rStx2B mediante cromatografía líquida de alta resolución a 
tres temperaturas diferentes: verde 40ºC, rojo 60ºC y azul 80ºC. 

 

Puede concluirse que se observa un incremento en la resolución con el incremento de 

la temperatura, especialmente marcado en la comparación de 60°C y 80°C respecto a 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  61   
    

40°C. Dado que los fabricantes de la columna empleada sugieren evitar el uso de 

temperaturas superiores a 70°C para prolongar su vida útil, se seleccionó 60°C para 

continuar con el desarrollo.   

A continuación, se realizó una serie de separaciones cromatográficas de muestras de 

rStx2B de diferente concentración en las condiciones de corrida y de monitoreo de 

reacciones múltiples optimizadas anteriormente. En la figura 26 se muestran resultados 

representativos de lo observado experimentalmente. 

 

Figura 26. Intensidad de señal registrada para las transiciones seleccionadas, realizando diluciones 
seriadas de muestra, donde 889 1122 se muestra en rojo y 889 1159 se muestra en azul.  
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A simple vista, de la Figura 26 se desprende que la intensidad de la señal registrada para 

ambas transiciones varía en proporción directa con la cantidad de rStx2B inyectada en 

cada una de las corridas. Este ensayo fue realizado en dos repeticiones independientes, 

cuyos resultados fueron utilizados para estimar la potencial correlación lineal entre la 

señal registrada y la cantidad de muestra inyectada (Figura 27).   

 

  
Figura 27. Representación gráfica de la intensidad de señal en función de la masa de proteína inyectada. 

En la Figura 27 puede observarse que la transición 889 -> 1159 muestra en promedio un 

número de cuentas totales mayor que la transición 889 -> 1122 (panel izquierdo de la 

Figura 27), aunque la dispersión de los puntos a ambos lados de la recta esƟmada 

mediante regresión lineal es mayor para la primera de estas transiciones respecto a la 

segunda.   

A parƟr de los esƟmadores lineales de las rectas de regresión obtenidas en dos ensayos 

independientes se procedió al cálculo de los límites de detección (LD) y de cuanƟficación 

(LC) de la técnica desarrollada. Los resultados se representan en la siguiente tabla:   

 889 > 1122 889 > 1159 Total 
LD (μg) 0,11 0,30 0,15 
LC (μg) 0,34 0,92 0,45 

 

De esta manera se puede concluir que, al menos con el análisis preliminar que se llevó 

adelante, la transición 889-->1122 es la que presenta la mayor sensibilidad para la 

detección de rStx2B, bajo las condiciones uƟlizadas durante el análisis. Estos ensayos 
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preliminares serán complementados en el futuro uƟlizando una mayor repeƟción de 

muestras (se analizaron solamente dos muestras independientes por punto) y diferentes 

volúmenes de siembra (se uƟlizó un único volumen de 1 μl de siembra). 

33.2- Versión recombinante de la Proteína Secretada A de Escherichia coli 
(rEspA) 
 

Este factor de virulencia de cepas de E. coli enterohemorrágicas (EHEC) es obtenido, a 

diferencia de rStx2B, a parƟr de cuerpos de inclusión durante su expresión 

recombinante.  La metodología de preparación de muestras que fue uƟlizada para el 

caso de rStx2B, denominada Preparación de Muestras AsisƟda por Filtros (FASP) no 

produjo resultados aceptables en el caso de rEspA. Las muestras acondicionadas 

siguiendo esta metodología no generaron señal en el analizador QQQ durante el escaneo 

de iones (Q3 scan) luego de ser inyectadas directamente en la cámara de inyección, 

siguiendo el protocolo aplicado previamente a rStx2B. Este Ɵpo de situaciones es debido 

en la mayor parte de los casos a la presencia de supresores de señal en la muestra. Los 

supresores de señal son agentes químicos (detergentes, sales, sustancias orgánicas, etc) 

que por medio de mecanismos variados (incremento de la tensión superficial, 

apantallamiento de cargas, entre otros) provocan una caída significaƟva en la señal 

registrada por el analizador QQQ. Considerando la posibilidad que, dada la diferencia en 

la metodología de preparación de proteínas recombinantes (rStx2B a parƟr de 

sobrenadantes de lisis bacteriana y rEspA a parƟr de la re suspensión de cuerpos de 

inclusión), diferencias en sustancias acompañantes en las muestras (las cuales actuarían 

como supresoras de señal) pudieran ser responsables de los problemas observados en 

el analizador QQQ. Se colectaron de esta manera dos picos de elución, los cuales fueron 

inyectados directamente en la cámara de ionización, obteniéndose el siguiente espectro 

siguiendo la metodología denominada Q3 scan (Figura 28): 
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A B 

Figura 28. Representación gráfica de la intensidad de cuentas (TIC) en función de las masas aparentes 
(m/z) registradas durante la inyección directa de los volúmenes de elución recolectados durante el pre-
tratamiento de la muestra por SPE, donde el pico 1 se muestra en el panel A y el pico 2 en el panel B. 

 

Como puede observarse en la Figura anterior, ambos picos cromatográficos se 

encuentran compuestos por la misma proteína; la única diferencia entre ambos es la 

intensidad de las señales de m/z registradas para los picos espectrométricos de los 

diferentes iones mulƟcargados que las componen, siendo estas aproximadamente tres 

veces más elevadas para el pico cromatográfico 1 (panel A) que para el 2 (panel B). La 

deconvolución de los picos espectrométricos anteriores de especies mulƟcargadas 

permiƟó esƟmar una masa de 22.924,6 Da para rEspA, cercana a lo esperado de acuerdo 

con su secuencia (20.532 Da).  

Seguir la metodología anterior para el pretratamiento de las muestras hubiese resultado 

complejo: un paso inicial basado en FASP (preparación de las muestras asisƟda por filtro) 

seguido de un paso de SPE (extracción mediante fase sólida) y necesitando luego de un 

nuevo paso de FASP para acondicionar la muestra a un solvente de alta polaridad para 

la inyección posterior de la muestra y su análisis cuanƟtaƟvo, siguiendo la metodología 

de UHPLC-MS que se busca desarrollar. No obstante, se ha podido confirmar que la 

ineficiencia de la metodología FASP para el pretratamiento de las muestras se debía la 

presencia de supresores de señal posteriormente removidos por la aplicación de un paso 

de SPE. Luego, se decidió cambiar radicalmente la estrategia de pretratamiento de las 

muestras basada en la precipitación diferencial con solventes orgánicos.  

La concentración de proteínas (0,4 mg/ml) fue determinada por la técnica de Bradford y 

se procedió a realizar una serie de inyecciones directas en la cámara de ionización de 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  65   
    

forma tal de obtener condiciones adecuadas de fragmentación para la selección de 

transiciones úƟles para el desarrollo de una metodología analíƟca de cuanƟficación 

basada en MRM. Para ello, en primer lugar, se realizó un análisis de escaneo de masas 

siguiendo la técnica de Q3 scan, obteniéndose un perfil acorde con lo esperado para 

EspA, con una distribución de iones en el perfil de especies mulƟcargadas similar al 

obtenido mediante la metodología FASP – SPE antes uƟlizada. En este caso nuevamente 

el ion de m/z 850.05 resultó uno de los mayoritarios, registrándose una intensidad 

cercana a un millón de cuentas luego de una inyección de 20 μl de muestra. Luego, se lo 

seleccionó como ion precursor y se realizaron una serie de estudios de fragmentación 

uƟlizando diferentes condiciones de CID y registrando los fragmentos iónicos resultantes 

por medio un estudio PIS, mediante inyecciones sucesivas de 2 μl de muestra en forma 

directa en la cámara de ionización. Los resultados obtenidos luego de al menos 3 

repeƟciones de estos ensayos se representan en la Figura 29. 

 
Figura 29. Representación gráfica de los ensayos mediante inyección directa de la muestra de rEspA a 
diferentes condiciones de presión de Argón (CID) y aumentando la energía de colisión (CE). 

 

Se puede concluir que el ion precursor expuesto a condiciones intermedias de presión 

de gas Argón en la celda de colisión (de 70 a 110 kPa) pasa de no generar fragmentos 

registrables en el rango de resolución del equipo (1 a 2000 unidades de m/z) a 

fragmentarse a CE inferiores a -20 eV. Por lo tanto, se decidió emplear una presión de 

gas baja durante la CID (20 kPa) e ir disminuyendo progresivamente la CE en el rango -

40 a -60 eV para brindar condiciones más suaves de fragmentación. En esta oportunidad, 

como se observa en la Figura anterior, se alcanzó un número de fragmentos iónicos 



Tesis de Maestría en Microbiología Molecular – Ávila Lucía 
 

 

 

  66   
    

comparable con lo anteriormente observado para presiones medias (90 kPa), pero 

conservando canƟdades detectables del ion precursor sin fragmentar. Analizando las 

frecuencias e intensidades de las transiciones registradas empleando 20 kPa de presión 

se observó que dos de estas, 850.05 -> 1095.5 y 850.05 -> 1182.0, podrían ser 

consideradas como adecuadas para el desarrollo de una metodología MRM cuando se 

uƟlizaron CE en el rango -55 a -60 eV. Luego, se realizó una opƟmización automáƟca de 

CE en el rango ya mencionado empleando para esto el módulo correspondiente del 

soŌware controlador del equipo (LabSoluƟons® de la firma Shimadzu) obteniéndose los 

siguientes parámetros opƟmizados para CID a 20 kPa de presión de Argón en la cámara 

de colisiones: 

Precursor Producto Dwell Q1prebias CE Q3 prebias 
850,05 1182,0 100 -28 eV -64 eV -44 eV 
850,05 1095,5 100 -36 eV -56 eV -44 eV 

 

Con estas condiciones opƟmizadas, se procedió a realizar una curva de calibración 

empleando canƟdades conocidas de rEspA purificada y pre-tratada según la 

metodología antes descrita, mediante cromatograİa líquida de ultra alta resolución 

(UHPLC) y analizadas por MS mediante la metodología de MRM opƟmizada en la etapa 

anterior. Además del registro de las dos transiciones anteriores, se sumó un monitoreo 

del ion precursor en las muestras siguiendo la metodología de Monitoreo de Ion Simple 

(SIM), en la cual no se aplica energía de colisión (CE) durante el tránsito de este ion por 

la celda de colisión. Esto se decidió luego de observar que las transiciones seleccionadas 

presentaban muy baja señal. En la Figura 30 se muestran el cromatograma 

representaƟvo para el SIM de 850 y su correlación de intensidad en función de la 

canƟdad de muestra inyectada. Como es de esperar, el registro de la especie 

mulƟcargada mayoritaria de m/z 850.05 se incrementa en forma proporcional conforme 

aumenta la canƟdad de muestra inyectada.  
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Figura 30. Registro de intensidad de señal del ion 850 m/z en función de Ɵempo, donde cada color 
representa una concentración diferente de proteína rEspA (esquema de arriba, amplificado en el 
esquema de abajo a la izquierda) y gráfica del área de cada una de las curvas en función de los μg de 
muestra inyectada (gráfica de abajo a la derecha). 

 

Con el fin de analizar en forma preliminar si lo anterior podía ser aplicado a muestras 

más complejas, se añadió una canƟdad conocida de rEspA a una muestra de 

sobrenadante de culƟvo de E. coli BL21 pre tratada siguiendo la misma metodología que 

para rEspA y se analizó por UHPLC-MS una serie de diluciones seriadas de la mezcla, 

siguiendo SIM para el ion precursor (Figura 31).  
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Figura 31. Registro de intensidad de señal del ion 850 m/z en función de Ɵempo, donde cada color 
representa una concentración diferente de proteína rEspA, en contexto de sobrenadante de culƟvo de 
E. coli (esquema de la izquierda) y gráfica del área de cada una de las curvas en función de los μg de 
muestra inyectada (gráfica de la derecha). 

 

En este caso se observó que por debajo de aproximadamente 0,1 μg de rEspA se perdería 

la sensibilidad para la detección específica de rEspA por medio de SIM del ion precursor 

850 m/z. Además, los Ɵempos de retención registrados para el SIM no fueron 

coincidentes, indicando que no se trataría del ion mayoritario adecuado para la 

reproducibilidad del ensayo y, por ende, para la versaƟlidad de la técnica.  Estos ensayos 

preliminares deberán ser por lo tanto complementados en el futuro mediante el estudio 

de los posibles factores responsables de la baja reproducibilidad observada para poder 

de esta manera conƟnuar con el desarrollo de la herramienta analíƟca deseada. 
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44- Conclusiones 
 

PrácƟcamente en todas las aplicaciones que requieren análisis de proteínas, las mismas 

están en matrices complejas que requieren ensayos de precisión razonable para su 

separación y posterior estudio. En esta segunda parte de la tesis, se evaluaron las 

dificultades y desaİos asociados a la generación de transiciones reproducibles para 

MRM sobre dos proteínas intactas de pesos moleculares bajo (Stx2B) y medio (EspA). 

Aunque la abundancia de fragmentos de baja masa se observaba como un ruido y 

muchos de los patrones de fragmentación para cada proteína fueron irreproducibles, 

algunos únicos, estables y reproducibles iones producto generados bajo condiciones 

moderadas de CID con baja CE, fueron encontrados para las mencionadas proteínas. Se 

enƟende que la extensión de esta aproximación a proteínas de mayor masa es facƟble, 

asumiendo que la incidencia de iones proteicos con carga múlƟple es visible en el rango 

de masa limitado que posee el triple cuadrupolo. 

Para cuanƟficar proteínas enteras, es necesario idenƟficar y opƟmizar al menos dos 

iones de fragmentos de proteínas estables y reproducibles. Uno de los iones del 

producto se uƟlizará como transición principal para el análisis cuanƟtaƟvo y el otro como 

señal confirmatoria de soporte. Este método resulta rápido y sensible y evita el tedioso 

paso previo de una digesƟón enzimáƟca. Además, al cuanƟficar las proteínas intactas, es 

más sencillo el estudio de las eficiencias de ionización y el potencial de efectos e 

interferencias de las matrices biológicas, lo cual se puede aplicar en análisis de 

producción de estándares proteicos, en fermentaciones, en purificaciones, etc. 

En este estudio se analizaron preliminarmente los efectos de una matriz biológica en la 

cuanƟficación, es decir, se uƟlizaron canƟdades conocidas de proteína para construir 

curvas de calibración. Es necesario conƟnuar con los estudios de la prevalencia de 

efectos de matriz e idenƟficarlos según la naturaleza de estas, en contextos de proteína 

de interés sin cuanƟficar previamente. 
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CConclusiones generales 
 

En este trabajo de tesis se han evaluado dos grupos de técnicas para el análisis de la 

expresión de proteínas recombinantes: inicialmente metodologías basadas en el 

reconocimiento inmunespecífico anơgeno-anƟcuerpo y posteriormente en técnicas 

basadas en la Espectrometría de Masas. En paralelo, se han opƟmizado las condiciones 

de expresión y purificación de las proteínas recombinantes EspA, InƟmina y Stx2B, de 

interés tanto con fines diagnósƟcos como para la invesƟgación y desarrollo de 

candidatos vacunales para combaƟr la diseminación del principal patógeno responsable 

del SUH en humanos de sus reservorios animales. 

En el marco de este trabajo de tesis se ha observado que la implementación de una 

herramienta analíƟca basada en cromatograİa líquida acoplada a Espectrometría de 

Masas representó un avance significaƟvo en la cuanƟficación de proteínas de peso 

molecular bajo a mediano, manteniendo la estructura intacta de estas moléculas 

durante el análisis. La opƟmización de las condiciones de separación por LC y las técnicas 

basadas en MS, como el monitoreo de reacciones múlƟples (MRM), permiƟeron 

establecer métodos precisos y reproducibles para la detección y cuanƟficación de las 

proteínas de interés. 

Este trabajo no solo aporta una metodología de detección y cuanƟficación aplicable a 

muestras más complejas, sino que también se destaca por su potencial como 

herramienta de control en laboratorios de referencia a nivel nacional, como el InsƟtuto 

Nacional de Producción de Biológicos de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”. 

En resumen, esta tesis representa un avance importante para el laboratorio en el cual 

fue realizada, permiƟendo la incorporación a éste de herramientas analíƟcas para el 

análisis cuali-cuanƟtaƟvo de la composición en proteínas seleccionadas dentro de 

diferentes extractos proteicos provenientes, mediante una metodología sencilla, rápida 

y específica. Las técnicas y protocolos desarrollados se encuentran disponibles para 

proyectos asociados con las proteínas analizadas en este trabajo de tesis y para otros 

desarrollos en curso. 
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