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PRINCIPALES ABREVIATURAS.

DLy, Dosis letal media.

KDa Kilodaltones.

LPS Lipopolisacarido.

nm nanémetros.

PME Proteinas de membrana externa.

Sbs Dodecil sulfato de sodio.

BHI Infusién de cerebro y corazén (por sus siglas en inglés)

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

ss1 Solucién salina isoténica.

Tris Tris-(hidroximetil)~aminometano.

APS - Persulfato de amonio.

i.p intraperitoneal.

TEMED N, N ,N!',N'-tetrametil etilén diamino.
UFC Unidades formadoras de colonias

T, Linfocitos T inductores o cooperadores.
T, Linfocitos T citotéxicos.

ASB AlbGmina sérica bovina.
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La porina OmpC recombinante se obtuvo a partir.de Escherichia
¢oli UH302/pST13 gque contenia el gen ompC de Sailmonella typhi Ty2.

Esta porina se purificdé por el método de Nikaido (36) y se
verifict el grado de pureza por electroforesis.

Se encontré que la Dly, de Salmonella typhi 9,12,,.d,Vi fue,
para BALB/c de 6x10° bacterias/ml y para H/Fej, de 1,5x10°
bacterias/ml.

La actividad protectora de la porina recombinante OmpC se
evalus empleando un modelo murino. ’ .

Cuando los ratones fueron inmunizades con 10uxg de la porina
recombinante, se obtuvo una proteccién de 20% en la cepa CH/Fej,
contra el reto con 500 DLy,.

Cuando se inpunizaron con Sug de la poriha recombinante, no
hubo proteccién contra el reto de 500 DLy,. Se usb6 como testigo un
lote inmunizado con 10 ug de porinas obtenidas a partir de
Salmonella typhi 9,12,4,vi. La proteccién fue del 100% contra el
reto con 500 DLy,. A

La actividad protectora también se evalué para la cepa BALB/c,
la cual se imnmunizé con 10 ug y 5 pug de la porina OmpC
recombinante, posteriormente se retd con 500 DLy, los resultados
mostraron una proteccién de 10.5% y 5% respectivamente. Se trabajs
a la par un testigo inmunizado con porinas obtenidas de Salmonella
fyphi 9,12,d,Vi con el cual se obtuvo una proteccién del 100%.



1.~INTRODUCCION.

1.1 Generalidades de la respuesta inmunclégica.

El sistema inmunolégico estd constituido por una gran variedad
de estirpes celulares articuladas en una red de interacciones que
permiten, diferenciar lo propio y lo ajeno (14).

Al entrar el antigeno al organismo se inicia la respuesta
inmunolégica con la fagocitosis de éste por las células del sistema
fagocitico mononuclear. Los macréfagos y otras células
presentadoras de antigeno (CPA), digieren las fracciones proteicas
a péptidos (5) y los expresan en su membrana en unién a
glicoproteinas codificadas por el sistema principal de
histocompatibilidad. El macr6fago procesa los antigenos protéicos
por dos vias diferentes:

a) End6égena; Preferentemente relacionada con los antigenos
virales, los péptidos antigénicos se expresan en
moléculas de histocompatibilidad de clase I (56).

b) Exégena; Comprende aquellos antigenos que se captan mediante
la Tagocitosis, los péptidos se expresan en
moléculas de clase II (56).

Esta primera fase, llamada de procesamiento y presentacién de

antigeno, es esencial para activar a los linfocitos T inductores.

Los linfocitos T inductores o cooperadores T, (CD4') reconocen al

antigeno unido a moléculas de histocompatibilidad de clase II. Una

vez activados los T, proliferan y producen diversos mediadores

solubles como las linfocinas que conducen a la fase efectora de la

respuesta inmunolégica. Algunas de estas linfocinas son; el



interferén gamma y las Interleucinas 2, 4, Sy 6.

Los linfocitos T citotéxicos (cD8*), 3juegan un papel muy
importante en la respuesta inmune celular, éstos a diferencia de
los linfocitos T inductores, reconocen antigenos en el contexto de
moléculas de clase I.

Los T, al activarse secretan linfocinas, como interleucina 2
y el interferé6n gamma y tienen actividad litica contra células
infectadas principalmente por virus y células tumorales (34).

La fase efectora de la respuesta inmune la podemos clasificar
en dos grandes ramas;

a) La humoral; donde la actividad biol6gica depende de los
anticuerpos y el complemento.

b) La celular; donde se involucran eventos de hipersensibilidad
retardada y citotoxicidad mediada por cé&lulas.

Existen otros mecanismos efectores no especificos muy
importantes gue dependen de los macréfagos, por ejemplo la '
fagocitosis y liberacidén al medio de productos biolégicamente
activos como 1la interleucina 1, factor de necrosis tumoral y
algunos componentes del complemento.

La comunicacién de todos los elementos mencionados conforman
el concierto inmunolégico el cual se establece a través de la )

liberacion de mediadores solubles y del contacto Intimo celular.



1.2 riebre tifoidea.

1.2.1 Historia.

La primera resefia de la fiebre tifoidea se atribuye a Thomas
willis, quien en 1659 describié el cuadro clinico.

Sin embargo, durante muchos afios se confundié con el tifo, y
no fué sino hasta 1782, cuando Ruxham diferencis ambas entidades
clinicas como la fiebre phtrida maligna (fiebre tifoidea) y 1la
nerviosa lenta (tifo) (17). Posteriormente en 1837, Gerhard,
establecié las bases del diagn6éstico diferencial entre anmbas
enfermedades.

Jenner en 1850, analizé las lesiones de las placas de Peyer Yy
nédulos 1linféticos, y puntualizé que eran especificos para 1la
fiebre tifoidea (46).

William Budd, en 1856, determiné que la fiebre tifoidea se
transmite a través de 1la ingestioén de alimentos y aguas
contaminadas ;:on materia fecal proveniente de individuos enfermos
{(18) .

Eberth en 1880, logré aislar al bacilo tifoidico de ganglios
linfaticos mesentéricos e higade de pacientes con fiebre tifoidea,
y posteriormente en 1885, Pfeiffer, lo aisl6 a partir de heces de
pacientes enfermos (18).

Widal en 1895 describié 1la presencia de aglutininas
especificas en el suero de paclentes con fiebre tifoidea y su

aplicacién en el diagnéstico de la enfermedad (46).



1.2.2 Generalidades.

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto~contagiosa
causada por la ingestién e invasién masiva de Salmonella typhi.

El cuadro clinico se caraqteriza por sintomas sistémicos como
fiebre, malestar general, cefalea y dolor abdominal, que
frecuentenmente se presentan con exantema transitorio,

espl galia y 1 penia. Las complicaciones més importantes

incluyen hemorragia intestinal en el 2 al 8% de los casos y la
perforacién que se presenta en el 3 al 4%. La tasa de letalidad es
alrededor del 1%, sin embargo, en los casos complicados puede
ascender hasta el 30% (26). No existen reservorios animales, siendo
el hombre el elemento mis importante en la cadena de transmisi6n de

la enfermedad.

1.2.3 Salmonella typhi 9,12,d4,vi.

Salmonella typhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, tribu Salmonellae y especie typhi.

De acuerdo con la clasificacién de Kauffman-wWhite (8),
Salmonella_typhi pertenece al grupo D y comparte los antigenos
sométicos 9 y 12. Los flagelos contienen el antigeno "d", y en la
c&psula se encuentra el ant:igeno capsular "Vi", formado de un
homopolimero lineal de acido alfa-1,4,2~-desoxi-2-N-

acetilgalacturénico, que se ha relacionado con la virulencia de
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la bacteria. La nomenclatura 9,12,d,Vi denota a Salmonella tvphi en
forma abreviada (figura 1).

Salmonella typhi es una bacteria intracelular, Gram negativa,
m&vil, mide 2 a 3 um de longitud por 0.6 pm de ancho, citofilica,
anaercbia facultativa, fermenta la glucosa con produccién de &cido,

no metaboliza la lactosa ni la sacarosa.
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Figura 1.- Estructura antigénica de las bacterias Gram-
negativas., Abreviaturas: FL, fosfolipidos; ME
membrana externa; PG peptidoglicana; EP espacio
periplismico; MC membrana citoplasmitica; LPS
lipopolisscarido (Tomado de 9).



1.2.4

Diagnéstico.

El cultivo de Salmopella tvphi a partir de la sangre ha sido

considerado como la prueba definitiva para el diagnoéstico; el

aislanmiento

a partir de las heces, de la orina o de la bilis son

pruebas menos convincentes (26).

Hemocultivo:

Coprocultivao.

Mielocultivo:

Serologia:

La sangre del enfermo cultivada en el medio doble
de Ruiz-castafieda permite el aislamiento del
germen en mds de B80% de los casos si la sangre se
extrae durante una elevacién febril.

Es positivo desde el final de la primera semana en
la enfermedad natural y en las inoculaciones
experimentales algunes sujetos comienzan a
eliminar Salmonella typhi desde el primer dia.
Ofrece las mayores oportunidades de &xito en el
aislamiento de Salmonella typhd en el medio
Mendoza y se logra mé&s del 90% de resultados
positivos.

La reaccién de Widal tiene una sensibilidad de 80%
Y, s6lo hace el diagnéstico; pero no sirve

para el pronéstico o para guiar el tratamiento ni

para predecir las recalidas o complicaciones.

Biometria hematica: Los hallazgos Gtiles son leucopenia (menos de

5,000 leucocitos/mm®), ausencia de eosinéfilos,

los niveles de hemoglobina tienden a ser bajos.
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1.2.5 Respuesta inmune.

Salmonella typhi penetra al organismo a través de la boca, se
multiplica en el intestino delgado, y penetra la membrana basal
intestinal sin causar dafio importante en los tejldes. Es fagocitada
por macréfagos y transportada a los ganglios linfdticos regionales
donde se multiplica activamente, dando una fase de bacteremia.
Posteriormente se distribuye en el sistema fagocitico mononuclear,
donde se reproduce y es liberada nuevamente al sistema
circulatorio.

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio, en los ganglios
linfaticos, bazo e higado, con muy escasa cantidad de
polimorfonucleares y gran acumulacién de mononucleares, en el
interior de los cuales es capaz de proliferar (17).

Aunque la fisiopatologia del padecimiento no‘ estd totalmente
esclarecida, se sabe que gran parte de las manifestaciones clinicas
son provocadas por la liberaci6én de endotoxina la cual induce
fiebre, hipotensidn arterial, leucopenia y estimulacién policlonal
de linfocitos B (18). .

(53

1.3 Vacunas contra Salmonella typhi.

En 1886 se realizé6 la primera inmunizacién experimental
contra la infeccién por Salmonella typhi. Frankel y Simmons
lograron proteger a conejos inyecténdoles dosis de bacteria viva.

Posteriormente Klikovich demostré que los bacilos muertos son
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capaces de inducir proteccién alentando a Wright en Inglaterra y
Pfeiffer y K&8lle en Alemania a utilizar, por primera vez (1887),
vacunas inactivadas para la inmunizacién de humanos (26}.

Asi, la vacuna de Pfeiffer y K8lle, preparada en medio sélido,
estaba constituida por bacteria fenolada inactivada por calor a
56°C (42).

En 1955, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promovié
la realizacién de estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia
Yy la Unién Soviética, para determinar la eficacia de tres vacunas
preparadas con células enteras de Salmonella typhi inactivadas con
acetona, calor-fenol o alcchol. La vacuna inactivada con acetona
(Vacuna K), confirié una mayor y m&s duradera proteccién. La vacuna
inactivada con calor y fenol (Vacuna L), mostré eficacia intermedia
y la inactivada con alcohol fue la menos efectiva (42).

Tully y col, en 1962, inmunizaron chimpancés con una cepa
rugosa de one , obteniendo elevados titulos de
anticuerpos éontra el antigeno "H", sin embargo no evitaron 1la
infeccién con la bacteria.

En 1970 Wong, logrd purificar el antigeno "vin, sin
desnaturalizarlo y demostrd que era inmunogénico y seguro (42).

En 1975 Germanier y Furer desarrollaron la cepa de Salmopella
typhi Ty21a (13), la cual proteglé el 95% en ensayos clinicos. Esta
cepa tiene una mutacién en el gene d¢galE que le causa una
deficiencia en la enzima UDP-4-galactosa epimerasa. Sin embargo en
estudios posteriores realizados en una poblacitn endémica de fiebre

tifoidea en Chile, la vacuna mostrd una protecci6n apenas del 51 al
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67% (13). Ademis se demostrd por técnicas de mutacién puntual gque
el dafio no se encuentra Gnicamente en el gen galE.

Stocker en 1981, desarrollé las cepas de Salmopella typhi
541Ty y 543Ty, las cuales contienen mutaciones en aroA y purA. La
mutacién en el gen aroA genera dependencia por aminoacidos
ato_maticos, en tanto gque al inactivar purA se genera un
requerimiento por adenina. Sin embargo al evaluar su actividad
protectora en ensayos clinicos, despertaron pobre respuesta inmune
{6) -

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de
antigenoc %Vi". Ambos resultaron ser buenos inmunégenos, sin
embargo, uno de ellos generd reacciones adversas, debido a su
contenido de lipopolisacdrido contaminante (45). Actualmente est&
en vias de salir al qomercio una vacuna hecha de este antigeno por
los laboratorios Mérieux, en Francia.

En la actualidad se estudian las cepas CVD906 y CVD908
obtenidas por Levine y colaboradores derivadas de las cepas de
Salmonella typhi ISP1820 y Ty2 respectivamente(6). La cepa CVD908
es una mutante aroC y areD, altamente inmunogénica, que en ensayos

clinicos genero altos titulos de anticuerpos IgG y IgA.
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1.4 Proteinas de la membrana externa.
1.4.1 Generalidades.

Miuria y Mizushima, en 1968, obtuvieron por primera vez la
membrana externa de Escherichia coli, empleando para ello
esferoplastos preparados con lisozima y EDTA, los cuales fueron
lisados osmdéticamente, separando las membranas externas por
gradiente de sacarosa (32).

Osborn, modificé la técnica con el fin de obtener las
membranas externas con menor cantidad de lipopolisidcarido (38).

Schnaitman (1971), obtuvo las membranas externas por un nuevo
método, el cual consistia en el rompimiento de las bacterias en una
prensa francesa, seguida de la posterior solubilizacién de la
membrana interna con el detergente no-iénico tritén X~100 (48).

Schnaitman fué el primero en reportar que Escherichia coli
contenia una proteina principal o mayor, la cual constituye el 70%
de las proteinas totales de la membrana (49).

Schmitges y Henning describieron una proteina mayor, la cual
electroforéticamente se podfa separar en dos bandas (47). En la
actualidad se sabe que el nfimero de PME es variable y depende de la
informacidn genética de la bacteria y su expresidn se puede afectar

por condiciones de cultivo, temperatura, mutaciones, etc (27).
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1.4.2 cClasificacién.

Las proteinas se clasifican de acuerdo con su abundancia en la

membrana en proteinas principales y proteinas menores (31,7)..

Proteinas principales.

- Las proteinas matrices o porinas, que intervienen en el
transporte pasivo de sustancias de bajo peso molecular a través
de la membrana (36).

- La proteina modificable por el calor (OmpA), acta como receptor
de fagos y colicinas (7).

~ La lipoproteina de Braun, la cual esti unida covalentemente a
la peptidoglicana y cuya funcién es la de mantener la
integridad estructural y funcionalidad de la membrana (9,51).

La organizacién molecular de las protefinas mayores en la membrana

de bacterias gram-negativas, ha llevado a investigar su eficacia

como inmunégenos protectores (figura 2).

Proteinas menores.

Intervienen como acarreadores en el transporte activo de
sustancias de alto peso molecular y que esta&n relacionadas con la
divisién celular. Entre ellas se encuentra la Gnica proteina de

membrana que tiene actividad de fosfolipasa A (9,37).
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Proteinas malrices wFs
o Porings

Proteina modificable Lipopm[efnq de Braun

oor el calor

Figura 2. Organizacién de 1las proteinas en la membrana
externa (Tomado de 27).
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1.4.3 Porinas.

Las porinas son proteinas de membrana externa de peso
molecular de 31000 a 48000 daltones, su composicién de aminoicidos
indican una moderada hidrofobicidad y un Indice de polaridad del
45%. Presentan un punto isoeléctrico de 4.5 a 4.6 (35).

Reciben el nombre de porinas porque se arreglan en forma
regular en la membrana externa formando trimeros, que forman poros
o canales que permiten la entrada pasiva inespecifica de pequefias
moléculas hidrofilicas a través de la membrana externa (fig
23) (22).

En Escherichia coli las porinas son codificadas por los genes
ompC, ompF, Yy phoE. Estos genes son expresados en condiciones de
baja osmolaridad, alta osmolaridad y baja concentracién de
fosfatos, respectivamente (33,54).

La proteina modificable por el calor estAd codificada en
Escherichia coli por el gene ompA y probablemente se encuentra
fuertemente asociada al lipopolisacérido (11,52). Los genes ompA de
E. coli y S.typhimurium han sido aislados y secuenciados (3,12).
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Figura 3. Conformacién tridimensional de porinas. Modelo
propuesto por Jap para la porina Pho E, en 1989
basado en estudio de critalografia electrénica con
una resolucién de 18 A° (Tomado de 22).
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1.5 Antecedentes de Investigacién en México.

En el Centro de Investigacién Biomédica del D.F (Divisién de
Inmunogquimica), se pretende la obtencién de una vacuna contra la
fiebre tifolidea, que sea capaz de inducir proteccitn de larga
duracién, de gran efectividad en una sola dosis y sin reacciones
colaterales, y que su produccién a gran escala sea rédpida, segura
y econémica.

Los estudios realizados se han enfocado a evaluar la inmunidad
protectora de las proteinas de membrana externa (PME) de Salmonella
typhi, de las que se ha demostrado lo siguiente:

~Las PME de Salmonella_ typhi obtenidas con una contaminacién
del 4% de lipopolisacarido (LPS), protegen al reto con 1000 DL, de
la bacteria homologa (19).

~Los anticuerpos anti-PME de Salmopella typhi desarrollados en
conejo, protegen pasivamente al ratén contra el reto de la bacteria
viva(19).

-purante la fase de convalescencia, el suero de pacientes con
fiebre tifoidea tienen anticuerpos de clase 1gG dirigidos contra
las porinas de Salmonella typhi (37,4).

-Las porinas de Salmopella typhi, protegen el 90% en el modelo
murino cuando se inmunizan con 10pg y se retan con 100 DLg, (20).

Las porinas de Salmonella typhi, protegen el 90% en el modelo

murine cuando se inmunizan con 30pg y se retan con 500 DLg, (20).
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~Los Anticuerpos monoclonales anti-porinas protegen el 60% al

reto de 20 DL, de Salmonella typhi y los anticuerpos monoclonales
anti~LPS no tienen efecto protector (21,40).

~Se formuld una preparacién de porinas de Salmonella typhi
estéril con una concentraci6én de 100xg/ml, se probé en un modelo
murino y demostré ser sequra y no pirogénica (39).

-Se midié la capacidad de las porinas Salmoneila typhi de
inducir activacién de macréfagos de ratones C;H/FeJ dependientes de
linfocitos T in vitro. Se encontré que los macr&fagos fueron
capaces de eliminar aproximadamente el 50% de la bacteria
intracelular infectante (40).

~Se obtuvo un conjugado porinas-toxoide tetdnico con actividad
protectora contra el reto de 1000 DLg, de Salmonella typhi en la
cepa GH/FeJ (21).



18

1.6 Porina Omp C recombinante.

En la actualidad se estd tratando de obtener a las porinas por
métodos de DNA recombinante para eliminar contaminantes como el
LPS.

Haller y col (1975), obtuvieron cepas de Escherichia coli
K12, mutantes de las proteinas principales de la membrana celular
(16) .

Inouye y col (1983), secuenciaron la regi6én promotora del gen
ompC en Egcherichia coli (53).

Ccalva y col (1987), aislaron el gen que codifica para la
porina OmpC y la clonaron en Escherichia colji HBl10ol y P678-54 (43).

Venegas y col (1988), clonaron en Escherichia coli, el gen que
codifica para la expresit6n de una porina de 36 KDa de Salmonella
typhi (58).

Vaara y col (1989), secuenciaron el gen ompH, reportado de
MM, que codifica para la expresién de la proteina
OmpH, de 16 KDa (24).

McGroarty y col (1990), obtuvieron la cepa RAM122 a partir de
Escherichia coli K-12, la cual contiene una delecién en la porina
ompc, de los aminodcidos 103 al 110 (57).

Cabello y col (1990), en el Departamento de Microbiologia,
New York Medical College, Valhalla, USA, obtuvieron el DNA de cepas
de Salmonella tvphi procedentes de Perd, México, Chile, India y
Inglaterra, y compararon el genoma para la expresién de proteinas

de la membrana externa (10). Y en 1978, caracterizaron y clonaron
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la porina de 36 Kbal OmpC de Salmonella typhi en Escherichia colil
UH302. La clona recombinante fue identificada por su capacidad de
dotar a Escherichjia colj de la susceptibilidad a bacteriéfagos
porina especificos y por la aparicién en la membrana de una nueva
proteina a 36 Kbal (1).

El plasmido pST13, se obtuvo a partir de Salmonella typhi
Ty2, de la cual se extrajo el DNA y construyé un césmido (1).

Posteriormente este césmido se introdujo por transduccién en
Escherichia ¢oli UH30Z.

La bacteria Escherichia coli UH302 fue obtenida a partir de la
cepa P400, por seleccién sucesiva a los fagos Tulb, Tula y Tull
(6} .

Para determinar la presencia del c6smido recombinante, en
Escherichia ¢oli UH302, se seleccioné con el bacteriéfago P221, el
cual tiene como receptor en Salmonella typhi a la porina OmpC (1}.
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2 .~FUNDAMENTACION DEL TEMA.

La fiebre tifoidea es uno de los principales problemas de
salud en América Latina. Durante 1990, se presentaron
aproximadamente 89,591 casos, que representan una incidencia de
20.8 casos/100,000 habitantes, que ha llegado a ser hasta de 150
casos/100,000 habitantes en Chile.

En México en 1989 se notificaron 16,852 casos que representan
una tasa de 20 casos/100,000 habitantes y se registraron 692
muertes que representan una mortalidad de 0.82/100,000 habitantes
(2).

El grupo de edad m&s afectado es de 15-44 afios, que representa
el 58.62% de los casos, lo cual equivale a m&s de 500,000 dias
laborables perdidos.

Las estrategias propuestas para el control epidemiols&gico de
esta enfermedad incluyen, el mejoramiento de la infraestructura
sanitaria, campafias de educacién sanitaria a la poblacién, control
de portadores tifeofdicos y desarrollo de vacunas profil&cticas.

El mejoramiento de la infraestructura implica mucho tiempo y
dificultad, sobre todo en paises subdesarrollados, ya que para ello
es necesario no s6lo mejorar el nivel econémico de la poblacién
sino también elevar su nivel de educacién, siendo m&s viable el

desarrollo de vacunas profildcticas.
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El desarrollo de una vacuna consiste en una serie de pasos que
comprende, la identificacién del agente inmunogénico,
identificacién y caracterizacién de los antigenos protectores,
evaluacién del inmunSgeno en animales, ensayos de respuesta
inmunolégica en humanos, y por Gltimo la evaluacién.y produccidn a
nivel industrial.
La Divisién de Inmunoquimica, se ha enfocado a estudiar las
PME de Salmonella typhi. Durante el desarrollc de esta tesis se
evalud la actividad protectora de la porina OmpC recombinante, como
posible agente inmunogénico para la obtencién de una vacuna contra

la fiebre tifoidea.
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3.~ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Por estudios anteriores se sabe que el complejo de porinas de
Salmonella typhi obtenidas por Nikaido (36), tienen actividad
inmunogénica, en el modelo murino.

Sin embargo no se ha evaluado la actividad protectora
independiente de cada porina ya gque no se cuenta con un método
adecuado para la separacién de las porinas a partir de Salmonella
typhi.

El Dr. Cabello y colaboradores, obtuvieron la cepa Escherichia
£oli UH302/pST13, la cual tiene el gen que codifica para 1la
expresién de la porina OmpC de Salmonella typhi, y la cual fue
donada a la divisién de Inmunoquimic_a para la obtencién de esta
proteina recombinante.

Se purificé la porina OmpC recombinante, por el método de
Nikaido (36) y posteriormente se evalué la actividad protectora de

esta, en el modelo murino empleado csﬂ/Faj y BALB/c.



4 .~MODELO EXPERIMENTAL.

Determinacién de la DLy, de Salmonella
tvphi 9,12,d,vi en ratones BALB/c y

CJH/Fej .

caracterizacién, siembra y cosecha
de onella t 9,12,4,vi y

Escherichia coll UH302/pST13.

Obtencién de proteinas de la membrana
externa y porinas de Salmopella typhi
y Escherichia coli UH302/pST13.

Purificacién, caracterizacién Yy

cuantificacién de las porinas.

Inmunizacién de cepas murinas con
porinas de galmopella typhi y porina
OompC recombinante de Eschexichia coll

UH302/pST13.

Reto de cepas con 500 DLy, de 1la

bacteria viva.

23
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OBJETIVOSB.
objetivo general.

-Aislar la porina recombinante OmpC y evaluar el papel gue

juega en la induccién de proteccién en un modelo murino contra el

reto a Salmonella typhi 9,12,d4,vi.
objetivos particulares.

-Purificar y caracterizar la porina recombinante OmpC de

Salmonella typhi 9,12,4,Vvi expresada en cherichia co
UH302/pST13.

-Evaluar la capacidad de inducir proteccién activa de la
porina recombinante OmpC en un modelo murino de fiebre tifoidea

empleando como cepa de reto a Salmonella typhi 9,12,d4,vi.

-Comparar 1la respuesta inmune gque presentan dos cepas
endogémicas de ratones con diferente capacidad para responder a

porinas.
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6.- HIPOTEBIB.

Se sabe que dos de las porinas de Salmonella typhi 9,12,4,Vi
inducen proteccién en modelos murinos contra el reto de la bacteria

homéloga, por lo tanto al inocular la porina OmpC recombinante de

Salmonella tvphi, é&sta serd capaz de inducir una respuesta
protectora menor a la de las dos porinas de Salmonella typhi juntas

en el mismo modelo murino.
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7.~ MATERIALEE Y METODOS.

7.1 Animsles de experimentacién.

Se trabajé con ratones hembras de las cepas C;H/Fej y BALB/c,
de 11-13 g, para retos con 500 DLy de Salmonella_ typhi 9,12,d,Vi.

Se trabajé con ratones hembras de las cepas CyH/Fej y BALB/c,
de 16-18 g, para determinacién de la DL, de Salmopella typhi
9,12,d,vi.

Ambas cepas fueron mantenidas en el Instituto Nacional de

Higiene de la SSA.

7.2 Esqueamas de inmunigacién.

Para evaluar la capacidad de la porina recombinante
de inducir inmunidad activa en el modelo experimental murino, se
formaron grupos de 10 ratones de 11 a 13 g de peso.

Se inmunizaron y retaron por via i.p de acuerdo con el

siguiente esquema de trabajo:

Dia de Inmunizacidédn con

Inmunizacién. porinas OmpC rec (ug).
Lote 1 Lote 2

0 ememmme—ee — 5 10

15 emememceme—a— 5 10

25 Dia de reto con 500 DLg,.

* Cepa de reto; Salmonella typhi 9,12,d,Vi resuspendida en
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mucina al 5% en solucién salina.

Grupos testigo;Ratones inmunizados con mucina al 5% en
solucién salina, solucién salina isoténica y
porinas de Salmonella typhi 9,12,d4,vi.

El grado de proteccién se evalué como la sobrevivencia a los 10

dias del reto.
7.3 Dosis Letal Media {DLgg)

Se crecié Salmonella typhi 9,12,d4,Vi durante 16 hrs a 37°C en
agar BHI, seguido de una resiembra en el mismo medio, las bacterias
se cosecharon a las 8 hrs. de cultivo (fase de crecimiento
logaritmico).

El cultivo bacteriano se ajusté a una concentracién de 10°
bacterias/ml en solucién salina isoténica (0.6 de D.O a 540 nm), a
partir de esta suspensidn se siguié el esquema de trabajo que se

describe a continuacién;



suspensién de bacteria

(1x10°), D.O 0.59 a 540nm.

iml susp.
+ 9ml SSI.
Diluciones seriadas
en Mucina (5% en SSI).
1x10% 1ml susp. *
+ 9ml SSI**k
*% 1x107
1x10°® Diluciones seriadas
1x10° en SSI.
1%10¢ 1 ml 1x10% *
1x10% +9ml SSI.
1102 1%102~---Dilucién 1:2.
1x10’ 1%10'~-~-Directa.
1 ml.

Conteo de UFC en

A Nkkx

* Se sigue el mismo esquema para las diluciones subsecuentes.
*% Suspensiones empleadas para las inoculaciones.
**% SSI.- Solucién salina isoténica.

A.N.- Agar nutritive.

U.F.C.-Unidades formadoras de colonias.
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A partir de la suspensidén de bacteria en mucina (mucina
gastrica de cerdo al 5% en solucién salina estéril), se inoccularon
0.5 ml, por via intraperitoneal, a grupos de 10 ratones %, de 16~
18g de las cepas CyH/Fej y BALB/c.
como grupo testigo se emplearon ratones inyectados con 0.5 ml
de mucina al 5% en solucién salina.
Se registré 1la sobrevivencia por 3 dias a partir de 1la
inoculaci6n, posteriormente se determiné la DLy, de acuerdo al

método de Reed y Muench (44), seglGn la siguiente férmula:

Log DLyy= Log dil<50% - (D.P} x Log factor de dilucién.
En donde:
Log dil<50%= Logaritmo de la dilucién inmediata inferior a

la diluci6én que mata al 50% de la poblaciédn.

D.P= Distancia proporcional

D.P= 523;:_5§9&
>50%~ <50%

En donde;

50%= Dilucién de la concentracién que mata al 50% de la
poblacién.

<50%=Dilucién inmediata inferior a la dilucién que mata al
50% de la poblacién.

>50%=Dilucién inmediata superior a la dilucién gue mata al .

50% de la poblacién.
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7.4 caracterizacién de las cepas bacterianas.

Se trabaj6é con Escherichia coli UH302/pST13 y Salmonella typhi
9,12,d,vi. El aislamiento de las bacterias se realizé en los medios
de cultivo BHI y MacConkey.

Para corroborar gue se estaba trabajando con la kacteria de
interés se realizaron las siguientes pruebas bioguimicas:
fermentacién de glucosa y sacarosa, produccién de H,S, movilidad y
descarboxilacién de la ornitina y lisina para lo cual se emplearon
los siquientes medios:
~ Agar hierro y triple azdcar (TSI).

- Agar de hierro y lisina (LIA).
- Movilidad Indol Ornitina (MIO).

~ citrato de Simmons.
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7.5 Cultivo y cosecha de la bacteria.

Escherichia coli UH302/pST13, se sembrd en placas de agar BHI
y se dej6 crecer durante 24 horas, a 37°C, se tomé un inéculo el
cual se deposité en un matraz de 500ml que contenian 250 ml de
medio minimo A.

Después de un tiempo de crecimiento de 18 horas a 37°C, se
dividi6 cada inéculo en partes iguales y se agregaron a garrafones
que contenian 1.5 1t de medio minimo A, complementado con 0.1% de
extracto de levadura y 0.5% de glucosa, los garrafones se incubaron
a 37°C con agitacién de 200 vpm durante 8 horas deteniendo el
crecimiento logaritmico.

Posteriormente se centrifugs a 4000 rpm/20minutos ( Sorvall
RC~-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge). Para obtener la pastilla

bacteriana.
7.6 Aislamiento de proteinas de la membrana externa.

La obtencién de PME de las cepas trabajadas se realizé de
acuerdo con el método de Schnaitman (50), para ello las bacterias
cosechadas en la fase de crecimiento logaritmico se ajustaron a una
densidad &ptica de 1.0 a 660 nm; posteriormente se rompieron
mediante sonicacién a 180 watts (Lab Line Ultratrip Labsonic System
sonicator) por periodos de 2 minutos en bafic de hielc hasta

disminuir la absorbancia a 0.3.
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Para eliminar bacterias enteras de la suspensién sonicada ésta
se centrifugé a 7000 x g durante 15 min, del sobrenadante se
sedimentdé la envoltura celular por ultracentrifugacién a 200 000 x
g/45 minutos a 4°C (LB 80 ultracentrifuge Beckman Instruments,
Inc.), la cual se solubilizé con Tritén X-100 al 2% en Hepes 0.01
M pH 7.4. La fracci6n jnsoluble en tritén X-100 (membrana externa
Yy peptidoglicana) se sediment6é por ultracentrifugacién en 1las
condiciones antes mencionadas y para lograr la extraccién de las
PME se resuspendid en Tris-HCl pH 7.2 que contenla Tritén X-100 al
2%t y 5 mM de EDTA, se incub6é durante 10 min a 37°C y posteriormente
se ultracentrifugé a 200 000 x g/45 min/37°C. Las PME se
recuperaron en el sobrenadante y se mantuvieron a -70°C hasta que

se utilizaron.

7.7 Obtencién de porinas.

La pastilla bacteriana obtenida a partir de la cosecha se
resuspendié en amortiguador de tris-HCl 0.1M pH 7.4 hasta obtener
una densidad 6ptica de 1 a 660nm (espectrofotémetro Beckman DU-7),
la bacteria colocada en un bafio de hielo se rompid por ultrasonido
por perfodos de 1 minuto por 3 minutos de descanso (Lab-line-
Ultratip Labsonic System), hasta obtener una densidad de 0.4 a 660
nm. El1 lisado asi obtenido, se trat6é con DNasa y RNasa incub&ndose
durante 30 min en un bafio para disminuir la viscosidad y eliminar

los 4&cidos nucléicos.
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Se concentraron las membranas por Ultracentrifugacién
{(Ultracentrifuge rotors All Beckman preparative) a 35000 rpm
durante 30 minutos a 4°C, se solubilizaron en Tris 0.1M, pH 7.7,
SDS (dodecil sulfato de sodio ) al 2%, se incubbé a 32°C durante 30
minutos, posteriormente se Ultracentrifugé a 45000 rpm durante 30
minutos a 20°C y el sedimento se sometié a una segunda
solubilizacién en las condiciones descritas anteriormente.

El sedimento de este segundo proceso, contenia peptidoglicana,
de donde se extrajeron las proteinas unidas a ella solubilizandolas
con Tris 50 mM, NaCl 0.4M y 2-mercaptoetanol 0.05%, se incubd
durante 2 horas a 37°C, y se ultracentrifug®é a 20000 rpm durante 1

hora a 20°C obteniendose en el sobrenadante la porina recombinante.

7.8 vPpurificacién de porinas por cromatografria de

axclusién molecular.

E]l sobrenadante obtenido con anterioridad se pas6 a través de
una columna de Sephacryl S-200 (80 c¢m por 2.6 cm, Pharmacia
Chemical Co) con un flujo de 4ml/hr. Se recolectardén las
fracciones, detectandose la presencia de proteinas a 280 nm. La
cantidad de muestra colocada fué de 8 ml y, se recuperaron en un
colector (LKB Instruments). La porina recombinante se dializé
contra NaCl 0.1M. Para utilizar nuevamente la columna, se lavé con

un volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel.
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7.9 Blactroforesis de proteinas en geles de

poliacrilamida (SDB-~PAGE).

El gel de poliacrilamida se «corrié en una unidad
electroforética para geles verticales en placa {Midget
Electrophoresis Unit LKB) en condiciones reductoras y sistema de
amortiguadores discontinuos, de acuerdo con el método de Laemmli
(28). .

Se utilizé como amortiguador de muestra Tris 0.125M pH 6.8,
que contenia SDS al 2%, 2-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y
azul de bromofenol al 0.005%. El gel superior contenia 5% de .
acrilamida, 0.13% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en Tris-HCl 0.5M
PH 6.8. El gel separador contenia 11.2% acrilamida, 2.5% de bis-
acrilamida, 0.19% de SDS en Tris-HCl 1.5M pH 8.8.

El corrimiento electroforético se llevé a cahd durante 3
horas, empleando 15mA por placa y como amortiquador de corrimiento
se utilizé Tris 0.025, glicina 0.192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3.
Posteriormente, los geles se tifieron durante 30 minutos en una
solucién de azul de Coomassie R~-250 al 0.25% en metanol~-scido
acético-agna (227:46:227) (50). Se destifieron empleando una solucién
de metanol-4cido acético-agua (30:7:63) (50), hasta que €l fondo del

gel fue transparente.
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7.10 cuantificacién de proteinas.

La cuantificacién de la porina recombinante, se realizé de
acuerdo al método de Lowry (29), empleando albGmina sérica bovina
como proteina de referencia (Sigma Chem Co).

Se sugiere el rango de 10 a 250ug de proteina para establecer

la curva.



8.~ REBULTADOS.

8.1 caracterizacién de Salmonella typhi 9,12,4,Vi.

36

Se caracterizaron las bacterias antes de emplearse y 1los

resultados son los siguientes:

-~ Agar hierro y triple azgcar (TSI).

Fermentacidén de la lactosa
Fermentacién de la sacarosa
Fermentacién de la glucosa

H,S

~ Agar hierro y lisina (LIA}).
Descarboxilacién de 1la lisina

HS

~ Citrato de Simmons

- Medio MIO.

movilidad

Produccién de indol

Descarboxilacién de la ornitina

-)

=)

(+)
(+)

(+)
(+)

(+)
=)
[S2]
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8.2.~ Caracterizacién de Escherichia coli UH302/p8T13.

- Agar hierro y triple azticar (TSI).

Fermentacién de la lactosa (-)
Fermentacién de la sacarosa (=)
Fermentacién de la glucosa (+)
H,S -)

- Agar hierro y lisina (LIA).

Descarboxilacién de la lisina (+)

H,$ )
- Citrato de Simmons (~)
- Medio MIO.

movilidad (+)

Produccién de indol (+)

Descarboxilacién de la ornitina (-)

8.3.- Obtencién de las protainas de la membrana externa de

Escherichia cold UH302/p8Ti3 .

Las proteinas de membrana externa se obtuvieron por el mé&todo
sefialado, se sclubilizaron en amortiguador de fuerza ibnica elevada

y se corrieron en condiciones reductoras.



a8

En el gel de poliacrilamida (figura 4), fué posible ver 1la
banda de la protefina OmpC recombinante (carril 3), la cual se
encuentra entre 36-40 KDal. Se colocaron proteinas de la membrana
externa de otra variedad de Escherichia colj que no contiene el gen
gque codifica para la expresién de la porina OmpC, por lo tanto la
banda correspondiente no aparece en el gel de poliacrilamida
(carril 2). En el carril 1, se colocaron las proteinas de la
membrana externa de Escherichia colj UH302/pST13, que contiene el
gen para la expresién de la porina OmpC recombinante, la cual
aparece como una marcada banda, a la misma altura que la de la

porina OmpC recombinante de el carril 3.
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4. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para las

proteinas de la membrana externa. En el gel se
comparan membranas de E. coli UH302/pST13 (carril
1), con otra variedad de E. coli gue no contine el
plasmido pST13, que codifica para la porina oOmpC
(carril 2) y en el carril 3 se muestra la porina
OompC recombinante obtenida por el método de
Nikaido.
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8.4.- Obtencién y purificacién de la porina racombinante
ompC.

Las porinas fueron purificadas, eluyendo en una columna de
Sephacryl S-200. Donde se ve que a una absorbancia de 280 nm, en la
fraceciétn nGmero 19 hay un pico méximo, el cual es debido a la

presencia de las porinas (grafica 1).
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Elucion de OmpC recombinante.
Sephacryl $-200.

Absorbancia a 280nm.

(Y S RERERTY'2¢ EER LT PR T R CRERPRRPRRARE
0.6 AP SN SR
L ] T S PP

0.2

o 5 10 15 20 25 30 35
Fracciones de columna.
Ndm. de Fracci6n.

—~Series 1
Porina de E. coll UH302/pST13,

Grérica 1. Elucién a través de columna de Sephacryl S-200 de
porina .ompC reccmbinante, obtenida a partir de
UH302/pST13.
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8.5.~ Caracterizacién de la porina OmpC recombinante.

Se corrieron las porinas, de Escherichia coli UH302/pST13 en
geles de poliacrilamida, donde se corrobord su identidad. Para
Escherichia coli UH302/pST13, s6lo se obtuvo una banda entre 36 y
40 KDal que corresponde a la porina OmpC (figura 5).

En el caso de Salmonella tvphi 9,12,d,Vi se ven claramente dos
bandas de porinas, no se sabe a que porina corresponde cada banda,
sin embargo se sabe que una de las bandas corresponde a la porina

ompC.
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5. Corrimiento electroforético en condiciones

reductoras de las porinas. En los carriles 3 y 4,
se encuentra la porina OmpC recombinante, obtenida
de Escherichia _coli UH302/pST13 a diferente
concentracién y en el carril 2, las porinas
obtenidas de Salmonella_ typhi 9,12,d4,Vi. En los
carriles 1, se encuentran los marcadores de pesos
moleculares gque corresponden a: Fosforilasa b
(93), Albumina bovina (68Kd) , OvoalbGmina

(45Kd), Anhidrasa carbénica (25Kd) y 1lisozima
(14Kd4d) .




8.6.~ Cuantificacién de las proteinas por el método

Lowry.

Se realizé una curva estandar con ABS (grafica 2), donde
ley6 la concentracién de proteina que se encontraba presente

alicuotas de 10 xl, obteniendo posteriormente el valor medio de

44

de

concentracién que fué de 5.8 mg/ml de porina recombinante, y 1.0

wg/ml de porinas de gSalmonella typhi 9,12,d,Vi.
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Curva estandar de Lowry.
Cuantificacién de proteina.

0.5

) S S S O S U S S S S S
10 50 100 150 200 250 300
g de proteina.
~~- Absorbancla.
Estandar:ABS.

Gr&fica 2. Curva estandar empleada en la cuantificacién de
porinas por el método de Lowry.
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8.7.- Determinacién de DL,

Se inocularén lotes de 10 ratones de la cepa BALB/c y CiH/Fe],
hembras de 16-18 gr, con las siguientes dosis de Salmonella typhi
9,12,d,vi; 104 105, 10%, 107, 108.

Los resultados se muestran en las grafica 3 y 4, donde se
observa que para C;H/Fej a la dosis de 1x107 se ha muerto la mitad
de la poblacién, a diferencia de BALB/c que se observa gue la dosis
se encuentra entre 1x10° y 1x10%.

Posterjormente se determiné la DLy, empleandc el modelo
estadistico de Reed y Muench, la cual fué para BALB/c de 6x10°

bacterias/ml y para c,H/Fej fué de 1,5x10‘ bacterias/ml.
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Dosis Letal Media.
Cepa C3H/Fej.

o = 5 i e
Mucina10 exp3.10 exp410 oxp510 exp610 exp710 exp8.

o

Dosls de bacterla inoculada.

Bl % de muertos.

Ratonen hembras de 10-18 g de nean.

Grérica 3.

Respuesta de cepa GH/Fej, a diferentes dosis de
Salmonella typhi

9,12,4d,vi.
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Dosis Letal Media.
Cepa BALB/c.

120

D111 ] R R ELR LR R

T

QO vy .

20

o £ =23 b =
Mucina. 10oxp3 10exp4 10exp5 10exp6 10exp7
Concentracién de bacterias inoculadas.
B % de muerios,
Ratonss hembras de 16-18 g ds peso.

Gr&fica 4. Respuesta de cepa BALB/c, a diferentes dosis de
Salmonella typhi 9,12,d,Vi.
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8.8.~ Evaluacién de la actividad protectora (cinética de

sobravivencia).

Se siguié el esguema de inmunizacién descrito en 1la
metodologia para ambas cepas, retando el dia 25 con S500DL,
posteriormente se registrd la sobrevivencia por 10 dias, los
resultados se muestran en las grdficas 5y 6.

Los resultados obtenidos mostrarén una proteccién de 20% en
ratones C;li/Fej, ante el reto de 500DL;,, cuando estos fuerén
inmunizados con 10 pg de porina recombinante OmpC. Cuando se
inmunizarén con 5 pg no hubé proteccién ante el reto de 500DLg,. La
actividad protectora para BALB/c inmunizados con 10 ug y 5 pg de
porina recombinante, ante el reto de 500DL;, fué de 10.5% y 5%
respectivamente. Para ambas cepas se usé un lote testigo, el cual
gse inmunizé con 10ug de porinas obtenidas a partir de Salmonella
typhi 9,12,d,vi donde la proteccién fué del 100% ante el reto de
500DLg,.
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Cinética de sobrevivencia.
Cepa C3H/Fej.

3
T T T 1

4 5 6 7 8 8 10
Dias posteriores al reto.
Concentraciones.
~-10 ug Omp C (rec). —+5 ug Omp C (rec).

“* 10ug porinas S.typhi - Solucién salina 10ul
Reto con 500 DLSO de S. typhl.

Grafica 5. Evaluacién de la actividad protectora (cinética
de scbrevivencia), para la cepa C;H/Fe].
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Cinética de sobrevivencia
Ceopa BALB/c.

% de sobrevlvencia.

(1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias posteriores al reto.
Concentraciones.
~5ug de OmpC rec. 10 ug de OmpC rec.

“ 10ug Porinas S.typhi ™ Sol. salina 10ul.
Reto con 500 DL50 ds S. typhi.

Gréfica 6. Evaluacién de la actividad protectora (cinética
de sobrevivencia), para la cepa BALB/c.
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9.~ DIBCUSION.

La fiebre tifoidea es un grave problema de salud pGblica en
México y otro paises del mundo. Para el control epidemiolégico de
esta enfermedad se han propuesto las siguientes alternativas;

1) Mejoramiento de la infraestructura sanitaria, saneamiento
basico, vigilancia y control de portadores tifofidicos.
2) Desarrollo de vacunas profilécticas.

Para la profilaxis de la fiebre tifoidea en nuestro pais, se
cuenta con una vacuna reconocida oficialmente, la cual es elaborada
con bacteria muerta por calor, la inmunidad es de corta duracién y
presenta efectos colaterales adversos debido a la presencia de LPS.

Tratando de solucionar esto en la actualidad muchas lineas de
investigacién cientifica estsn enfocadas a la generacién de nuevas
vacunas. El estudio de las PME de las bacteria Gram-negativas ha
cobrado importancia, ya que se les considera elementos clave, por
su naturaleza y localizacién, ya que inducen habitualmente 1la
produccién de anticuerpos de alta afinidad y que favorecen la
respuesta celular.

En estudios realizados con anterioridad se ha reportado que
las porinas de Salmonella tvphi 9,12,d,Vi protegen el 100% ante el
reto de 500DL;,, el inconveniente de estos ensayos fue que se
trabaj6 con mezclas de cuando menos tres proteinas, todas con una

alta homologia molecular y por lo tanto dificiles de separar.
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Empleando técnicas de biologia molecular fue posible la
obtencién de la cepa de Escherichia coli UH302/pST13,la cual
contiene 2l gen que codifica para la expresién de la protefina OmpC
de Salmonella_ typhi 9,12,d,Vi. A partir de esta cepa se obtuvo la
proteina recombinante por Nikaido (36) y posteriormente se
realizarén ensayos de proteccién en las condiciones indicadas en
la metodologfa y se observé gque la porina OmpC recombinante no
protegia en ambas cepas murinas, ante el reto de 500 DL;, de la

bacteria homSloga, a pesar de gue se sabe que las porinas obtenidas

a partir de Salmonella typhi protegen el 100% al mismo reto.
Los resultados nos llevan a pensar gque la actividad protectora
de las porinas de Salmonella typhi es debida al complejo de

porinas con el LPS Yy que la actividad protectera no la confiere la
porina OmpC por si sola.

Por todo lo sefialado este trabajo debe considerarse como un
ensayo introductorio en el estudio de la actividad protectora de
las porinas. de Salmonella typhi y buscar nuevos modelos
experimentales que nos permitan obtener porinas puras y evaluar su
actividad protectora, pretendiendo a futuro la ocbtencién de un
agente inmunogénico puros, para la elaboracién de nuevas vacunas
contra la fiebre tifoidea.

Durante la parte experimental se evalud la resistencia a la
bacteria viva en ambas cepas murinas, encontrandose para C;H/Fej
una dosis letal mas elevada que para la cepa BALB/c, bajo las
mismas condiciones experimentales.

10.~ CONCLUBIONES.
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1.- La porina OmpC fue obtenida y caracterizada, bajo las
condiciones reportadas en la metodologfa. Encontrandose una banda

en aproximadamente 36 KDal, que corresponde a la porina OmpC.

2.- La porina OmpC no protege ante el reto de 500 Dly,, de la

bacteria viva en ambas la cepa C/Fej y BALB/c.

3.~ La cepa Cji/Fej, es mas resistente a la bacteria viva, que
la cepa BALB/c, siendo para CH/Fej la DL, de 1,5%10° bacterias/ml

y para BALB/c 6x10° bacterias/ml.

4.~ La intensidad de la respuesta protectora de la porina OmpC
en ambas cepas murinas es semejante. Siendo mayor en la cepa
GH/Fej, que es de un 20%, y para BALB/c de 10.5%, cuando se

inmunizé con 104g de porina recombinante.
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PROPUESBTAB Y/0 RECOMENDACIONES.
Entre los nuevos modelos experimentales a futuro, se propone;

Unir el LPS a la porina OmpC recombinante, y evaluar su
actividad protectora en modelos murinos. Esto nos permitira

analizar la respuesta inmune del complejo.

Obtener por ingenieria genética, las porinas recombinantes
respectivas de Omp A, Omp F y Pho E. Y evaluar su actividad
protectora en modelos murinos. Esto permitirsd determinar,
si eg la mezcla de las porinas o alguna de ellas
independiente es la que confieren actividad protectora ante

la infeccién por galmonella typhi.

obtencién de anticuerpos monoclonales, que permitan separar
las porinas obtenidas por el método de Nikaido a partir de
Salmonella typhi, y probar su actividad protectora de estas

en un modelo murino.

Evaluar la actividad protectora de la porina ompC

recombinante ante el reto de 50, 100, 200 DLgg .



ANEXO.

Preparacién de medios.
-Agar Nutritivo.
extracto de carne (BBL)
peptona (Difco)

agar (Bloxon)

agua destilada c.b.p

3.00 g
5.00 g
15.0 g
1 Lt.

Disolver y esterilizar a 15 Lb por 15 min.

-Infusidn cCerebro y Corazén.

Infusién con cerebro de ternera {Difco) 200 g.

Infusién con corazén de Buey (Difco) 250 g.

Proteasa y peptona (Difco)
Bacto-Dextrosa (Difco)
Cloruro de sodio

Fosfato de sodio

agua destilada c.b.p

10 g.
2 g.
5 g.
2.5 g.
1 Lt.

Disolver y esterilizar a 15 Lb por 15 min.

56
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Preparacién de soluciones.
-Amortiguador de fosfatos pH 7.4
cloruro de sodio (Merck) 8.7 g
fosfato dcido de potasio (Baker) 2.7 g
fosfato dibdsico de sodio (Baker) 0.4 g

agua destilada 11.

-Tris 50 mM pH 8.0, SDS G.2%.

tris (sigma) 6.05 g/l
EDTA (Sigma) . 1.86 g/l
SDS (Sigma) 2.00 g/l.
~Acrilamida.

Acrilamida (Biorad) 30.09g
N,N~Bismetilén acrilamida (Biorad) 0.80 g

Aforar a 100 ml con agua destilada y desionizada, filtrar en papel

Whatman 41 y mantener a 4 °C en frasco color ambar.
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~Amortiguador Tris-HCl 1.5 M pH 8.8

Tris (Sigma) 18.15 g
Ajustar el pH con HCl 2N y aforar con agua destilada y desionizada

a 100 ml.

~Amortiguador Tris~HCl 0.5 M pH 6.8.

Tris (Sigma). 6.00 g
Ajustar el pH con HCl 2N y aforar con agua destilada y desionizada

a 100 ml,

~amortiguador de corrimiento electroforético.

Tris (Sigma) 3.00 g.
glicina (Sigma). 14.4 g.
SDs (Sigma) 1.00 g.

-Solucién decolorante para azul de Coomassie.

Metanol (Merck) 50.0 ml.
&c. acético (Baker) 25,0 ml,

agua destilada. 925.0 ml.



-Solucién colorante de Coomassie.

metanol al 50% {(Merck)
dc. acético (Baker)

azul de Coomassie (Sigma)

454.0 ml.
25.0 ml.
1.20 g.
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