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y ik de Salmonella typhi Y typrhisiurivm,

Ly hy

Los  enplenccites  de entus ratencs se obtuvicron a2l dio 2
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Lo Fiohip tilvitder AR i) RN N RN (e 11t VRVE P e f?f*.fu*%:!};;:;..g;,‘
causade bor Ho ingestion n Va0 RARNEENR RN (i bi Freter obiacteris
gram=-nedgativa Salmpnelta Y Feto NP v ey N
anaerobial Perteneee i Lo Cipndia Ty N RN N PR Gt e
f”(’{'}{’f’f_’;’}‘ﬂ. ener o Mop Vivspere et b v R S P Y
D(, “{:“(.‘r\”” i ;;‘ gi!:!'-t-;’-t.vé( Gy ofe Powird fapectiy b 1o B T L A
3 § L]
Lyphi pertencce ol qrupo n y o e [ NS e cntes coqpepnes e

ehse qrupo s Antyarnos SOMateos 4 Y LN YA flivistarn Conyp e i

antrgens y o oon o onaper vy ne et i i atletage e Yt L
Farmula Q12 Ve denotn it w, T TN fisy iy ISR VRVER R By {44,
Thomans  Willis,  en 1689, deseribia ton aanon vy sanboman de o Ja

fiebre  lifdiden, sin emboran,  thicaote  onon oo confondin con n) Vif o,
En 1782  Ruxham  describio  las  dos  enfermedadiers feobrilen coiee eotidiades
clinicus  diferentes; la . fiebre  peleidn mabians (Geben Hoidem y

nervionn lenta Cito). Jenner &h fivin, €en Sy W o i e Fix

Cidentidad y o no identidad de bas Fiveterpr il oodic o ¥ tifusa",

demosiro (ue fas  tesiones  dee i placas  de Py y Nt o ol At

eran especificas de la  fiebre  litoidea,  Willicun Badd, o 1896, estn-

blecio aque  la  enfermedad  pra trannnilida a0 tveves de o aiitmenton v anuRy
contominadas con mater Focal NEoveripends e inghivicine enferato

(3%,36).

tberth, en 1880,  describin b e e e (hed Dreseidi Rl o "o
scceciones  histologicas  de ganglios  linfaticos  wenentorico, Y o hiaadn
de pacientes  con Fiobire Lifoiiten, Preiticr, e 1nnn, hizi o nriter

gislamicnlo  del bacilo & bastic e Lippee,
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tn 1895, Vidal deserituo Wy paesiaars e agdniinnas paoeifieneen el

suero (e pacientes oon faetiep RRIEERY $ FRNY Y S aplicocion en el
LY

giagnostico ge 1 enfermedad {391, L} peimera penunizonoidn EYperi-

mental con una suspension e micraaraanisa, vivis ije2 Sotmanegl s

typhi, fue realizada  en conejos  por Frangeol y o Siminons o oen fehe oy en

-

e

ratones por Bouner y PFeilfer en {

L.

inT. rithavich  posterinrmente omples
bacilos muerteos  con el misies  propasito. Lo anterior intagoe a0 wWiahl i
Inglaterrn y a Pfeiffer y Kolle an  Alemahiag, il enplear i) 1197 o

primera vez, vacunas inactivatdas  en  la dnmunizacien  de humanos,  Cuando

L
L}

€5108 vacungs s5e aplicaron  en ju tndia,  Caoipto,  talis y  Sudasfrica 5e
encontré uno  disminucian  siqnificativa  dede merbilidad,  aci como o una

atenuacion de los gintomas ©n los individuops vacunosdos (ue sufrieron

la enfermedad (27).

En 1625, -Besr‘édka propuso  ©l empleo  de vacunas  aplicadas pur vid
orol, hechas & base de hm:tnrias{ muertss,  Lits  VACHDAS Hioidieny  ¢lo-
boeradas con hacterias muertas ATV T glilizandose | gurante decados
5in concicers.c su efecty  protector real,  ya o aque zur. carecia  de  modelos
animales para probar  su  eficacta  y no  ae Joaraba relocionar el efecto
protector con algan indicodor eroiegico,

En 1955, bajo los puUSRICios de ia Organizacion Mundial dc. u
Salud (OMS). se realizaron estudios e Campo thy | Yuugosiavia, Cuyana,
Polonia y la Unién Suvietica, con el fin  de probar  da eficacio  de  las
vacunas preparadas a base o collas enteran e Saluwionel i ty/}/u’
inactivadas con | acetona  (vacunn X} y con  calor-fenol  (vocuna L), Uslos
estudios demostroron que o va@:nnn K fue 1o mejor ¥y 50 enf:n_ntrﬁ que 1o

protecciéon era mayor cuando  s2 aplicaban  dos gosis  (1H,32,71),



. bl

" puna

Ll hechd de Que las VaCyNoy parentersies npenenten efection colaterales
ha motivado la busqueda g nyevos inmunNoaenos protectores, Hosta la
" L)

fecha se  han estudiado dos VACUDAS  gue e pdimatran por Vi or ! y

que se eiaboran a hase gde  bactering vivas,  Una  de etlas s vlabora o

bose de una cepn ge Salmonelia ty it fependionle  de ewtrentomicing

para Su crecimienta Y olrn cion na mutrante deficiente en
UpP-4-galactousa epimerasi ( drasignada por Goermanier O Tyedis }
(30,85), Loo resullodos obienidos Cun bigr vacund hecha O hase te

. 1
bacterias estreptomicinp~dependionte fueron conlradictourios, ya que - en

. *

algunos cases  no hubo  proteceién  (49),

Los estudios realizados con ti VacHn do Bermanier 0N Cniplo

demostraron que proteqié al  9%%  de la peblacisn  vacunada  (29.37); Sin

5*‘

vl

embuergo, cuando se  aplice en  Chile, sr encontrée  que  con o lees dosis

administradas  (capsulas  con  capa  enterice), conodntervalos de &0 iy

dias entre  cada osis, 5010 e inducii protlececion del %! al 67%

(28).

Por otro lado, a0 han  esludiado los antigenos de superficie

_éspetzificos de Salmonetia typhi  como probables  candidales @ vacu-
- nas cor!tr'a la  fiebre _til‘ui(.lm;:: antigene somatico "o" (endoloxing Y/ 0
.._Iipopollsace’wldb), antigeno flagelar W y nl antigeno copsular "yin,
.'_‘.Du.r‘ante mucho tlempo se pensé que el anltigeno somatico 0" jnusba  un
;_'p’a'pel I_mpo'r'lfmte en la proleccion, por 1o que &g elaberé  una  vacung @
f'.b_ase" del (llighsab&rido de repeliclon del lipopolisachrido (LPS). La
'“'_pr.o'téc.clbn obtenida -Chﬂ esta  vacuna  fut  escasa oy de corta  duracien

(34,45),
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Con respecto il ontiqgeno Pletiodar AT AR LHi Frge demostrado e tumpoco

esla relacionado threctamentn on i3 it protector:s, Tully Y
L)

cols, (19062) observaron e o AT T I RO NS chaanres oh i cepa

rugosa de &, Lyphi, 50 incduaeon i (oduerion e anhlicuerposy contro

el antigeno "R, pero no ose obtenio peotercion o pesar o tay titilos

altos de anticuerpos antiflagelares {57,

La falta de refacion tle los anticuerpoy anti-Vi con un estado

inmune protector ha 510 demostrads © por varios investigadores

(8,34,68); si_n cmbaryo, otros eatudion revolarn nue Cf antiaeno My

+

L)
por st solo es capaz de inducir  proteccion  (4,73),
£n los altimos  afos, las  proteinas de  membrana  externa (PME)  de
las-  bacterias Gram-negativas han  adquirido  gran  importancia y diversos

investigadores han  enfecnde  sus  estudios  hacin el papel  que  desempedan

~en Ja relacién  huésped-parasito. Lta  importancia e eslas  PME se  pude

- entender gractas  al  estudlo  de  métodos  especifices  quer  permitieron

separar la  membrana  externa de la  citoplasmatica, Miura y  Mizushhng

gescribieron hor primmers ver ¢l pislonnento (4 fii Ineir o6 exteerng (e

Escherichia coli gmpleando esferoplastos peeposrados con Hisozima y

COTA;  esltos  se  lisaron por  chogue  osmoetice v o posteriormente  s5e SeDard
L]

en - un gradiente de 5acarbsa lo - membrana  externa  de la  citoplosmatico
'_(’52). El melodo anterior fue modificado por Osborn con el fin de dig-
‘mlnuir la  cantidad de LPS en las  preporociones  de  PME (65).  Schnaitman
Cdescribldo una  metodologia mu.‘.rrvit;: lia prepoarocion do tza:rur;m!azs;tosfa Y
~consiste  en el rompimiento de  las hactlerias en una  proensa fhancusu.
seg‘(iido de .la sm!imentacifm' de la.mwmmm cetutae vy de ba solubili-

zacion  de la  membrana citoplasmatica  ocon un detergente  no  ionico,
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La  ldentificacion de bar j it e, Bizty e SIYRIEIEE it crocteotwresis  en
geles ge poliacrilamida,
Ay
Schnaitinan fue el pritneeQ e h b O g tup Eascherichia ¢l

contenia una  proteina principal, g cual conntilien 1 70 " ae las

proteinas totales de la  membrana  (77), poco  despues, &y olroyg inves-

L

ligadores demostraran por electroforasiy VLS £ reatidod P cuatro

(7,37). Schritgyes Yy Hoenning v e orn Ve TIRCANCRRIT? P e, e
electroforelicamente 5€  hudia sEpacat en dos o baneas o (16, Ao tyahmente
se  sabe que el ndmero de das o PME ©5 vurimzh: v depende  de o inforinas-
cion  genélica _tie la‘ bactersa vy su ux;srr'si'c'm pre e ve.r*se afeciada por
factores tales  como las  coendiciones de  cultive tompoeratura,

Les PME que mas se han estoudinda son las de [, ety &

typhimurium,

DI Rienzo, HNakamura e Ilnouye en 1978 vy Osborn y  YWu o en 1980, hicieron

una revision extensa e 2llas Yy 185 claasificaran £14 proteas pringi-

"pales Y menores (20,66),

Las proteinas principales pueden eotor xpresanias con mnis e

{00000 copias por celula y 50 han deserito alrededor (o 10, = sin

cmbargn, generalmente 3010 oo exXpresan Y, Dentro 5“‘? las proteings

'_‘-_'pr‘incipales s5e encuentran:

1) Proteinas matrices ©¢ porinos (Omp ¢, Omp 0D, Omp F, pho F£),

forman - poros de  difusibn  que  permiten el trasporte pasivoe  de sustan-
Y |

- cias de bajo  peso  moleculor o travas  de o o membrang o (B6),

¢) Proteina modificatile e el ralor { (i Al thvelucrada en

“los  procesos de conjugacion y  actus comwo ceceplor para Taans vy colici-

nas (16,17).

L e A N i i bt Aot i it
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3) Lipoproteana e tiraun, b CHrod “nis ot povalontoemente i) 10

peptidoglicana Y cuya funcion oy b dv monlener o inteursiiand estruc-

ty

tural y  funcional  de o mwmewmbranng (8

En la figura 1 se iwestra  Jos  componentes  de  fa envoltura  celular
de las bacterias Gram-ncgotivan y  ¢n da figurd 4 la  oruanizacion  de
las proteinas de membrana zzxwrn'a.

Con respecto o lgs  proteinas  menores  se ha demosteade aque ellas
intervienen como gcarreadores  en el transporte de  sustancias de  alto
peso  mojecular Y que estan  relacionadas t:ufx 1a (i.ivisi()n_ celular,  Entre

ellas  se encuentra . la danica proteina  de membrana exierna oue  liene

L]

actividad de - fosfolipasa A (20,56,0G).

Debido a la localizacién de las  (PMEY  sobre  la superficie  de 1as

‘Bacterinas Gram negativas, estas  han sido considerades  como antigenos:

importantes en la induccién de  ung  respuesta iwmune  proteclords, siendo

141 vez, las Porinas las proteinas renpongpblen (e 1l proteccion,

Ffrasch -y cols. encontraron que las PME de Neisseria meningitiois
grupo B eran  buenos  inmundgenes cuando  se noculaban @ conejos, Los
anticuerpous anti-PME presentaroun detividad bacltericldo in viltro

mediado por complementa (20).

Buchanan y Arko demostraron que el antioeno capary  de proteger @ chiin-

pancés contra fa uretrilis  aonocéccica  entabao presente  en o membrana
externa de Neisseria gonorrhoneae (9.

Posteriormente, demostraron que los  protenan  de dicho membreang o eran
las que conferian la proteccion especifica en cobhayoes o luos que s5¢

habia inducido una infeccion qopococeicd cxperimental (9).
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La respuestia inmune cehylar consioie vn ubie ot ot rod e
interacciones crelulares quo Hc 10t {0t ] Catlariog fej antiGgeno por
ay
las celulas el sistema faaocitico monongelone, Lus macrofanoes degri-
adan los fracciones antigenicas a pentlidos e menor {amano (94)  don-
puas, por un proceso no Liern doefinido LY prnsan 2atns frogmentan DHIEES
noganicos en su membrana on conguntn con agtivoproteinas e superfiome

codificadus por genes de Cclante H pied sinlema prangipal (e birtauompi-

tibilidad (denominados I-A1-T) £ i} Foton y (0P, DG, DR) en ¢l

humano, Solo entonces fnr, linforiiog T caaperatdores reconacen atl

r

antigeno e tnician una respuecata contra ol Despuays  del recanocimentao
antigenico los lHinfocitos T4 s0n activadorn y las clonas especificas
contra los diferentes epitapos s5an expandigas; Conn consecuencia,
eslas  células  secretan  una  serie  de  Tacteres  solubles de comunicacion

celular (linfocinas), entre los cuales 56 encyentra iLe cuya funcion

principal 0S actuar CoOMmo factor de crecinento e infocitos T, Olra

linfocing secretada por los linfocitos T4 es el interferon 'gama (92).

Este tiene varios afectos bioléuicos sabire diversos tipoy celutares:

- efecto antiviral, activacien de macrofegos y BCtivacion fie diversos

genes entre los cuales se  cncuentron  les  del sistema  principa!l de  hise

tocompatibilidad.

~ Algunos estudios lHHevados a cabo con Salmonella typhimurium

indican la importancia de I8 inmunidod  celular para el control de  bsta

Infeccién. Se ha demostrodo qup la presencio de intmunidod celular

(hipersensibilidad tardia) contra antinenos proteicos tir Salmanelta

t_)'/.mimurium. estld en refacion et COo t:1 nivel (o protecciaon

contra la enfermedad.  En un moedelo nuoine  de Fiebre o tifoides  Collins y

L A | e — . e s n | aem | ol Mgkl e Wowp
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Mackness encontraron 1na estrecha polutien entre £ Hesarerollo e
inmunidad e hipersensibilidnd retardada (N1 despues e R inmuyniza-
e

ciéon con dosis subletales de Saelmvnella (41,«2).

Otros estudios en ratones indican Qi por medio (e transferencia

pasiva de linfocitos T eapecificos contre antiaqenos o Salmounella

typhimurium £S5 posible conferie resislennin i rolones no inmuniza-
dos.
£l principal problema para el estudit de o ficbhre tifoidea e

que 5. typhi es patogens  solo on o humanes  y o chimpances  (23), Debhido

+
L}

a esto, se tiene al ratén como el wejor oodelo experimental,ya o que
présenta uné - Infececién  natural  muy  similace o 1o fiebre tifoidea  humano
(6,51,87).

.La Salmonelogin  muring igual  aque  en o ol nhowbre  se o lransmite por o
Ingestién de alimentos 0 anuo contominados con heces de animales
infectados o portadores  (81); dospubs (e aque I infeccién tiene  tugar
por via oral, |a bacteria coloniza e intesting (ielgadn 5in causar

sintomnas apreciables, p(::}tur'iw-:;nmte. eston bacterios entran il tejido

submucoso atravesando el epitetio  vellosn ¢ o lraves de las célulos M

de las placas de peyer; de aqui, se diseminan  por  via  liofatics  a  todo

el torrente circulatorio y slstlema fFagocitico mononuclear, donde las

bacterlas son fagocltadas por macrofagos  de bazoe e higado  (células  de
Kupffer). C[Cstas = ceélulas son el principal  sitio  de multiplicacion de 1o

Salmonella en los slguientes dias  de la  infeceion (12,%51), Hu mul=

"~ tiplicacién tiene lugar intracelulormente, proteaiendose (e Ins anti=-

cuerpos y antibisticos (51). La cantidad de haclerias en  higoado y  bazo

~llega a ser aproximadamente de 108 Uqcler‘ias/érgano, 1 infecclon
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nyede llegar a presentar ungG Dactorion dinuntiotabloe ¥ towemip Proe-
ducieéndose rapidamente la muerte.
by

La Salmonelosis  murina  puede sere dividida v dos fases: Tase  Lemn-
prana (menos dr 10 dias de  infoeocion) oy fose  tardea (mayor o 100 dias
de infeccion): (58,84),

£l periodo de incubacion de  la Salmanells  typhimurivm oy de 3
a 6 dios. La Salmonelosis NG puede Varin tHesde Wi infecoeion
leve con  signhos clinicos a una  enfermedad aoguda Y fatal, Los ratones
se muestran menos activos, adoptan  una pn's,mrn encorvada con  disten-
cion abdominal, pelaje asperau, perdida i P Lo, a veces  diarred,
espleho:neg;alia, hepatomeaalia y infadenopalg (A1), N todos l0S
ratones lteqgon a sufrir salmonelosis  al roeto ;on 1a hacteria, studios
anteriores han demostraodo que 1a  resistencie natural, &  un numero  de

diferentes ggenties infecciosos (bacterias, hongos, virus y protozoar-

i0s) esta controlada on parte,  por ly constitucion genetico (drn cada

ceps en poarticular (64), unejemplo (e tiil contraol  gepetico son  los

diferentes grados ge susceptibilidad i Salfmonella Lyphinuein m._

.Benace.r'r'af y Cermain (1978), MeDevitt (1970), Kiein (1975).. y
snell (1976), demostraron la influencin dgel t:Uinplc,io de histocompati-
bilidad en el ratén (H=2) sobre 1o susceptibilidad 0 resistencia  de
diferentes cepas d.e roton a infecciones hacterianas  (93),

Otros | grupds. adéemas e tog anteriores, han caracterizado
Q’enét‘icamnnte la resistencio innata i Satmonella typhim'ur.'ium nn
'ce'pas de ratones. hibridos (Plant y Glynn 1976, Hormaeche 1979,  0,Brien

1979,1986; Robson and Vas 1972.)
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En ratones singenicos tocutadous por 13 UG rita, sE Vi una

susceplibilidad viariable dependiendo s Cida 00 £ prar breutar il
L7

reto con  Yalmonella r,y,nnimr;r"x‘um. Por egetigang Se dermaro HUe D
fas  cepas CB7BL/6  y  BALB/c  da  LDYBO  parenteral pard  una cepd virulents
de SJdyphimurium era de menes de 100 bacteriaos oy para A/d, CBA/J  y
C3H/Hed la LD50 era mayor de 1.04 bocterias (57,61)., Csta diferencia en
la 'rcspuesta del ratén a Salmonella typhimuyrivm, sirve  como  modelo
para ¢l control  agensético  de 1o resistencis g ordanismoes  infecciosos Y
para cvaluar los mecanismos e immmiumi‘ i fiebre Lifutdess, olros
mecanismos efectores tales como prnm:u:i‘én ge anticuerpns, inmunidad
celular, actividud fagocitica y capacidad bactericida (et moacrofago 56
han considerado (69).

En i regulacion  del sislema  inmune ¥y en el control aenético @
Sc'.illflmnf?/n.sis,‘ participan meleontan cotht iradan poe aenes, o algunas

de las cuales  son hallalpg girntro e yn conplooan Hamadn  sintoema Prin-

cipal  de histocompatibilidad {(MHC},

COMPLEJQ  PRINCIPAL  DE  HISTOCOMPATIBILIDAD,

El  sistema  principal de histocompatibilidad 518 Formado por un

conjunto de genes que codifican glicoproteinas que 5e expresun spbre

la superficie celular en togdos los vertehrados,

Estas moléculas 500 impoartantes para ol reconocimiento paun y de

senales entre colulas, gierciendo regulgeian en 1a Hseryguinacion
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entre i0 nronio Y fet bt ann TISEN Harte frod prvedentnelng i shamnbe i
principéal ge tmstocompatilirtig (+13 ('} AR N Y ta AU . Py il

Pe

esta  situado en el cromoesoma Y (4,11,2H,67 82y vy eh i Nthnano 08 ¢l
HLA  (human  leukocyte an’tigens) situade on el cromogsoma 600 (4,67),

1 descubrimiento de ins moleelas (e histocompalibilidocd [Ir oviene e
a0y campos giferentes: £l lr'nnbp;arm: y f i intmuynoaenn v, lor pritn-
eros fendmenos de transplaontes s tudiados Fuet o con eoefulin tutpraley
en ratones; P, Gorer comprobs oen cepas  endodaaican de ratones el fun-
damento intnunoléeyico do las  reacciones  de l|f‘|”.ffi£31,}fe"!f1tl? Y detlerming que

las protelnas de la superficie celular  eran  los  antigenos  responsabiles

del rechazo del transpiante, A partir de 1930  se  oebluvieron s nrine-

~clpales conocimientos sobre la  wen6tica y  los  sislemas  de  histocompa-

tibilidad  (14)., Luego, Peter Medowdar  vio  estas  observaciones  eninjers-

108 de piel, demostrando nue £i 11 alonderto mducia anticyerpon B
rechazado como resultado de la inmmunidad cotular (4,53). Mas torde,

los estudios de shreffler vy J, Klein stmplificaron el sistema H-g y

reconocier‘on que méas ge  un Joci  era  responsable  de lus  diversas  roeac-
-ciones, ademsas demostraron o region S e codifica para moleculas

clase Lt

En esta epoca, ~eltransplante  clinico inicia ~ su  desarrolic con  tos

estudios de J. Dausset en 1958, aquien describi6 la presencin de anti-

cuerpus contra 108 leucocitos humanos en ¢l sperop de personas que

habian recibido varias transfusiones, en mujeres multiporas y volun-
tarios inmunizados con leucocitos (4,11). Pasteriormente, en tis década
de los 60 con el estudio de F.Ailty se  vie el efecto  regulador en las

interacciones celulares por parte del H-2 _en 18 resistencia ol virus
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de la leucenia H1 un mociofo i 5t HATRAN FRI Y trennn, fan elnotor b

Benacerraf Y Mac.Devitt aelaraeon el FURCIon i1} facias f thel MHC
ey

en la respuesta (e animales prdoanmicgs i aibhgenos proteicny, encon-

irando que a un nismo anliaenn {(NPNP~poji-L-tisina) I reospuesta se

podia predecir de acuerdo it S0 et s e respuesta intne {(Ir)(3,4,5Y,

El compiejo -2 enly f..'f.;:n;;tilmm» por trey tipos (e molaculas:
clase 1 clase 1 Y clanse i, Ny RN eelan comprendatan gentro (le
5 regiones (K, A, [, 5 DL ’

Los g;enes clase | estan contenidoey fm' baove reqgiones ¥y Dy las

genes clase I en los  regiones Ay U (reagien =A vy =D} oy las o genes

clase I en la region 5 figura 3.

Moléculas  clase 1
Los genes clase [, anles Conociuus COomo antigenos definidos

serologicamente (5D}, estan Localizados en cuotlro loct definidos

genéticamente = como: H_-EK. H-2D/H-2L, Tio Y Qa-2,3 (11,25,067). Los

antigenos K y D se Jocalizan en la membrang de la  mayoerio  de las

‘células nucleadas (con excepcién de las  celulas musculares, neuronas Y

endotelio corneal, estos moleculas clase I son  reconocidas  por

Jinfocltos CDB8 (T citotoxicos) cuando las célulan se encuentran  Infec-

"tadas por  vlirus,

Las moléculas clasell 50N ltamadas anligenos Ue truspltantes, tiebido 3

que se descubrieron como resullados de estadios  de rechazo de tejidos

tanto en ratones como  humanos,

e e we= e o . - e Bl STy afali S § "
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Son glicoproteinags inteorales i P FH i e Fil suporficie celutar;
cada wuna de las moloculas clase | esla  compuesta  de  una  Cadena pesada
y
alfa de 485 Kd cocificada en el cromosomo 17y una  cadena  ligera Ha-
mada Beta 2 microglobulina de 12 hd  Ja cusl es  constante y o es  codifi-

cada en el cromosoma 2.

L4

-

Estas dos moléculas fermon un  helerodimera  en la membranyg  celular Y
estan unidas entre  si por uniones no covolentes  figura 4,
'
Moléculaos clase  [1: '
Los genes c¢lase |l estan en la region |y se  subdividen on %5 {oci

(I=A;  i=E; I=J; [I=8; I=C); Ssulo on =N y I=-L se  identificoron o pro-
duclos de genes, La subregion J=A continng tres loci que codiflcan
para ‘las cadenas Aa, AB y E£g;, wientras  aque o subredion 1= cnntiene
_e_I locus que codlfica para {a  cadena  Ea.  Unao célula  procedente  de un
:célula endogamlca_ expresa potenciatmente dos polipéeptidos ciikfer-enles
‘de clase I AGAB ¥y Eo,EB  (4)

Estas moléculas clase |l son reconocidus por  linfocitos T coopera-
dores(CDR4) 'y se hallan en Ja superficie de  Jos  células  que presentan
.-antigeno .como los macrafagos, linfocitos B, colulas  dendriticas  y  tame
_'blén en linfocitos. T activados;, Las rmoléeculos  clase I} figqura 5 con-
Sisten: en dos peptldos o y B, la coadena alta de 30 Xd y la cadens . bets
de &7 Kd, unl.das no covalentemente y ambas  codificados  por el MHC,
"estas dos cadenas atraviesan 18 memhrana plosmaticuo Yy cagn codeni
"__ponpeptidlcn estd compuesta de dos  dominios (ot y a3 By B2)  los
- cuales son extracellulares; aimbas cadenas _son  polimérficas, aunque hay

EO
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mas variacion estiructural en ia cadena 3. Fstns moléculas clase 1] 50

requieren para la presentacion  det antigence o celulas T, en 1o cooper-
[

acion T/8 para producie gnlticuerpnsg 1% en interagccionas de requlacion

entire celulas T.

Moltoculan clase 1l

Los genes clase Ml se encuentran en o reqion  § v codifican  para

la  estructura primaria de las proteinas  del  complemento C2,  Factor B,

»

C4a y Cdb., Las moleculas  clase U estan Sormadas  por castro aenes qQue

codifican  para  dos  proteinas  de  bo v clasic del complemente €2 Yy C4

Yy una de la via alterna que es el factor B. Kl gen que codifica para

€4 se encuentra duplicado (C4a y C4b),

Ademés, se encuentra un marcador el cual s el Slp, este tiene dos

alelos - Sip9 (sl esta presente) y Sip® (o na o .ests presente) este

marcador e5 upa  proteinag  limitada @l sexo,  pues  se o encuentrs general-

_mente en suyeros (e ratones michos, esta Humtacion sexual parece Ser

Qn efecto hormonal (67). Ad_emas, s5¢ encuentran dos genes que codifican
';_Hp__ara la  2i-hidroxilasa (21-0H-A y 21-0U-B); en resumen, e} orden de
"es.tos genes .en la regibn 8§ es el siguienter  21-0H-B, €4, M-0H-A, S8ip,
_'.BF__ y' C2 ; hay una organizacion .ﬁif'sliiar‘ en o reaion .'.clasc: M del com-

"f'pl'eJo HLA  del humano.
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CONTROL GENETICQ A 1o inveccion de  Satmaoneita typhimerivmn  poe

los  LOCUSLG  ty, Lps oy Xid,

L

La respuesta de los ratones a la Infeccion por Salmonella typhimu-
rium (lifoidea murino) esto controloda acdemas e sistemn He=e, hor
ja expresion e tres 10 no pertenecientes (1] S LG He¢ PGy cuales

son: locus My, Lps y  Xid,

Locus Iy:

£l locus Ity (inmunidad a typhimurium) 5La situado sobre el

cromosoina 1, controia el crecimiento inicial (e Ho Salmonelfa lLyphi=

muriuvm en sisterma fagocitico mononuciear (Lo & M gado), despuds

del reto intravenoso 0 subcutaneo con Falmonella ryphfmurium_

'(_Plant. Y Glynn,1979) (54,57).

Este gen dominante no wunide ol H-2 es el regulador .primur‘iu de la
résistencia inata 4 la gsolmonelosis, debwlo o aque el alelo de  suscep=
tibilldad (HtyS) y el alelo de resistenciia {(ty™ estan distribuidos
cntr*é todas las  cepas de  ratones  singoenicos,

El  gene Ity puarece estar oestrechamente relacignado con los genes

.'__'que' regulan la respuesta de ratones a Leishmania donovani  (Lsh),

Mycobacterium bovis (Beg) vy a Mycobhacterium lepraemurium (Lnr)

(33,63,83).
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LoS ratones nomocigntaon Do ! Slelo S HE fonriero )i suscentibibidad
(ItyS/ityS) no pueden conlrolar 1o replicacion tegpeana de la Salmo-
nella en bazo e  higado y mueren  tempranamente  (menos  de 10 dias  de
post-inoculacién), observandose ademas un  atmentn  paralelo en el (eSO
del bazo (Plant y Glynn t970) (70); fHentroy fos ratones rosistentes
(Itylf /1tyS 0 Itylz1tyl) pueden controlar bhien ) crecimiento
bacteriano en el sistoema Fagocilico mononuciear (82).

La célula efectora para I t:xnres:.ilbn el alelo My en el

\

macré6fago (57,70). Algunos de los  hallazgos auye  apoyan  esta  teoria  son
105 siguientes:
1} Los Linfocitos T no se  aecesitan para la  resiriccion del  cre-

cimiento temprano de Sayphimurivm, PRtUS estudios 50 realizaron

en ratones atimicos onu/nu  del  Teonotipo  Hy",  en  los  cusles se  observé

un eficiente control de)l croecimiento bacterignp (Meteall ¥y 0O'Rrien

1982); (67,58).

¢) Maier y Oels (1972) reportoron  que los macr6foeaos  periloneales
de los ratones BRVR, los cuales eran Nyt destroian o Salmonella

typhimurivm megor que los macrofayos de  1a cepa  BHVS  susceplidle &

‘Salmonella ('57).

Locus Lps:
El LPS es un componente integral de 1y membranag externs de  las

bacterias gram-negativas, posee 1N amplio vspectro e aclividades

“blolégicas (fiebre, hipoglicemia y necrosis tumoral) (59,91) y Fun_—

ciones inmunolbgicas representando Si, a la gndotloxing Yy ol antigenc

somatico 0. .
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Clasicamente, el LPYy °Y COtC i e tn anlraeno mdependiente

de células T (19), siendo it oaeno e iinfucitos 3 (74,84}, el
L

lipido A puede actuar  como  adyovante  doebido o ia o capacidod  de intlucir

mitoygénesis en celutas B {(79,88),

Estudios tde Zicaler y olros Ny vitslo aque cl LPS auinenta Ji3
expresion do lo) molecula /& c;n macrofagons peritoneales (91).
Quimicamente, el LPS esta cormpuesto de tres roegiones .w‘*iru_:i:u;ales: i)
Polisacarido=0 el cual 8514 covalentemente  unido 0 el Ccore (nocleo),
el cual a su vez se encuentra  unido ol lipifju A via un  trisacarido de
&cidto  2-ceto-3-desoxioctanoico  (KDO)  (79),

Estudios genaticos haon  demostirado  que o respuesta il LPE (endo-
toxina) en cﬁifer'entes tipos e celulas esta  controfada ;ltls"’ in eXpres
5i6n  del loci Lps (2¢,745,91) cl Cral S encyentra i ] mitad ded
cromosoma 4 (86) estrechamenle unide ol locus  de  la o proteing urinaria
mayor __(Mup-—i) (61,09),

Los  ratones que son  homocigeles o helerocigoios para el alelo
normal  Lps"  (C3H/HBFed, BALB/e, CH7BL/6)  responden  a  bajos  dosis de
endotoxina, mientras lus animales que s0n homoecigotos uéwa ¢l alelo

defectivo  Lps9  (Can/Hed) no  responden o LPS,

Los  hallazgos de Sultzer en 4958, donde el raléon C3H/Hed  era

“resistente a los efectos letales del LPS, proporciond un  modelo  impor-

tante para. investigar el control  genélico de la resistencla a la  endo-

~toxina (13,14,31) tanto in viva COmo in vitrao (86).
‘La baja respuesta mitogenica de los ratones GOH/Hed @ LPS  se  ho  visto

- gue es intrinseca a la ceélwla B y no se debe a la presencia de  celulas

~supresoras o0 a |a ausenpncia de celulas T qooberadoras; Ademéas, hay evi=-

¥ e A et e s math o ssssedihefel Smal . SED SN
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dencias que  sugieren  que  la  interscuion el PR con tas o ceiulas B de
C3H/HedJd produce una SeRal inhibitoria masn aue thiciar \Unii oclividad
L)

celular (31},

Por olro lado, Ilas celulas de bazo  de los  C3H/Hed  responden  normal-
mente a otros mitéoenos de celulas B, Ostos resultados  indicon que la
respuesta del Linfocito B 3 LPS- envuelve la  interaccion  del  LPS  con
componhentes especificos de 1o membrans, los  cusles  son delfectdos0s  en
los ratones C3H/Hed  (90); Aunque pslos ratones no  responden a los
efecltus mitogenicos y  policlonales del LPG Eeﬁ%f}) se ha  visto gue  dan
respuesta 8  otros  mitogenos de  linfocites B comu  son el Sulfato
Dextran, Poly=-] y PPD (14,31,80) Ademas, non gltamente cuseeplinles 4]

infeccien  por  Salmonella typhimurivm  (86) o  pesar de  ser Ity"

(61). Esta susceptibilidad parece Falar controlodo por el alelo

'.Lpsd (86), 0'Brien y Rosenstireich proponen que la  multiplicacién

no controlada de S.¢typhimuriaum puede  resultar de  la ncapacidad  de

los macréfagos Lpsd de ser activados  por el LPS  solre  la superficie

‘celular  de &, typhimurium  (B6).

“Locus Xid:

Este tercer Joci es un  alelo  recesive ligodo al  cromosomia X con-

fleriendo susceptibilidad a 18 Salmaonella typhimurium solamente en

pocas cepas de ratones (CBA/ZN)  (62).

La  susceptibllidad Innata 0 S.typhimurium en estos ratones es
una consecuencia en la respuesta tte anticuerpos (la G) disminuyida y

retardada a la Salmonella (inmunodeficiencia).
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£l hallazgo  de que por  to wenos  tees genes goebiersan b respuesta

a S.typhimurium en ratones sinygenicous, sugiere aue ol resultado
[

1

final de infeccién (sobreviveoncio 0 muerie) 06 Hoterimmnado por N
serie de evenlos inmunotoqices vy aue un defecta en cwalmnerda de eslos
pasos puede resultar en ] fijer o (e il Por 1o tanto, n jdenti=-
ficacion de los productos ge (“,'I;H}.‘;s genes fif resistencio & B 5.
typhimuriuvm es  importante 0 In definicton o fan interocciones

huésped-parasito (59). '

D



OBJETIVO PRINCIP AL,

L1

-Determinar la respuesta  lnune celular y  humoral g porinas (e

Salmonella typhi a1e,vid £n diferentes Cepns the rotonesy

singénicas d nivel del haplotipo He, Par i poiter emplesr ] W ior

Ay

modaelo murino en In Induccion de  proleccion i fichre tifoideo,

S .

: !

OBJETIVOS  PARTICHLARES,

- Alslar y caraclerizar  PME y  porines de  las  siguientes  cepas:
Satmonella typhi g.12,vi:d, Satmonella typhimuriuim y .o
-t ~ - Yaloracién de la  respuesta - inmune celular y humoral = A las
i g,guf ’ ) . . : ;

- Porinas de las diferentes  Enterobaclerias  yo mencionadas,  on

(g ) A )

‘diferentes cepas singénicas murinas a4 traves de  transformacion  blas-

. tloide 'y la técnica de ELISA,

qt»*v

"’”‘ - Determinar la respuesta i Hpopollsacarido de S:Hmmmlm
¢ typhi  en la  cepa que no responde  (C3H/Hed), la cual es Lpsd, Ity

' comparable cun otras cepas de ratones  Lps",
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) METODOS  BACTERIOLOGICOS Y BLOMHMICOS:
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5: 1.1, Cepas Baclerianas:

g?f - | S¢ empledacan las siouienies Cepan Safmonelldad Pyprhd (ainlada
de un paciente con fichre Pitoidieray, Satmonella Lypliriuriune
(IDHQU&J uur‘. el Instituto Hacivonal mr. Hiqrene y Lachericnia  Ccoli
Ki2: donbda por el centra ie Invesligacion Bobire Ingenieria Genetica

y Biotecnologid, UHAM, Cuernaviced, Marelos,
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,2.)  Cepas murinas  singanicas
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Las cepas singenmcas utilizadig funron pbtemidas e Jacksnn  Labo-

ralories, Bar Harbor, Maine. De estas cepas  se  derivaroen  les  hibridos,
.

cuyo entrecruzamiento ¥y crionza se realizo en f;l Riptorio del Labora=-

torio de investigacion sobre antigenos parasitarios del instituto

Nacional de Higliene,

Ltos ratones fueron inmunizadmé. con 30 wy de Proteina de Membrana
Externa (PME) de Salmonaella typphi Q. {2, Vird en s0lucion 5alini
fisiolégica via intraperitoneal  (i.p), los dias O y 7, al  mismo  tiempo
se tuvo un grupo t{estigo, c¢f cusl fue inmuni‘?aan en  los  mismos  tiempos

con solucion salina Fisiotoyica,

.3,) Cultivo de bacterias y cosecha  de  Jags  cepas  baclerianas:

1.3.1) Las bacterias empleadas pora Ia  obtencion  de PML vy pori-

nas ae cultivaron a 370C durante B n. (fase de t:recimientc,

logaritmico) en medio minimo A  suplementade  con 04 de  oxtraclo de
levadura y 0.54 de glucosa, on un  incubador  rotatorio (Hew  Brunswick

sclentific Co.) a 200 rpm. Posteriormente, las  baclerias se  cosccharoen

- por centrifugacion o 1650 X g durante 15 nin. g 40, Lo pas‘tilla-
“bacteriana se resuspendlé en amortiguador de Hepes 001 M pH 7.4, con-

servandose a =-200C hasta su  uso.

1.3.2) Las bact'er‘ias empleadas  para  la  oblencion  de .LPS 5@ culti—'

varon duranie 18 h a 37vC  en tioglicolato de  sodio (Bloxon); post-

. erlormente, las  bacterias se cosecharon por  contrifugacién, la  pas-

tilla bacteriana se secé con acetona vy se guardé o lemperatura

ambiente hasta su  uso,
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1.4,) Obtencion y aiglaiento de  las pratesngs de mkobinandg

externa:

L)

La obtencién de PME (e las cenpas trobigjadas 5¢ realizé e
acuerdo a8l método de SGchnaitman (78), parp  elo las  bacterios coasecha-
das en la fase de crecimiento lo'garmnic:o st ajustaron o una absorbon-
cia de 1.0 8 660 nmy posteriormente se  rompieron medionte  sopicacién A
180 watls (Lab  line UNratrip Labsonic syslem  sanicator)  por periodos
de 2 min en bado de  hielo hasta  disminuir 'la absorbancia a 0.3, Pora
eliminar las bactlerias enteras de la susnéusién sonicada, ésta  se en-
trifugé a 7000 Xy durante 1% min, del sobrenodante se  sedimenté o
envoltura _celular por ultracentirifugacion a 200000 xg/45 min a 40C (L9

80 uvltracentrifuge Beckman Instruments, Inc.), el sedimento s5¢ solubi=-

liz6 con Triton X=-100 al 2% en Hepes 0.0 M pH 7.4, Lo froccion insol-

‘uble en Triton X=100 (membrana externa vy pentiuoglicana) se  sedimento

por | ultracentrifugacion en las condicionges antes mencionadas y  paras
lograr 1@ extraccién de las PME  se resuspendie en Tris-HCL pii 7.2 que
contenia Triton X~100 &l 2% y 5 mM de EDTA, se incubo m:rante. 10 min a
3700 y posteriormente 5@ ultracentrifuygo d 200000 xg/.45 min,/200C
(78), Las PME se recuperaron en el sobrenadante .y se mantuvieron a

-700C hastae que se ulilizaron,
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9] Obtencion Y purificacion e LU, nor peLlusion molecu-

fars
-
La obtencién de porinas se ecfectud  empleando el metodo  descrito
por Nikaido (BG). Las Dbacterias  cosechoadas 1 la  Fase de crecimiento
logeritinico, se  ajustaron a wuna densidad  optico e L0 a8 660 run,
posteriormente 5€ rompicron por . sonicacion (Lot line Mitraterip Lab-
S0NIC systein sonicator) @n poeriodoy de tos minglon th Lano (e hiclo
hasta disminuir la densidad o6ptica a 0.3, " Seqguido de ta eliminacion de
jas  bacterias enteras poer  centrifugacien o 70'00 xg /1B min, g envole
tur‘_a celular se obtuvo por ultr‘acemrifugacién g {00 000 xy/30 min O
200C, eésta se solubllizé en Tris 10 mM, pH 7.7 adicionado de 5D al P
y “se  incubd 30 min A e, vy o ose  oltracenimfuon ndevamente,
El_ sedimentao 5@ sometlio a uha sequnda sulubiilizacion e2n lay condi-
ciones descritas anteriormente y  por  ultracentrifugacion se  obtuvo I
peptido_glicana. las proteinas unidas a ¢lla 5e extrajeron incubando .2
h a S?OC"cbn iris 850 mM, pH 7.7 adicionado de 2% de S§S0DS§, EDTA 5 mM,
NaCl 0.4 M y 0.05% ge - B-mercaptoetanol;  despues de  centrifugsr !.00_
000 xg/SO min/250C; el sobrenadante se pasdé o través de  unag columna de
Sephacryl §-200 (80 cm x 2.6 c¢m, Pharmocia Chemical Co.) {:otfurw velo-

cidad de Flujo de 4 mi/h.
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2.) METODOS ANALITICOG:

Ay
A, Determinacinn e Ligopolisacariiuo (LPS):

Na

£l contenido de LPS presente en  los  preparaciones  de PHME  y  porie
nas s5e determinéd de manora indirectn cuantificando ) contenido e
acigo c~-celo J-desoxi=octulosonico (kD0 seqgun ol metodo e Karkhamb

(40), Empleando una curvae patron de  KDO

2.2.) Cuantificacition e proteinas:

La cuantificacion el contenitdn  de  proteinas tanto en lan

preparaciohes de PME {obtenidas por Hchnaitman) como  en las  de

porinas purificadas (Nika'ido); se realizd e acuerdo al metodo de

Lowry (50) empleando albamina sérica boving  como  proteing  de  referen-

cia  (Sigma  Co.).

2:3.) Electroforésis en aeles de  pollacrilamida  (8DS-PAGE):

‘La 8D8-PAGE de PME y porinas se realizé en una unidad electro-

forética para geles verticales en placa (LKI3 Instrumenis) on contdi=

‘ciones  reductoras Yy 5istlema ge armortiguadores discontinuos (48). £l

gel separador contenia 1.2 YA de  acrilomida, 2. A de bis-acrilamida,

049 % de SDS en omortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 8.8

T Mt e S ey, S i— -l AN o
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~mente toda la noche a 40

£1  gel espaciador cantenra  H 4 e acritaninda, 003 % e his-acrilamida

0.4 % de 8DS en amortigundor de Tris=-HCH o425 M pH 6.8, Como  amorti=-

[ 7]

guador de rnuestra se wsod  Tris 042G M pht 6.8, que contenda SLS Al o %

L

B-mercaptoetanol al 5 4, alicerol ) 10 A y azul de  broemofenol al

0.005 A , El corrimiento electroforoctico se Hoevo @ citho durante

+

aproximadamente 6 h, empleando 30 A pur plasa y  como  amortiquadoer  de
corrimiento  Tris 0.025 M, glicing 0,192 M, oG ol o.r ufl 8.3,
Posteriormente, Jos geles se tineron  durante 4 h en  wuna  solusion  de
aul de Coomasic R-250 al 0.2% “ en " metanol-acido acetico-aygua
(45:10:45). 5e destiteron empleando N solucion e melanol-=acido

acético-aguo  (H5:10:85) hasta que ol fondo  del agel fue transparente,

2.4.) Cnsayo Inmunoenzimalico en (ase  uolidar - ELISA,

e B it A

Para deterininar 18 presencia le anticuernos anti-PME y anti=
porinas en el suero de los  ralones, se  empleo ol o metodo  de  ELISA (24).

Para ello, se recubrieron placas de potiestireno ge 96 po7os (Hunc

Co.), con 5,0 wg/mt de PMLC, PORINAS ¥ LPS  en  awmortiguador de  carbonpe

tos (carbonato/bicarbonato de sodio pH  9.6), 2 hrs,a  379C y posterior-

2

. Una vez tronscurrido este tiempo, se lavo

% 4

dos - veces con PBS-Tween al 0% (PBS-T) y =wme llenaron los  poros  con

'.sqlucléh de bloqueo (PBS-ieche  al e4n) oy o ose dejaron  dos  horas @ 370C,
Juego , se agregd 100 pl de los sueros oroblema y se incubod  la place

~duranie 2.0 h a 370C; después de cualro lavados con PBS-T se agregaron

100 Ww! de conjugado (inmunoglobulinas de | cabra anti-inmunoyglobulings Y
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se incuboe la ploce 45 h o 379C,  despuers  de 4 Javadus  con PES-T  se
agregaron 100 wl de solucion  de  sustrate {(O-rfenidendiaming, HaOp  en
L
amortiguador de citratos pH 5.6) y a los 20 mwin, o reaccion  ne  doetuyvo
agregando { gota de &c. sulforice 2.9 M, Los pozos se  deyeron a0 490 nm
en un lector de ELISA  (mimrepder I Dynotee),

2.8, Medicion del  litwin  de  anlicuerpod:

Densidad  6ptica Junune con  antiaeno. = Indice de Densidad

Denaidad  éplica  inmune  sin  anligeno, oplica  inmune,

Densidad  o6ptica testiyo  con  antigeno, = Indice de  Densidad

Densidad 6ptica testiyo 5ih antigeno. optlica testiao.

indice densidad é6ptica inmune - indice densidad  6ptica testigo.=

Diferencial (e densidad oplica,

3.) METODOS INMUNOLOGICOS:

3.4) Obtencién de células  25plenicas:

Los baros de los ratones  inmunizados con PME  de  Salmonella
typhi se obtuvieron a los 21 dias; en condiciones de  eslerilidad
dentro de una campana de flujo laminar se extrajo el bazo y se depo-
sit6 en uno caja de petri conteniendo 5 ml. de solucién de Hank’s, Con

L -~
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el obgjeto ge hiberar las colulas CHpiemeas S ihoqrego 01 Uil o it
s5UsSpension asi obtenida, 5¢ favo tres veces coh solucion e Hank's, §
LM

1200 rpm/40 minutos, N o sequnitta farv it L0 FESaron Fod coitrociton
ton clorure de  amonio 016 M,

Y tris-HCl  O47 M (10 mD)  pH=7.65, Por  ultimo, el sedunento  celdlar 50
resuspendio  en medio RPMI 1640 (‘jomplementa{m con  Gentamicing 10 ug/mi,
2 Beta-mercaplo-etanol Hx10 =M . L-Giutaming P mM, Penicilinag 200

u/ml y SFB 104 , EJ] noimero de células  viabies  se contoe en  und  camara

de Neubauer, haciendo previomente i dilutaon $:403,

3.2) Activaclén celular in vitra:

£l ensayo de proliferacion celular in vitro, 50 realizo cul-

tivando c0DO00 celulas enplenicas por MRS, TN plocas T I BO2OS e

_micr‘ot:ultivo. en un volomen de 200 ul de medieo  RPMI 1640 supiementado
con 10% de SFB y utilizando como antigenos: porinas de Salmonella

'-,~__'."'tr.p'hi-, Salmonella  typhimurium, Escherichia coli a una  con-

W rre—

‘m;"fﬁi;:cr.itracién entr'e'e y 80 ug/ml, y LPS a wuna concentracién de S ug/ml,
«_Como- control de viabilidad se wus6é Con A a@ una conceniraclen de 10
ug/ml este cultivo se realizo o 379C en atlmosfera homeda v 5% de €02
\':dur"e_aht:e 5. dias, en las GHlimos 18  hrs,  del cultivo se  aareqgo 1 uCi  de
Tlmldlna - tritiada (Amersham Internationatl H inGi), E;ost.er‘mmnenle. al

- final . de la Incubacién se coseché la placa en un cosechador (Semiau-

t‘ométlcokMinl-Mash n) 'y la incorporacion de timidina se determiné en

un .contador-B (Beckman L8 580).
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3.3, Medici6n de activacion

C.P.M infune con antigeno,

C.P.M inmune sin antigeno,

C.P.M  testigo con antigeno,

C.P.\M testigo sin antigeno,

Indice estimulacion inmune,

Indice estimulacion testiqo.

de

B

esplenociton:

L)

Indice de estimulacion del

inmune.

Indice (e estimulacion del

testiguo,

Coeficiente e

estimulacion,
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VI. REGULTADOY,

A, Aistamiento y  Caraclerizacion de  PME

[

a. Obtencién de porinas (exclusiotn molecular),

B. Estimulacién de esplenocitos Inmunes de diversas - cepas  murinas

P

singénicas.

C. Respuesta Humoral de  diversus  URpon URINAS  SINQENICHS,

A. Aislamiento 'y Caracterizocion de  PME:

*

De acuerdo al meétodo de  Schnaitman  (78), se obtuvieron PME  de

”s.rypm' - 9.,12,vi:d. Cl comportamicnto plectirofuretico en gelesy de

SDS-poliacrilamida de las PME  se  muestra en 1 fiqg 6. Las proteinas
obtenidas tuvieron pesos moleculsres desde 14 kd hosla 70 Kd, de donde

las que tienen pesos moleculares e 38 Kd o 41 Kd  corresponden a  las

proteinas formadoras de canales o0 porines, asi . como  dos  proteinas  de

17 Kd y 28 Kd.

a.0btencion de  porinas  por  exclusien  wolecular:

La obtencién de  pourinas  medignte o tecnica de  Nikaido  se  funda-

i;_,_{menta en el hecho de que esas proteinas se encuentran unidas por
_'i}enlac’_es_ i6nicos & la peptidoglicana, por lo tanto se pueden separar de
--:i--.;“}’é‘sut,a'-_, mediante la solubllizacién en un amortiguador que  contenga  SDS vy

0.5 M e NacCl, Las proteinags asi obtenidas s5e purifican medignte Cro-

- matografia de exclusién moleculor con  Sephecryl  §-200.



gl R i o B

e ermerp et LT

e

L R S
R A e g, 2 i i

gy et
o

e L - Flguna 6. AndAL{sLs
b - | -~ coepas de Salmonetlna,

o | | Car.
Yot . o

—-—
L
T ‘ 37
, - .. -
— ¢
¢ §
ey
- L . N
—
. «pnw -t ~ 5
] “"" w .
AR R
| T N GE Kd
o * apiveens oy
i
1]
iy j e L. o, ]
; . wh s e '
w2l .
| Y .
H * -
TR e et g
i nn i e L D el
-
W’-" # L .-.41:1(
L 29 KKd
‘ B R
+ r"
! .
4 ;
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O . a1 A 1 11 B 1o

¢t A PME de E,cold.
Carnif B: PNE de S, Typhimurnium.
Cannil C: PME de S. Luphdt,




En las  figs 7, 8 Y 9 s muestran los  perfiles cromatogr&ficos

obtenidos de la columna de Sephacryl =200 de las BOCingEs de 5.
hy

typhi, 5. typhimurium Y £, coli, En elios 5@ pLnerva uue fa .
fracciéon qQque eluyoé inmediatamente despies tlel voliomen vacio contenia
~  las porinas en forma de trimeros (14 Ka o oa 123 Kd)., Esto  ne demuestran

por electroforésis Fig,10 nues  solamente 5 observan gos bandas

-~ proteicas de 38 Kd a 41 Kd. Las porinas asi  purificadas  estuvieron
libres de LPS (cuantificado a través del contenido de XDO). Sin
embargo, cuando se empleé una técnica mé&s  sensible, como es Ja  deter-
minacién de  &acido  B-hidroximiristico  por  HPLC, como  indicador  indi=
recto de contaminacién de LPS,se encontro que este  era  del 0.014%

.
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Figura 7, Elucién de Porinas de Saimonella typhi en columna de

de Sephacryl 5-200.,
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SEPARACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE S. tuphimurium
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Figura 9.
SEPARACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE E. coli
POR FILTRACION EN GEL, SEPHACRYL S-200
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B, Estimulacion de esplengcitos  inmunes de diversas cepss o muci-

nas singenicas:

—p—

{. Respuesta inmune celular o porinas  de  diversas cepas bacle-

rianas en Jgiferentes COpaYy singanicas:

Con el objeto de determinar s la  respuestya  celwiar o porinas  de

5, typhi, 8, typhimurivm y F, coll/ en  diversas  cepas  murinogs

singanicas, estaba controlada a nivel (el haplolipo H-2, 50 inmuni«=

*

zaron. los  ratones de diferente  cepus con 30 uyg de PME de 5. typhi

- g42,¥iid vie ip. los dias O y 7. Al dia 21 s extrgjo el boro oy ose

midié 1a estimulacién de -estos esplenocitos o las  porinas ya  menciona-

das; En la  Ffigura 11, sc  observa  que  las  cepas  que  megor  responden o

las  porinas de Salmonella typhi fuervn las de  haplotipo  H-2K vy

_H-Za » Por otra parte, la cepa de respuesta Intermedia fue de  haplo=-
tipo H-20 y la de menor respuesta la H-24,

La respuests es independientie dgo o concentracion e antigeno

»

~usado, pues con ires Jdiferentes concentraciones de este, se observé

-:_Si-empr‘e el mismo Fenémeno FPiguras 11, 12 y 13,
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- " ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON PORINAS
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~
-

o 6.5~ porinas S.fyphi
e _ P8 porines £.coli

: 6 L
porinos S.typhimurium

pamny,
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COEFICIENTE DE ESTIMULACION

S CEPAS.

©.° TFigura 12, Respuesta inmune celular de diferentes cepas murinas a
| porinas de diversas cepas bacterianas,

L (concentracién 6 ug).
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~ ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS
A 20+ T 71 porinas S. typhimurium
o 18 — porinas £, coli
e 16.5— porinas S. typhi
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Figura 13. Respuesta inmune celular de diferentes cepas murinas

B a porinas, (concentracion de 50 ug).
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2. Respuesto  lnmune  celular  en hibridos  (BALB/e x o CH7BL/6G)Y Tty
(BALB/cj x C3H/Hed)F1 a  porinas  doe 5, lyphi, &dyphimariom y F,
coli. X

Como se puede observar en Ja figura 11y 14 ¢l hibrido FIBALB/C
x CB7BL/6) H-2d/b e J1y5/5 presenté  una respuesta intermedia cun.
respecto @ s5us parentales. par':‘;t cemprobar si el hapletipo H-2K  era
dominante parsd ig respuesto {1 lay poriniss se utilizo un hibrido
(BALB/c] x C3H/Hed) F1 el cual es H-20/k . e 1y®/T podemus observar en
fe Ffigura 14 qgue la respuesto  celular del  hibrido a las porinas  de

Salmonella typhi fue mnuy alta, en i‘:umparncién con la respuesta

original de'la cepa parental BALB/c.

J. Respuesta inmune celular o LPS en ralones C3H/Hed y  C3He/Bred:

Dado que estas dos cepas tlenen el mismo  haplotipo (H-2K) vy el

' rnls_mo aglelo 1tyl, se esperaba enconlrar una  respuesta ddentico contra
- las | porinas de S.ryn'hi g 12,Vid en ambas Cepas murinas; §in
'_.'.er‘nbar‘go. én la Figur‘n 1t se observa que las dnsx cépas responden  bien @
-porinas de S.typhi, pero {a mejor  respuesta fue la ae la cepa
'-Cl;giHe/BFed; esta diferencia se puede deber al locus. Lps el _cuul 15
expresa en la cepa C3H./BFeJ (Lps™).  Para ratificar este resultlado .se
- r_éalizé el ensayo d.e proliferaclén celular in vitro en  ambas cepas

_frente @ LPS. Como se aprecia en o figuro 15 la ceps que responde o

S LPS es Ja C3He/BFed como se habia hipotetizado,
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COEFICIENTE DE ESTIMULACION
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ESTIMULACLPN DE ESPLENOCITOS CON PORINAS

- T

[7] porinas S. typhi
B porinas S.typhimurivm
[_] porinas £ cols

RATONES HIBRIDOS Fi

Figura 14. Respuesta inmunc celular de ratones hibridos F1 a

| porinas de diversas cepas bacterianas, En Ia figura
8¢ observa cl cocficiente de estimulacidn de los eg-
‘Plenocitos inmunes a las PME o S. typhi.



L =

.

L pead

pewsn

e

g

P R e 5 g e e 2o

R

49

ESTIMULACION DE ESPLENQCITOS CON LPS
7

INDICE DE ESTIMULACICON

, C3He/BFeJ ————— C3H/HeJ

Figura 15. Respuesta inmunc celular a LPS,
En la figura se observa el indice de estimulaciéon de los

esplenocitos inmunes a las PME de 5. typhi contra LPS,

ana -
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4, Respuesta Celular a PSS on hibridos 1Y (BALB/c) x  C3IH/HEJd):
by
. En la Ffigura 116 se observa aque e¢l hibrido FY (BALB/cj x C3H/Hed)
el cudl es Lps“/d responde muy bien @ LPS, corroborande con esto que
T la capacidad de respuesta a  LPS  es  dominante,  puesto  gue proviene de
un  Lps@ (C3H/Hed) y un LpsN  (BALB/c).

_ C, Respuesta inmune humoral o9 Porinas, PME y LPS en diversas

B cepas murinas singénicas: ‘
% El iitulo de anticuerpos &N o6 sueros e las cepns murinas
3 'E singénicas se determiné por el  malodo de  EULISA  contra los  siguienties
2: ﬂ; antigenos : Porinas de S.typhi, S.tyhfnfﬁfnuriu}n y £.coli, PME de
3.‘typhi _y S.ty.pmmurium; Yy LPS de Sdyphiy Se realizocon dim-
2; "€  (Honeé dobles. a pertir de {:25 hosta 11600 tante  para o5 SUPros  pose
3? %“ }nivo5 como para 1os controles.
Lo L {, Respuesta inmune humoral a porinas de diversas cepas bacte-
é'ﬁ@;_;rﬂanasz
% ey _. | En la Figurq {7 se observa lu respuesta  humoral en los  sueros de
; ,% ;{bsﬁ:_ratongs singénicos  utilizando una  dilucion :50 contra = las porinas
dESalmoneIIa Ctyphl 9,2,Vid. Esta  respuesta  medida por la
iﬁ;ff;:fégﬁﬁﬁ{  dg  Ellsa ' nos Indlca - que |3 reéuuesla g las porings  fue mejor

! ‘T';ﬁécr‘\{.;'__lias'_'cepas'.'(CSHe/BFed.CBA/d) jos cuales son de haplotipo H-2k y en

*

" la. cepa H-23 (A/J), siendo intermedia en la cepa H-2D  (CHTBL/G)) vy

‘- 9€5 méndb= en la H-29 (BALB/c)).
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ESTIMULACION DE ESPLENOCITOS CON
LPS

[[] Raton no inmune

2d Raton inmune

Figura 16,

~ (BALB/c x Cj H/ Hed)
CEPA

Respuesta inmune celular de ratones hibridos Il a
ILPS. En la figura se observa el indice de estimula-
cion de los esplenocitos inmunes a PME de 8, typhi

contra LPS. Se incluye al ratén control no inmune,
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ELISA EN DIFERENTES CEPAS SINGENICAS

2 porinas S. typhimurium
4.5 porinas £. col/
iR ] porinas S. fyphi

]

o
on
]

O
1

'INDICE DE DO.
N
O,
1

_po.
|

1.5

Sy YTy
ol e, B e e
CEE g AT PR BTN T

(!A -
o s P

w g, &
e AT

o
|

CEPAS

¥ -3 CFigura 17, Respuesta inmune humoral de diferentes cepas murinas a

| N porinas de diversas cepas bacterianas. En la figura sc
A observa cl indice de D.O delos sucros inmunes a PME de

'S. typhi. .
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2. Respuesta inmune  humoral  a  porinas  en hibridos T
(BALB/cj x CHBTBL/GY) vy F1 (BABL/c¢i x C3l/Hed):
L
En la Figura {8 se rmuestran los indices de DO, de  los sUCros
inmunes anti-PME  de &, tLyphi e jos  hibrides £ (BALB /¢ X CarTBL/b)
y Ft (BALB/c x C3H/Held). Los hibridos f1  (H-29/Ky  presentaron  und

respuesta  Inmune humoral @ las  poritnas  praclicamente  igual que  los 1

(H-20/Dy,

3. Respuesta humoral a LPS en diversas  cepas singéntcoys murl-

nas:

En la Figuro 19 se muestren el coeficiente de D0, de los  sSueros

“inmunes contras  LPS de &, typnhi, se observa una  respuesta  normal ol

:_LPS en todas las cepas excepto en la C3H/Hed (Lps“).

4. Respuesta Inmune humoral a LPS en hibridos [

" (BALB/c x CBTBL/B) y Ft (BALB/c x C3H/HeJ).

En la Figuro 20. Se muestran 1os  indices de  D,Q.  de  los  sueros

'-=-'.‘arit‘l-LPS de S.typhi  en los hibridos, observandose N mayor

"-;r'espuesta en F{ (BALB/c] x C3H/Hed) (Lps”/d) que en  los  hibridos F1

L
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RESPUESTA HUMORAL A PORINAS EN HIBRIDOS
4

porinas S.typhl.
3.5 porinas S.fyphimurium
[Jeorinas E.coli
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" {BALB/ x C3H/HeJ) ( BALB/c x Cs7 BL/6)

HIBRIDOS FI

‘Figura 18. Respuesta inmune humoral de hibridos F1 a porinas de

diferentes cepas bacterianas, Se demuestra cl indice de

D.0O del suero de los ratones inmunizados con PME de

S. typhi, '
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RESPUESTA HUMORAL A LPS EN HIBRIDOS

INDICE DE D.O.

: A
o yLAaiThd

_( BALB/c x CsH/HeJ ) (BALB/cx Csy BL/g)
o HIBRIDOS FI

~Figura 20, Respuesta inmune humoral a LPS en hibridos F1.
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V. DIGCUGION

LT
La Fiebre Tifoidea sigque siendo Uno de los principales problemas

en Salud Pablica ath en paises desarrotiodos; & pesar  de  todo, aun 5e

conoce poco acerca de los factores microbianos que getermingn I

v

patogenicidad, esto se debe a que Salmonella typhi el agente

causal de Ja Ffiebre tifoidea, solo es  patogena  en humanos y  chimpances

(23).
La infeccién por & typhimurium cn el reten  es  hasta ahora el
mejor modelo experimental para el estudio de la fiebre tifoidea; esto

se debe a que presenta un cuadro clinico muy similar &l que ocurre en

o '_ humanos.

Las porinas, proteinas de membrana externa  (PMLE) locatizadas en

‘la superficie de las bacterias grom-negativas; han sico consideradas

como ' Inmunbgenos Importantes para la induccién de una respuesia inmune

.protectora y especifica.

Trabajos previos, han demostrado que las porinas conficren PDro-

. teccion al retoc con la baocteria homéloga  los hallazyos mas  impor-

tantes en cuanto a la capacidad inmunegénica de ldas  porinas  y  las  PME

‘ante la Infecclén por Salmonella typhi  son:

Kussi y cois, demostraron que las porinas extraidas de una cepa

crugoss de S.typhimurium protegian al ratén & un reto con una cepa
~'i,;‘_lisa'-f_'homéloga. El mismo- efecto se obtuvo en Fforma pasiva con anticuer-

"pos  especificos  (46,47).
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-cun la misma bhacteria.

_cados ~de proteinas de membrana exlerna de Enterobactereaceaes

e e

Isibasi Y cols, (38) han gemostrado (e pacientes onn fiehre

tifoidea producen anticuerpos de clase lg M hacia una PME  de 28 KDa
u

durante ia fase agudada de 54 padecimiento, n la convalescenaia, ia

respuesta fué de Ilg G y se dirigio hocia las porinas (38 o 41 KkDa).

Ademas, que a8 vacunacion de ratones KIH con 10 pg o 30 wg de PME

de 5. typ'hi. indujo proteccion del 1007 al  reto cen 500 Dby de

“‘1

g, typhi 9.12,vi:d y S typhi Tye: Yy t1e] 30% i) reto con la
mismea dosis de 5. typhimurium, La agaministracion [pasive dge suero
de conejo anti-PME de 5. typhi 9.12,\"::'(1, confirio protecciédn del
1004 al reto con 100 DLgo de s, t}:phi 9.12,vi:d y g typhi
Ty2; y del | 804 8l reto con S, typhimurium,

La inmunizaecién de ratones  NIH con 30 iwa dle PME de

>
- -

: tynhi,

indujo respuesta proliferatliva i n vitrao e finfocitos, en presen-

cla de porinas de S. typhi, s, typhimurivm 0 £, coli, Lo

inmunizacion de ratones c87Bl/6 con PME de 5. typhi indujo una

" respuesta  proliferativa in  vitre especifica de  linfocitos T,

La inmunizacién de ratones NIH con {0 11 de poerings de s.

_‘typhi 9,12,Vird  indujo proteccion de 1004  contra el reto de 500  Dlgyp

-

En este trebojo, se demuestra la respuesto aue  se evocd A Lraves

"_del-f-_'contacta del sistema Inmunolégico del ratén con extractos  purifi-

" Las cuales se han reportado que inducen una respuesta inmune tanto
.~ celular  como humoral, En el ratén esta respuesta se hallea  localizeds @

nivel del H-2 (locus 1) y en los no  H-2  (ly, Lps, Xid).
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Otros agutores han reportado que el control & o infeccion por

g, typhimurium en K etapo inicial 50 encuentra a nivel del
e

maéréfugo. proporcionado por el aene Ity ¢l cual 50 eneuentra en

el cromosoma 1,

Nosotros encontramos que an cepds singeéenicas id respuesta ) la
porinas esta controlada por el .H-e siendo los mejores respondedores
aquellos que tenian haplotipo  H-2K, [ty"™ y Lps";,  observanduose que la
cepa C3HeB/Fed &era la que mejor respuestia presentaba; una respuesta
intermedia se observo en las cepas de haplc')tipo H-2D  en contraste los

menos respondedores fueron |os H-Ed. ItyS y Lps®™ observada en la cepa

BALB/cJ,

Esta respuesta esta relacionada con ld resistencia innata 8 la

infeccion por Salmonella typhimurium en cepas mucings (Plunt y

Glynn 1976; Hormaeche 1979; O'Brlen 1979, 1986; Robson y Vas 1972),
'P__or‘- otro lado, otros autores han demostrado una hoimologia entre las
porinas de  diferentes cepas bacterianas N esto podria explicar la

--.=_r.espuesta' inmune- humoral y cejular a las porinas de L. vcoli y &

L]

f-typh(mur:‘um cuando los ratones 5€ Inmunizan con ER PME de 5,

Ctyphi 9,12,Vi:d,

Un dato de Interes es que algunas cepas de ratones como Ia H-2d

. responde mejor a las porinas de £E. coli pero no a las de &,
- typhiy esto suglere que las pocas diferencias  en la  secuenclia  de
'_amlnoﬁcldos de ambas porinas son importantes en asoclaclon coun

Z"'mpl'éc'ulas que codlfican para genes H-2.
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Ademas, los genes no  H-=2 tambien influyen oen  la respuyesta inmune

8 porinas;, las cepas BALB/c¢ vy  DBA/Z  tas  cywaies difieren solamente en
hy

el locus Ity, responden de una manera diferente. tos 1yl son mejores
respundedores que los ItyS, se piensa que ests respuesta  es  contra  las
porinas.

.

un hecho inesperado es ia diferente respuesta nbservals entre 105

- ratones LpshN Y tpsd (C3He/Bred y Cal/led respectlivamente). Lous
- primeros son mejores respoundedores a  las porings;  este pudiera deberse
a8 que Jlas porinas estan contaminadas  con mcenu.:a e 0,054 de LPS  (deter-
- minado  por  HPLC), Nosotros no  sabemos s esta  contaminacion  oumente
un.a _r‘espuesta policlonal proliferativa  sobre ivs  ratones  Lps" o sl
existe una interferencia provocada por el LIPS en la presentacién de
ant'a'ge.n,o en los ratones Lpsd tomo  a  sldoe  ya demostrado por  otros
autores.
En  conclusién, este estudio sugiere que  los  genes H=2 ¥y no  H=2
son un factor importante en la infeccion  por 8. typhimurium.
la resbuesta inmune celular y humoral a un antigeno protector dispo-
” :ni.‘ble. para la elaboracién de una vacung contra fiebre lifoided podrian
ser ‘las  porinas,

Pirétendemos que‘ esta cepa pueda utilizarse como  modelo exuerimental'
«para la lnduccién’ de inmunidad especifica y prolectora en  estudios
po s’,“t eriores. |
Bin  embargo, es importante realizar los 'expérimentns con  reiro~

g g,

PR

,&-'-.-:,.,'rc:,.uzas' para ‘poder - cuantificar el efecto alsltedo de los grupos de genes

-, ‘de- los  H-2 o en relacien con los no-H-2 ; pora qgue Finlmente pueda




o~y
i
proves
)
v -
]
H
%
1,
3
v
[
:‘ on
3
J wiry
3 J
b ;
Y i
1
i
i,
3
;
v
C ey
f
i

SRS,

estudiarse
es la

inmune.

en detalle

interaccién

fe

0

105

que parece

diferentes

61

ser eviuente

qrupos

(e

en

qenes
e

psle

en

trabn.jo que

la

respuests



R e o s TR e R
PR g S . K .

......

L

62

Vi, BIBLIOGRAFIA,
N
1. Acharya,l.L,; Lowe,C.L; Thapa,R.; Gurubacharya,Vv.L.; Shrestn._
M.B; Bact,D.; Cadoz,M.; Shultz,D.; Armand,Jd.; Brylo,D.A.; Trollfns, .
Cramton,T.; Schneerson,R. and Robbins,R.B,1987, "Prevention of typhoid
fever in Nepal with the Vi .capsular uuiyhaccharide ofFSalmonella
typhi, A preliminar report, N.Cogl.Jd.Med, 317 HO1-1104,
2. Anderson,E. b, 1968."Proporsal use o Q nan=motile variant of
Salmaonella tynphi for the preparation of“ vacceing agqainst typhoid

fever.,"Symposio Series in Immunobiological Standarization.1h: 79-86.

3. Benacerraf, B.1981, "Roie  of MHC gene products in immune

regulation, science.gj_g;iEE?-iESB.

4, Benacerraf, Ununuec, 1986, Inmuneloeana, "Comple jo !'r'im‘:inal.ue
Histocompatibilidad." Ed.Medical Panainericana, Fg,pda,

5. Benacerrafl, B1986, OQverview: "l genes", Cellutar immdnology.

Edited by D.M.Weir.2:72.1-72.3.
S P Benjamin, W.H.JR.; Turnbough, C.L.; Posey, B.S. and Briles,

D.E. 1986, “Salmonella typhimurivm virylence genes necessary to

exploit lthe 1tyS/8 genotype of the mouse," Infection and lmmunity,

Voi:i51 NO3. p.872-878.

7. Bragg,P.D. and  Hov,C.1972.  "Organization of proteins in the

é’f,.n.a&tive and reformed outer membrane of Escherichia coli",

"Blochem.Blophys.Acta. 274:478-488.

8. Braun,v.1975."Covalent lipoprotein fFrom 1he outer membrane  of

| E_}slcher‘ichla coli".Bioechem.Biophys.Acla,415:335-377.




-

63

9, Buchanan,T,.M. and Arko,R.J. 197 7. "Irnmunityto gqonococcal infec-

tion induced by vaccination with isolated outer membrane nfNeisseria

b
gonoarrhaedaein guinea pigs". J.infect.Dis 135:879-887.
10, Buchanan,T.M,; Pearce,W.A,; Schoolnick,6.X. andg
Arko,R.,J.,1977, "Protection against infeclions withNeisseria qganor-

rhoeaeby immunijzation with outer membrane protein complex and puri=-

~ fied piti*.J.infection.Dis. 136(supl):132-137,

1. Carpenter, C... and David, J.1987, "Histocompatibilily antig-
ens and Immune response genes." Sctentific. 'American, Inc.p.1=-7.

1. Carter, P.B and Collins, F.M. 1074, "The route of enteric

Infection in normal mice", The J.Exp.Med. 134;1189-1203.

i3. Coutinho,A. 1976. "Genetic control of B-cell responses",
It.ldentification of the spleen B-cell defect in C3IH/hed
mice".5cand.Jd.immonol.8,:120-140, |

_14.. ~ Coutinho,A; E.Gronowicz and B.M.Bultzer, 1975, "Genetlc
contr‘oll‘ of B-cell responses. l.Selective Unresponsiveness to Lipopoly=-
'saccnaride". .Scand.d.lmmonul.g 1139-143.

1. Cvjetanovie,B. and Vemun,K1965, "The present status of field

and ‘laborator‘y_ studies of typhoid and paratyphoid vacocines", Bull

 WHO0.32:29-36.

16._ Chai,T. and Fould,J.1974."Demoslration of missing outer
~ membrane proteln In tolG mutante  in Escherichia coli.

J.Mo0l.Blo!.8B:465-474,

17. Datta,D.B.; Arden,B. and Henning,U4977,"Mayor protein of

~thefscherichia coliouter cell envelope membrane as  bacteriophage

-_ 'r'e'ceptor's". J.Bacteriol, 128:821-829,




64

18. Davies, 3.D.; Dulbeco, R.; Lisen, H.ON.; GCingbery, H. 5. iangd
wood,w.B. 1983, "Tratado de Microbiolacgia.” £d. Salvot Editores,
L
Barcelona, Espafia.
19, Pauli, Raimund Di. 1972, "Genetics of the inmune response

I.DifFfFerences in the specificity of antibody ta Lipopolysaccharides

»

gamong different strains of mice", The Journal of  immunclogy. 109, NO2,
August

20. Di Rienzo,J.M.; Nakamura,X. and Inouye,M. 1678."The outer
membrane proteins of aram-negative bactér*ia:nin:syntesés.assemmy and
functions".Annu.Rev,Biochem,47:481~-532.

21, DuPont,H.L.; Dawkings,A.T. and Snyder,M.J 1970. "Typhoid

fever: Pitthogenesis and Iimrnunolagical Contral™,

N.Engl.Jy.Med.283:686-691.

2. Eisenstein,T.X.; Deaking,L.W.,: Killur,L.; Soluk,P. I,  and
.Sultzer‘.B.M.waa. '"Disso.clation of innate suscé;‘:tibility
| __ianlmonelIainFectlon and endotoxin responsiveness in CISHa/BFed
mlce and other stiralns in the C3H lineage". infection and .Immunity._'

Vol:36, NO2. May. p.696-703.

- 23. Lisenstein, T.K.'; Killar, LM, and Sullzer B.M, 1984, “lmmu-

'nlty_ {o infection  with Salmonella typhimurivm Mouse-Sirain  dif=-

~ ferences In  vaccine- and serum- mediated protection.® The Journal  of

P———

infectious  diseases.50  N03.Sept.  p.425-435.

24, Engval,E, and Perlman,P. 1971, "Enzyme~Linked lmmunosorbent

:pgasséy." (Elisa)., lmmunobhem.g_;874-879.




65

25, Flavell,R.A.; Allen,H.; Burkly,L.C.; Sherman,D.H,; Wianeck,
G.L und widers,6.1986. "Molecular Biology of the Heg histocompatibil-
ity compey " Sclence.233:437-443,

26, Frasch,C.k, and Rohhins,J.D, 1078, "P:ol.er:tion againsi group.
B meningococcal disease, . lmmunogenicity of serotype ¢ vacecines and

specificity of protection in a guinea frigy model",

J.EXxXp.Med.147:629-644,

ey

, ev. Germanier,R.1984, "Typhoid fever.in Bacterial vaccines.,"
Ed.Germanier,R. Academic Press, pp. 371645,
‘ i Germanier,R.1986, "The live oral typhoid vaccing Ty ela:

Recent field trial results." Sclavo International Conference  on Baocte-
ria_l vaccines and local lmmunity. Siendg,ltaly.pp.10-12.
| 29, Germanier,R.I977. Situacion aciual de  lad inmunizacion contra
la  fiebre tit‘oidea ".' Bol.of Sanil.Ponum,82:300-311,

30, Germaonier,R. a_nd Furer,E.19785. "Isolation and cnar?acter'iza-

':-'-'-__tlon of Salmonella typhigal E mutant Ty 21a:  Acandidate strain  for

‘a  llve  typhold  vaccine".J.infeclion.Dis.131:553-558,
' C 3t Glode,M.L.; scher,t.; Dsborne,B.  and Rusenstreich,D. L1976,
hﬁ?ﬁ}. . * )
- "Cellular mechanism of endotoxin unresponsiveness - in C3H/Hed mice."
4 ' .

R The:' - J.of llnmunol;u_g_:NO'c’.D.454-461-

1 . 32. He lfec,L.B. et al.1966."A controlled flel ltrial and labora-
'i.j.pr.y study of five typhoid vaccines in  the URSS. Bull WH0,30:321-339,
} 33.  Hormaeche, C.E. and Harrington, K.A.  1985. “Notural resis-
| tance ~to  Salmonellae In mice : Control by genes  within  the major his-
;_;-‘?:_.*_"A.ESt‘bcompatlblllty complex." The Journal of Infectlous dis-

.. . e8Ses.152:N05.1050-1056.

i
wssand




O e B T = R - -

TR

R R

T AN M T W g ewd el ww <0 e o

L nub S

[

HEY -
LY P

66

34, Hornick,R.8,; DubPont, H.L.; Dawkins, N T.; anyder, M. d. iang
wWoodard,T.E.1968, “Cvaluation of typhoid fever vaccines in man,"
Sy‘mposia series in Immunobioloygical Standardization 45:143-150,

_ e

395, Hornick,R.B.; Greisman,s.l.; Woodward,T.E.; DubPont,i.L.;
Dowins,A,.T. and Snyder,M.J.19870, "Typhoid fever: Pathoaenesis and
.lmmunological control," N.Cngl.d.Med.283:686-691,

36. Huckstep,R.L.1983. ' . "Typhoid fever and
otherSal/monellainfections.” Ed.E. Y 8. Livinstong, L.T.0., London,
- Pp.4-9,

37 Inouye,M, and Ycu,M.L.1973."lh’)rnu,t_mr'mity of envelanpg proteins
ofEscherichia coliseparated by  gcl electrophoresis.”  J.Bacterlol.

ry—

{13:304-312,

38, Isibasi, A.; Caolva, E. 0Ortiz, V.. Fernandez, M,; Herngndez,

q _f\._' "y Kumate, J. 1985. “Yacunas contra la fiebre tfoildea & partlir  de
_a_nt‘ige_no_s"de membrana externa." 'Simposiu avances  en el Us0o de‘ ViaCu-

~nas.,  188B-~1985.  p.109-115,  México.D.f,

39.  Jool.1982, "present - status and  perspectives  of  vaccination

_'_:against Haemophilus  influenzae tlipe b diseases  mediated by monoclonal
~antibody directed against a Haemophllus ouier membrane protein" Lan-

cet.  1:366-368,

EY 4_0. Karkhonis,T.D.; Zelther,d.Y.; Jacsun.d.d and Carlo,D,J.1978,

“Anew Improved microassay to determine 2-keto 3--deoxy octonate in

'-'I'iqu_qus_acharlde' in.~ gram-negative bacleria,” Anal.Biochem,85:598-601,

© 4%, Kllar, L.M. and Elsenstein, T.K. 1986,  “Delayed-type hyper-

?_'sén:s'itivity' and Immunity to Salmonella typhimurium” Infection  and

4 lmmunity.  Yoli52  NO2,  p.504-508,




ey

67

42, Killar, L.M. and FCisenstoin, T.X, fand, "Nifferences in
delayed-typed hypersensitivity responses ) varisus INouse Sirainsg in
the C3H lineage infected wilh Saltmonella typhimurium, strain

. s

GL32356." The Journal of Hinmunology. 133, HU3.Sept, p a0 -1ag,

43, Kiyono, H,; Babhb, J.L.; Michalek, S.M, ang Mcbhoee, J.R.
1980, “"Cellular basis for elevated  lgA  responses in C3li/Hed  mice, The
Journal of  tmmunology,  Vol:125, 'U-?'JE—TBT-

44, Kumiate,Jd.1980, “Tifoidea", En Kirnate,d Y Gutierre? G.

Manual de Infeclologia. Septima edicion, - Ediciones Medicay et Hospi-

tal_ Infantil ge Mexico,

45, xumntie,J.1979, "Inmunidad, inmunizacion y vacunas." Seqgunda

" ed_icién. gdiciones MGdicas de| Hospital Infantil (e Maxico,

pp.227~-247.

46, Kussi,N.; Nurmien,M,; Saxon, H.; Valtonen, M, and

~ Mokela,P.0,1979,  “"lmmunization with ma jor outer membrane proteins in

"_-._e_xper‘imental galmonellosis of mice," Infect.linmun.2H:857-862,

AT, Kussi,N.;  Nurmien,M.;  Saxén,H. and  Makela,P.H.1982.  "Immu-
._h.l.z_a_t.lon - with major outer membrane pr_otein (porin). Prépur‘atiun 'in.
'-eiperimental_ murine - Salmonellosis: Effect of Lipopulysécchar‘ide;_'_‘_
Infect.lmmun,34: 328-332.

o _48._ Laemmli,U.K,1970, "Cleavage of structural proteinyg dﬁring

.’f__"i_'rie*assembly of head of bacteriophage T4." Nature.227:680-685.

49, Levine,M.M.; DuPont,H.L.; Hornick,R.B.; Snyder,M.5; wDod-

war,W.;  Gilman,H.R.  and  Libontti,d.P. 1976. "Attenuated, streptomycin
idepende'nt.ﬁ‘almanelm typhioral vaccine : Potential deletereous

'_‘ef‘Fects of lyophization", J.nfect. Din, 133:424-429,




o —. = . . W Wbgaly LTT e A e e cedobrfo oo

B 7 P

o

68

o

50. Lowry,0.H.; Rosenbrough N, d,; Farr, AL, iand iian--
dall,R,J,1951, "Protein measumerent with the Folin phenol reagent.”

b
J.Biol.Chem,1923:p.261=-2785.,

1. Mikela,P.Helena,Marianne H.; Harry Saxon., Motti Valtonen
and ville valtonen, 1988, "Salmonella, Complement ant  mpuse  macro-
phages". Inmunology Letiers,19; | 21T =22

He. Mitura,T. and Mizushima, 81068, "Separolion by density

gradient centrifugation of two types 0 membranes front apheroplast
membranes of Escerichia coli K-'12." Binchem. Biophys.
Acta.ib0:159-161,
| 53. - Murphy,D.B.1986. "Overview":The murine MHC, Genetic and
Molecular Immunology.fFourth Edition.Weir,D.M.p.100.1-100.18,

54, Nauclel, C.; Ronco, LK. Guenet, L. g Pla, M. 19840,

"Role of H-2 and non-H-2 genes in  control  of bacterisl  clearance  from

~the  spleen in Salmonella typimurivm-infected mice." Infection and

55. - Nikaldo,H.1983. "Proleins  forming large channels From

- bacterlal and mitochondrial outer membranes :  Porins  and phage lambda

JEE P

56, Nikaldo,Hl and Vaara,M. 1985, "Molecular Buasic nf bactlerial

-'-_.:ou{er ~ membrane permeabmly.“ Microbial.Rev. 449:1-3¢2.

57. 0O'Brien, A.D. 1986, "Influence of host genes on  resistance

of  inbred mice 1o lethal = infectlon with Salmonella typhimuriuvm"

f__CJurren_t topics fn Microbiology and Immunnlogy. Vol:124 37-48.



69

ESTA TEOR o
S ;o % on

» ]
¢ vl

58. 0'B8rien, Alison D and Metealf Cleanor 8, 1982, "Control  of
early Salmonella typhimurivmarowlh in "Nanately Salmonella-
resistant inice does not requiere functional T Lymphocytes". The J.of
immunol. 129:  NO04,p.1349-1351,

H59. 0'Brien,A.D.; Metcalf,E.S. iandg Rosenstreich,D,L,1982.
"Defect in  macrophage effector Function confers Saltmonelld typhimi-
rium susceptibility on C3H/Hed mice." Cetlular lmmunol, | 67:325-333.

60. 0'Brien, AD, and Rosenstreeich, <DL, 1983,  "Genetic  control
of the .susceptibility of C3HeB/fFed mice to  Salmonella typhimuriun

iS5 regulated by a jocus distinct from Known Satmonella response

genes," 131,N96,2613-2615.
61. 0’Brien, ADLS Rosenstreich, D.L. Schoer, I Caompbell,

G.H.; MacDermott, R.P ond Formal, §.8. 1980, "Genetic control  of  sus-
ceptibility to Salmonella typhimuritum in mice : Role of the LPS
genpe. The Journal of fliamunology. 124, HUL.20-24,

62.  0'Brien, A.D.; Scher, t. and Metcalf, E.89. 1981, “Geneti~

.c_ally’ conferred defect In anti-5almonella antibody Formation = renders

CBA/N mice innately susceptible to Salmaonella typimurivm infec-

tion,"  p.1368-1372,

- 83. 0'Brien,A.D.; Rosenstreichh,D.L. and Taylor,B3.A.1980,
'_'_“C'bntr‘ol of natural reslstance to  Salmonella typhimurium and

..';"Le,i,shmam‘a _donovani in mice by closely linked but distinct  genetic

Clocl."  Nature.287:440-442,



.....

70

04, 0'Brien, AD.; Taylor, B.A. iandy Rosenstreich, D.L. 1984,
"Genetic control of naturai resistance toSalmoNella typimurium in
mice during te late phase of infection." The Journal OF Iimmunolaqy.
133,3313-3318,

095, Osborn,M.J.; yander,U.6.; Parisi,ll. and Carson,J 1972,
"Mechanism an assembly = of outer membrane of Salmonella iyphimu-
r.fum.lsolat_ion an'd characterization of cytopiasmic and outer mermn-
brane.,” J.Biol.Chem.247:3962~3927. .

GG, Osborn,M.J, and wu,il.C.1980.  "Proteins of the outer memn-
brane of | Gram-negative bacteria", Annu,Rev.Microhio},34:369-422,

67. Paul, wW.5L. 1909, "Fundarmental lnmunology”. Cdition, ediled
by William, E.Paul, Raven Press,Ltd., New York.

60. P'ittman.M. and Bohner,H.J. 966, "Laboratory a550Y5 of
different types of field trial typhoid vacecines and relationship to
ef‘.f‘lcacy in man", J.Bacteriol,91:11713-1723,

- 89, Plant, Jd.  and  Glynn,A.A, 1974, “"Halural resislance  to  Sal-

~manella infection, delayed ~ hypersensitivity and  Ir gnes  in  dif-

ferent strain of mice". Nalure,248:345-347.

- T0. Plant.'d. and  Glynn,A.N. 1979, "Locallting 'Salmanella

resistance  gene on mouse chromosome 1"  Clin.Exp.Immunol.37:1-6.
° 71, Polish  Typhoid  Committee 1966,  “Evaluation  of  typhoid

'_.-"ff_*vac'_:_ci_ne's' in the laboratory and in &8 -controlled fieid trigd  in  Poland."

S Bull . WHO.32:  p.15-27.

"7_2. Reitman,M. 1967. "Infectivily and antigenicity of strepto-

‘mycin dependent  Sa/monella  typhoss".  J.nfect.Dis.1i7:101-107.




N S

L

w.v';

et

o )
.3
:

71

73, Robbins,J.D, and Robbins,J.B. 1934, "Reexaminalion of the
protective role of the capsular polysacharide Tirantigen) of Salmo-
nella tyohi, J.Infect.Dis. 150:436~449,

T4, Rosenstreich, n.L, and Glode, M. 1975, "Difference  in B
cell mitegen  responsiveness  betwebn  closely refated strams Of mice."
115, NO3, p.7T77-780.

75, Schafer,R.; Nacy,C. A, and ;:isu:ra'slein,T.K.i@&B. "!nduétmn
of  activated macrophages in  C3H/Hed mice . by avirulent Satmonella.
The J.of immunol.140:N05,1638-1644,

706, Schmitges,C.J. and Henning,v.1976. "The major proteins ihe
Escherichia coli outer cell envelope membrane helerugeneily of
protein."” L.Eur.Jd.Biochem.63:47-52,

17, Sschnaitman,C.A 1870, "Examination of the protein COmMposi-

-tion of the cell wall and citoplasmic membrane of Escherichia ¢oli

B by polyacrylamide gel eiectrophoresis." J.Bacteriology.m4:882-887'.

s

- 18, ~Schnaitman,C.A, 1971, "Effect of  Etlhylendiamine tetracetic

acid, Triton - X-100 and lysozime on the morphology and  chemical  compo-
~ sition of isolated cell walls of Escherichia coli, .

J.Bacteriol.108:553-563.

- 719, Skidmore,B.J.; Chillér,d.M.; Morrison,D,C. and weigle,W..0.

1975 - "lmmunology properties of bacterial lipopolysacharide  (LPS):

'..iCOPCEI.Bti(Jn' between the mlt_ogenlc'.adyuvant and immunogenic activies,"

C1{4:N02,  Part.2.  770-775.

¢ ———




L B T T o

TR

| 'm;lc'e"_; The Journal of  Immunology".124:Nce,

(R

80. Skidmore,Barry J.} Morrison,David C.; Chiller,Jacques M.
and Welgie william Q. 1975, hnmunolegic  propertTes of  bacterial  lipo-
polysaccharide  (LPS)," IL.The Unresponsiveness  of C3H/Hed  mouse  spleen
c_ells to LPB-induced mitogenesis i dgependent o the melhod  used to

extract LPE", The Joural of Experimental Medicine,

‘Voli142,p.1488-1508,

8t, Smith,A. W, 1976, Temas seleccionados sobre medicina de
animales de laboratorio. "El ratoen.” Organizacian Panamericand te la
Sajad. |

8e. Smith,L.; Steinmetz, M, i Hood,L, t986."The magjor histao-
compatibility complex of the mouse.," Geneltic and Molecular Immunol-
ogy. Fourth edition.p.87.1-87.10,

83. Swanson, R.N. a8nd Q'Brien. 1983. "Genetic conirol of te

innate resistance of mice io Salmonella typimurium ! ity gene

expressed Jin vive by &4 hours after iafection" The  Journal  of

Immunology. 131, NOG, 0. 3014-3020,

‘84, - Tagliabue, A Neacioni, L. Villa, L. and Boraschi, D.

'_‘198_4‘.' "Genetlc control of in viva natural cell-mediated activity
: ”[a'g_a,ln'st_mSalmanella' typhimurivm by intestinal and splenic fymphoid

'm._ce_H "'.'_in mice."  Clin.Exp.lmmmunol. 56, p.531-536.

85. Tully.J.G.; - Galnes,8. and Tigerti,w.bD. 1963, "Sludies  on

infection and lmmunity in experimental typhoid fever." IV Role of

. antigen in protection. J.Infect.Dis.

86, Verghese,M.W.; Prince Marilyn and Snyderman Ralph, 1980.

--‘_‘Genetic | cbntrol " of‘_ peripheral leukocyte response to endotoxin In

L



e

Foure

S

~ Proc.Natl.Acad.Scl, USA.79.p.175.

73

87. wahdon M. H.; Serie,C.; Cerisier, Y, Sathinn, S, and German-
ier,R. 1982, "Controlied Field trial of liveSalmonella typhistrain
TY 2ia a oral vaccine against typhond, Tihee Yedrs results",
J.infect,Dis.145:292-293,

808. watson,dJ.; Kelly,X. und Largyen,M.1978, The genetic mapping
of a locus in mice that controls impune and nohimmune  responses Lo
bacterial lipopolysacharides," Infection, Fnimunity and Genelic.
p.25=-38,

89, wgtson,J.; Kelly K.; Lorgen M, and Toylor B.A, 1978, "The
genetic mapping of a defective LPS response "genetic  in C3H/HeJd  mice",
The  Journal _of immunology, 20:N02,p. 422424,

'90.. wWatson,dJ. ant Riblet ,R.1975, "Genelic control of responses
to  bacterial lipopolysacharides in mice." H14:HO5. D, 1462-1467,

91. wentwort,P.A and Ziegler,.X, 1989, "Modulation of macro-
phage ia expression by lipopolysacharide ' Stem cell reqgquirements
ac_cesory .Iymphocyte lnvol#ement and I-A inducing factor productlion.”
Infection  and  Immunity.57:N07.p.2028-2036.
| '_98. Younger,dJd.S. and Sa!vln.s.B. 1973, “Production and proper-
tleé oF migratfon Inh.ibltury factor and interferon in the cir-cu!at'ion
of mice with delayed  hypersensitivity."  J.mmnunology. 111,

-98_. Zabriskie, J.B  and Gibolsky, N, 986, “Genetlic control of

t'h'_e',susceptiblllty to_ infection with pathogenic bacteria" Current

topics  In Microbiology and immunology. Vol:ii24 ni-20.

'*.9_4. - Ziegler,E.X. und Uhnnue.E.R. 18982, "Decrease  in macrophaye

antigen catabolism  caused by  ammonia and  chloroquine I8 associated

with  Inhibition of antigen presentation to T cells,"

-




	Portada
	Contenido
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	Discusión
	Bibliografía



