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I. IMSUMF.N. 

Las ¡minas son proteínas en la membrana externa de las bacterias (.iram negativas que constituyen 
canales de difusión de compuestos de bajo peso molecular y funcionan como receptores para 
faltos. Fstas proteínas son capaces de inducir inmunidad protectora contra el reto con Sahnonella 
typhi en ratones. Sahnonella typlii CVD9O es una cepa A aroC ami), auxotrófica para 
aminoácidos aromáticos y Sahnotiella iyphi CVD9085. /MGP63 contiene integrado en el /ocus 
arce, el gene que codifica para 14)6,1 de Leishmania mexicana, Hl patrón electroforélico de las 
proteínas de membrana externa de estas cepas es distinto, pues Sahnonella iyphi CVD908 expresa 
menor cantidad de °tupe.. Por lo que la cepa mutada de Sahnonella iyphi CVD908 es más 
resistente al Cloramfenicol, induce menores títulos de anticuerpos contra OmpC y respuestas 
proliferittivas Fruís pobres, Sahnonella typhiCVD908 expresa en menor cantidad la porina OmpC 
en comparación a Sahnonella typhiCVD9OSSIMGP63. No se ha aclarado por qué. al integrar en 
el cromosoma un gene beterólogo S'a/mor/ella typhiCVD908 recupera la expresión de OmpC peto 
probablemente se deba a la introducción de un promotor en la región aroC, lo que sugiere que 
existe un vínculo regulatodo entre ame y ompC. Lista observación es importante pues demuestra 
que al alterar el genoma bacteriano en un locos, pueden presentarse alteraciones inesperadas en 
onus loci. Esta di kreneia fenotípiea placee condicionar distinta innumogenieidad en ambas cepas, 
lo cual debe tenerse en consideración en le diseño y desarrollo de vacunas. 



11. INTRO1)(JeClON. 

11,1 Generalidades. 

El genero Sahnonella comprende mas de 2000 !erotilios los cuales se agrupan en tres especies: 
Sahnonella choierasius (con sólo un organismo), Saimonella opid (constituido sólo por el bacilo 
de la tifoidea humana) y .S'almone/ia emernidis (a la cual pertenecen los demás scroupost 1.as 
Sahnonellas se pueden clasificar a través de la identificación scrológica (.1c los antigua)); de 
superficie que presentan. S'ahnonella eholoashis y S'ahnonella typi)i son microorganismos muy 
adaptados al cerdo y al hombre, respectivamente; sin embargo, ambos son capaces de infectar al 
ser humano. Sa/monclla enteriridis incluye scrotipos adaptados y no adaptados a SU hospedero, 
siendo estos últimos los causantes de la lo 	sislénnea de muchos animales y de la diarrea 

en el hombre (11. Como ejemplos de las especies de S'atino/Oh adaptadas al hospedero se 
puede mencionar a Sahnonella /RAM/urja/u que causa la tifoidea del ratón, mientras que 
Sahnonella pa/tina/una y Salmonella pollomm causa la tifoidea aviar. En el humano, las 
Sahnonellas no typhi son capaces de generar enfermedades 1M/11511\1S en individuos muy jóvenes 
y en los de edad avanzada, así como en personas intnunosuprimidas. 1,os portadores asintomáticos 
de Satino/1db iyphi son el reservorio de la fiebre tilbidea humana. Algunas personas pueden 
convertirse en portadores temporales de otros sermipos de S'a/mond/a y son los que generalmente 
ocasionan brotes de gastroenteritis a través de I;t COlnallinlaCk)11 de 105 111111Ee 110S. por lo que estas 
infecciones se consideran antropozoonosis (2). 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa cansada por la ingestión e invasión 
masiva de Sahnonella iyphi. Se caracteriza por síntomas sisiénucos como fiebre, malestar general, 
cefalea y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con exantema transitorio, esplenomegalia 
y leucopenia. Las complicaciones más importantes incluyen la hemorragia intestinal en el 2 al 8% 
de los casos y la perlbración que se presenta en el 3 al 4%. La tasa de letalidad es alrededor de 
1%; sin embargo, en los casos complicados puede ascender hasta el 30%. Ya que este 
microorganismo afecta sólo al ser humano y 110 hay reservorios animales, el elemento más 
importante en la cadena de transmisión es el portador asintomático. 

Esta enfermedad continúa siendo un problema de salud en los países en vías de desarrollo y en 
algunos países industrializados, donde se msenta de manera endémica. Sin embargo, aún en los 
países con buena infraestructura sanitaria se pueden presentar brotes (3). Se estiman al rededor 
de 16 millones de casos anuales en el mundo, que causan mas de 600,000 muertes (4). La 
incidencia en Africa y Asia es de 500 casos/100,000 habitantes. En la región de las Américas 
alrededor de 1990, se presentaron 89,591 casos aproximadamente, que representan una incidencia 
de 20.8 casos/100,000 habitantes; la incidencia a llegado a ser hasta de 150 casos/100,000 
habitantes en Chile. En México se reportaron 11,078 casos en 1987, con una tasa de 13.64 
casos/100,000 habitantes. El grupo de edad más afectado por la enfermedad es el de los 15 a 44 
arios, donde se presentan aproximadamente el 58.62% de los casos, lo cual representa más de 
500,000 días laborales perdidos. Hasta la semana 34 de 1996 se habían reportado ese ano 4,351 
casos, que comparados con 3,286 del año anterior, representan un incirmento del 32(.0 (5). 
Aunque se ha descrito que 53111101103 typhien lodo el mundo constituye una sola dona con muy 
poca divergencia intntespecie (6,7) y algunos estudios muestran poca correlación entre las 
características genotípicas y la severidad.  de la enfermedad (8,9), otros autores sugieren que 
algunas diferencias genotípicas si pueden estar asociadas a la virulencia de algunas cepas (10). 



,Saltonella ti.phi es un bacilo no esporuindo pettenecientc a al familia Unicn)/meterideeae, tribu 

„S'afino/Oh y especie /vid, arara-negativo, móvil, luido.' de 2 	pm, es eindílieo. anaerobio 
facultativo, intraeel u.nr.  fermenta la glucosa con producción de acido. es ladosa y sacarosa 
negativos. Tiene una estruciura antig(;mien de superficie que incluye al antígeno II u flagelar y el 
antígeno somático () que contiene carbohidratos especificos Miles en su Wenn ficación serolog,ica: 
de acuerdo a la clasificación de Kauffman-While, Sahnone//3 typhi pertenece al grupo 1) y 

comparte. con las diferentes especies de ese grupo los antígenos somáticos 9,12: los flagelos 
contienen el antígeno) d y en la superficie se encuentra el antígeno Vi, el cual forma parte de la 
membrana externa y es indicador de virulencia. 
Salmonella typhi penetra al organismo a naves de la boca, se multiplica rapidamente ea el 
intestino delgado, poncha a al membrana basal intestinal sin cansar dant) importante en los tejidos, 
es fagoehada por macnifagos y transporiada a bis ganglios linfático% regionales donde se 

multiplica activamente. tiene una fase de haelereinia, se distribuye en el sistema fagocilico 
mononuclear, donde se reproduce y es liberada nuevamente al sistema circulatorio, 

11.2 Respuesta Inmune en contra de Sahnonclla typhi. 

Sahnonella typhi IR) afecta de manera natural al ratón, pero la infección por Saimone//3 
ophinuirium tiene en este animal una patogenia semejante a la fiebre tifoidea en el humano, y 
por tanto se ha utilizado como modelo pata estudiar las interacciones de la bacteria con el 
hospedero. Utilizando otros modelos, como la inoculación intraperitoneal de Sahnonella tyhhi 
mezclada con Inneina, es posible infectar macrófagos murinos (1 I). 
La respuesta humille que se genera en contra de Salmonella ha sido estudiada en los ratones, tamo 
resistentes como susceptibles a la infección por S'ah:loncha typhhantiorn 02,13,10. Los 
ratones que expresan el alelo 	pueden sobrevivir a las primeras fases de la salmonelosis, 
mientras que los ratones susceptibles (ílt) son incapaces de controlar la multiplicación temprana 
de Sahnonella dentro de los macrófagos y mueren rápidamente por la enfermedad (15,16). 
El locus //y, que se ha identificado (mutilen como Lsh O Bcg, se localiza en el cromosoma 1 y 
codifica para la proteína Nrampl (12). Se trata de una proteína transmembranal que interviene en 
el transporte de intermediarios del NO hacia los fagolisosomas (17). Esta proteína juega un 
papel muy importante en el control de la infección temprana por microorganismos l'unicelulares 
como Leisinnania, pues los ratones mutantes Nrampl -/- controlan la infección tardía, sugiriendo 
que Nrampl pertenece a mecanismos citotóxicos independientes a los que presentan los 
macrófagos activados (17). En las cepas de ratones susceptibles (13A113\e) a la infección por 
leishmania los macrófagos 00 se activan eficientemente y probablemente no producen cantidades 
suficientes de 1L-12, impidiendo la diferenciación de linfocitos CULI' hacia el linaje '1'111. 
Ltt bacteria ocasiona un proceso inflamatorio, en los ganglios linfáticos, bazo e hígado, con muy 
escasa cantidad de polimorfonucleares y gran acumulación de motionucleares, en el interior de los 
cuales es capaz de proliferar. Aunque la fisiopatología del padecimiento no está totalmente 
esclarecida, se sabe que gran parte de las manifestacirmes clínicas es provocada por la liberación 
de endotoxina; entre otros efectos se ha comprobado que induce fiebre, hipertensión arterial, 
leucopenia y estimulación policlonal de linfocitos 13 (18). 
Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversas fracciones antigénicas, las cuales no 
necesariamente correlacionan con el desarrollo de protección contra las recaídas o rcinfeccióncs, 
a excepción de algunos estudios que sugieren que los anticuerpos contra el antígeno 11 son un 
indicador de resistencia a la liebre. tifoidea (19). 
Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (1gA) impiden la adherencia de Sahnonella typhi 



a la pared intestinal; sin embarpm, solo son protectores ante ituiculos pequenos de las bacterias. 
Fíenle a la gran illVaSi1511 por grandes cantidades de ,'.;,virnoirella typhi, tos mecanismos de 
inmunidad celular, fundamentalmente la activación de macrol'agos, son indispensables paca el 
control de la infección (20). 
Fit el caso de la respuesta mediada por células, se ha estudiado la participación de las diferentes 
poblaciones de linfocitos '1' aii (CDP y (I)85 y ya así como de los factores solubles que estas 
poiduccn y la influencia de estos factores en la actividad microbicida del nutcrólago. 1 , o;, 
linfocitos 'I' (4) CD4' participan en la activación de los macrófagos, en la estimulación para la 
producción de anticuerpos y en la inducción de hipersensibilidad retardada observada en los 
animales infectados con ,S'ainionella (21,22). 

Hl la búsqueda de los antígenos involucrados en la respuesta inmune contra Salmonella typhi se 
Itan analizado algunos de los componentes de la membrana externa como los son el 
lipopolisaeórido (1.,PS) y las polillas. En el caso de Sahnonella whimurium se ha reportado que 
una mezcla de proteínas de la membrana externa (PME), o bien con porinas purificadas, son 
capaces de inducir un estado protector en los ratones (23,24). El LPS induce protección 
mediante el desarrollo de una respuesta de anticuerpos y aumentando la respuesta celular dirigida 
contra las porinas (25). lut inoculación de pollitas de. Sahnonella typhitnurintn, en el cojinete 
plantar de ratones inmunizados con dosis subletales de la misma bacteria, son capaces de generar 
una reacción de hipersensibilidad retardada (DTUI) (26), la cual se considera una manifestación 
in vivo de la inmunidad celular. Algunos autores consideran que hay una correlación directa entre 
inmunidad protectora y el desarrollo de la DT11, sin embargo, en otros trabajos se ha encontrado 
que no en todos los casos hay correlación entre estos dos fenómenos, c inclusive se ha reportado 
que hay protección en ausencia de DIIT (27). 
Por otro halo en humanos el 1..PS y las porinas inducen la producción de Factor de Necrosis 
Tumoral alfa (TNF-a), Enterleueína-loc (11..-1o0 e 11.,6 por 'mmaos. e 11,4 e interferOn gamma 
(INF-y), de manera dosis dependiente. por linfocitos (28). 

Tanto las PME de Sahnonella typhi (29), las porinas purificadas (30), así como la OmPC: 
recombinante (31), inducen protección en talones al reto con Salmonella typhi. lit la protección 
observada participa la respuesta de anticuerpos, ya que el suero hiperinmune de conejo anti-PME 
protege pasivamente a ratones (29), al igual que los anticuerpos inonoclonales anti-porinas (32), 
mientras que los anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen ningún efecto (33). fin el 
humano se ha encontrado que los pacientes convalecientes de fiebre tifoidea producen IgG contra 
las porinas de Sainionella typhi (34), Por otro lado, las pollitas también inducen inmunidad 
mediada por células, ya que activan específicamente linfocitos 1' en humanos y ratones 
(35,36) y promueven la activación de macrófagos. Debido a resultados mencionados, se 
considera que las porinas de Sahnonelki typhi son antígenos que pudieran formar parte de una 
vacuna un contra la tifiiidea. 

relación a la respuesta inmune contra Sahnonella typhi, se puede concluir que para el control 
de la infección es necesario un efecto sinérgico entre la actividad del maciÓlago, los anticuerpos 
y los linfocitos T. Sin embargo, todavía no se ha aclarado completamente el papel que juegan 
cada uno de los componentes de la respuesta celular en la infección causada por Sahnonella 
aunque la función de los Ihrfficitos '1' CDS es el menos claro, es evidente que estas células 
participan en el control de infecciones por microorganismos intracclulares corno es el caso de 
Listeria, Alycobacterium, Chiamidia y Brucella (37). 

7 



11.1 Proteínas (le lk/lembrana 1 xterna (PME). 

Al menos la mitad de la masa (le la membrana externa son proteínas. 1 .as proteínas constituyentes 
de la membrana externa son proteínas porínicas y no poinlicas. 	pOl'ill¿Vi tienen un peso 
molecular de 31 a 42 kda, su composición de aminoacidos proporciona una moderada 
Indroffibicidad y un indice de polaridad del 15(Y,, tienen un punto isoélectrico de 1.5-I.6 (38). 
Reciben el nombre de porinas porque se arreglan 	 que forman poros  o canales que 
permiten la entrada pasiva inespecifica de pequeitas moléculas Indiolilicas a través de la 
membrana externa Figura 13 (39). I.as porinv, identificadas tanto en hicheddlia coli en 
Salmonella typhinntritnn son OmpC, Oinpl' y Hule: mientras que Ompl) al parecer es exclusiva 
de Sahnonella tivhimmium. Elstas proteínas son muy semejantes entre sí y tan solo difieren en 
su selectividad y afinidad por vamos jónicos. Las estructuras de las porinas presentan una gran 
estabilidad en presencia de detergentes como las sales biliares y el SDS, y son altamente 

asistentes a la acción de algunas lux:liosas (38). 
Dentro de la familia de porinas de los géneros Eqeherichia y Saknonella, las más estudiadas son 
OmpF y 	Escherichia L'oh, pero debido a su gran lunnología (mas del 60%), se considera 
que la estructura de las otras porinas es muy similar. Están tornadas por tres monómeros idénticos 
de forma cilíndrica semejante a un barril (Figum A). La entrada del poro se encuentra delimitada 
por largas prolongaciones del cilindro que restringen su acceso al inclinarse Inicia el centro del 
canal. A la mitad de la altura, el diámetro del poro se reduce por el doblamiento de una de sus 
paredes hada el interior. Esta zona de restricción determina el paso de las moléculas de diferente 
tamaño y polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva sus dimensiones hasta el otro extremo, 
el cual desemboca en el espacio periplasmico de la bacteria ('JO). 

Figura A.Modelo de la estructura ludida de la porioa Ompl,  de Esrherichia col? 
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hélices intercaladas. l'A cilindro se forma al eetrarse la'; estructuras de 	de manda psendo-eiclica, 

mediante un enlace jónico eillue 	e -.'s mano earbo 	(1(.. la hoja 	lo y el emremo almo de la 

hoja 	3-11. Nn 1,1 Ceilin1 di 	1 11' ;uia l 1:1 1n 1\1)1.1 (14 1 di 

1 a entrada del IMF() a id 	 POI' 	 y disparejas que se extienden hacia el 

centro :',e111..l'il(10 1111 d1:1111e1r0 de I 	\ a 1,1 	I.a salida del poro al espiten) pl,opia.mico cii 

camlyio, tiene dimensiones de I S N 	A y esta deiiiiida por las vue ltas 11, 11 mayor numero 

modificaciones en 1;1 secuencia proteiea entk ,  una : otra pouilta se loeali./a ci;,,da, as y imw 

tanto son éstas las responsables de la diteréneia ‘Ti el lantano de entrada de los poros 514 
1 as )orinas se encuentran en la superficie de la bacteria cti tina 1.‘amidad relativamente elevada. 

(hasta 10 copias por célula), pou lo line ,:011S111ifyi.11 111111 tl. Ii1`; pl'01ei1111', itas abundantes en la 

bacteria en téaluinos de masa; pueden presentar hasta 1111 2"; de la proteina total de la célula 

Hasta el momento las porinas una- estudiadas son las de iciterichia coli y „s'a/mime/1,J 

typhiinurium, y sus principales caraderístictH se innestian en la Tabla 1. 
1.as condiciones de crecimiento. como la actividad osmótica y la temperatura, regulan la expuesion 
de las porinas. Fu un medio de cultivo comun tque contenga fuentes de C.arbono y Nitrógeno, 

factores de crecimiento y salt.,s minerales) solo Ompl. (...)1upt.: y (.).mpD se prOdlleell; 11101'. 

1111.1eillilellIe se expresa bajo condiciones de eseasei de fosfatos. 1,a expresion de (Mi+.  se reprime 

por la temperatura y la osmolaridad elevadas: por lo que algunas cepas prácticamente 110 :•:1111:1171111 

esta proteína a .171V y en presencia de apioximadamente 0.9(4 de NaCl. Por el contrario, la 

expresión de °tupe_ se ve favorecida con niveles elevados de sales (38). 
()Ivip(a.: y OmpF son proteínas muy semejantes funcional y estructuralmente: sus poros tienen 

tamaños de exclusión similares (M i:,  600 dal.), y diámetros que varían entre 1.1 y 1.3 mi l. 

cree que estas dos proteínas y la porina Mol:. evolucionaron de una proteína ancestral común, ya 
que las secuencias protéicas contienen un 	de aminoácidos idéniicos y que esta homologia 

se incrementa hasta un-1t1` ..; en el extremo carboxilo de ambas proteínas (411, Al realizar 

estudios ni Vill'Oen los que se reconstituyen las porinas en membranas litudiens, se ha demostrado 

que las porinas de Ese/ter/e/tia coii son permeables a Irisacáridos y tetrapéplidoss, lo cual implica 
que permiten el paso de nutrientes y iones a través de la membrana externa de la bacteria. 
Además, la medición de la conductancia en estas membranas, lin permitido calcular el diámetro 
de los poros (42). No hay inri 	que muestre la 
especificidad del poto hacia los solutos: sino que apawntemente son las propiedades 
fisicoquímicas de los soltaos las que determinan su velocidad de difusión a través de la porina", 

siendo las principales el tamaño, la carga eléctrica y la Indrofobieidad del soluto (31'1). 

ti 
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ias 	u1;r, u 	 rlpi;r.  

1,as porinas son capaces de inducir inmunidad activa 	ratoucs conira el reto de 300 DI ...,0 130) 
y que el sucio hiperinimine de conejo cornil l'1X-11', induce protección pasiva y es Canal de 
reconocer al grupo tic las porinas 1291. 1.as proicinas porinicas de hischerichia t'oh y Sahnone//3 
typhi basta ahora conocidas son: (mpll, OmpC Onipt) y las proteínas OmpF, MITA, Nmp13. 
NinpC. y Lam13. Hl gene que codifica para OmpC de Sahnondla typhi ya fue aislado y 
seeuenciado 143,141. 1.a porina 01101 de Sahnonel/t/ othi, Tic se logro identificar 
utilizando como sonda una secuencia de Ompl de Uscheriehia coll. es  mas grande que OmpC y 
Ompl; pues tiene 	KDa, y se expresa en tau baja conceniración que nao es visibl en 

eleetroforesis cn acrilamida (45).1.,as protervas no porinicas comprenden a la proteína OmpA, 
la proteica a y la lipoproivina. 	peso molecular de la OmpA es alrededor de 33 KDa. Algunas 
evidencias sugieren que actúa como un receptor de bacteriocina y además juega un papel 
importante en el mantenimiento de la morfología celular y en la integridad de la membrana 
externa, posiblemente por sus interacciones con las peptidoglicanas. Hs sensible a las proteasas. 
1,5 función de la proteína a constituye un misterio. algunas evideneias sngicren que es 
probablemente una proteasa. 1.a lipoproleína es un polipeptido que contribuye a la estabilización 
de la arquitectura del complejo membranateptidoglicana. 

11.1 S'Ano:01a como acarreador vivo de antígenos. 

Las cepas atenuadas de Sahnonc/kr, que acarean determinantes :itingenicos de tiros organismos. 
son de gran interés como alternativa en el desarrollo de vacunas, pites la administración oral de 
Sahnonc/ht viva puede inducir respuesta inmune secretora. humoral y mediada por células contra 
Mimo/Id/a y contra los antígenos que nearca y. consecuentemente, conferir protección 	modelos 
animales. Sin embargo, para que estas cepas atenuadas de Sainutneikr puedan ser empleadas como 
acarreadores, se deben introducir genes foráneos que prodnican de manera estable la proleina 
recombinante, usualmente se utilivan plásmalos que confieren resistencia a antibióticos, facilitan 
su identificación y permiten la retención del phismido por la bacteria. ,Aunque estos plásmidos se 
retienen de manera adecuada ¡II cilio, 5;1111 muy inemittdei in ViS() aun cuando la bacteria se 
encuentra bajo la presión selectiva del antibiótico. Para resolver  este  problema se ha utilizado la 
integración del gene foráneo al CW11105011111 	la cepa nearreadina 
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11.5 Sahnonelb typhi CVD9o8. 

S. typhi CV1)908 es una cepa derivada de S. typhi Ty2. 1n esta cepa se inactivaron por 
recombinación homóloga los genes aie.: y affll) unlizando pliísmidos suicidas. Hstos genes 
codifican dos enzimas que intervienen en la biosintesis de aminoácidos aromáticos y por tanto, 
es auxotrófica para estos compuestos (17) (Figura ID. 1,a cepa es incapaz de replicarse en los 

Figura 

VIA METABOLICA DE LA DIOSINTESIS AROMAYICA 

D-eritroua-4-tosfato 
sruFGD 

ácido 3.dcoxbrobtalioptulónIco 

ifron 

5-dehldroquinato 
eiroD 

ácido 3-delildroshlidrilicy 

aroE 

ácido uhildmIco 
1 	arot. 

ácido rillikimico-3-focdato 

aroA 

3-enolpirtiVii-shikimato-5-fonfoto 

4 ame 

ácido coritnico 

Triplüfutio- 	

/ 	
._ 
	M1'1111 (111 ill0 ¡IR 

Tirositin ' 	 \\ 	Invitprinona 

Fenilaliwinii PAHA 	1)1111 
1 	 \ 

Acido folico 	En tli'0(111(1ilka 

1 I 



tejidos de tus InatInterOS 	en ellos no encuentra ;OS InelabOl(tOS neeeSariOS para la via 
hiosintetica de compuestos arOntatiCOS. NSta cepa fue bien tolerada en WhillialiOS ininlanOS SanOS 

dOSIS orales libas y estimuló respuesta inmune de tipo sistétnica y de mucosas (48). S. typhi 
CVD9014 ha sido utilizada como acarreador en varios sistemas experimentales. Una cepa que 
expresa g,p120 de 111V-1 fue capaz de evocar anticuerpos contra el virus al ser administrada a 
ratones 13A1.11/c (49). Se ha logrado que S. ryphi CVD908 exprese de manera sinuilianea los 
factores de colonización Cl'A/1 y CS3 de Fscherichia coli enterotoxignica 1- 50). S. !Mi 
CV D908 fue empleada como acarreador de la proteína circtinsponvoitica tCSI)) de Plasmodium 
fa kiparvin. 1.a administración oral de este candidato a VaClina en voluntarios humanos, dio como 
resultado una respuesta de anticuerpos a la CSP y, mas importantemente. en algunos voluntarios 
se identificaron linfocitos T citotóxicos dirigidos contra la CSP (511. 
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III. PI ,ANTHAMIFNTO D11. 1)110111,VMA 

Sa/monc/hi typhiCVD908 es una cepa auxotrófica :mimada, que se obtuvo mediante ingeniería 
genética. realizando Oelcciones en los hwi 	y aloD, a partir de Sil/mor/ella 1yphiTy2, lo cual 
la inhabilitar para sintetizar aminoacidos anualicos. 
Hl papón electroforético de los extractos proteicos crudos de Sahnonella íyphi CVD908 son 
diferentes a los de Salmonclla lyplri Ty2. PI condiciones usuales de cultivo Sa/monella typhi 
CVI)908 carece de la banda que pudiera corresponder a OmpC. Hxistert diversos motivos que 
pueden explicar la falta de detección de esta proteína. Debido a que esta cepa se obtuvo mediante 
métodos de ingeniería geiu 	que implican recombinación homóloga en el ennnosoma, se pudo 
haber causado una deleción inesperada en el gene ompC; o bien, es probable que se produzca 
anormalmente el RNA mensajero de esta pnueína en Sahnonella typhiCVD908. Otra posibilidad, 
es que la alteración en las vías biosittlétieas de los aininoácidos aromáticos influya de manera 
indirecta en el grado de expresión de la proteína OmpC, por un mecanismo regulatorio aún no 
descrito. 
Independientemente de la identidad de la proteína que no se observa en el patrón electrofoRltico 
de Salmonella ophi CVD908, es posible que esta diferencia fenotípica contribuya al distinto 
eomporhuniento biológico de ambas cepas, Considerando que OmpC tiene un papel importante 
en la inducción de inmunidad protectora, el hecho de que Saknonethi typhiCVD908 exprese de 
manera deficiente esta proteína, bajo determinadas condiciones de cultivo, ofrece la oportunidad 
de confirmar su papel en la respuesta inmune que induce la infección por Salmondh typhí. 
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IV. 011.11MVOS 

/Generales: 

Identificar la proteína que no se observa en patrón eleciroforbeo cie. Salmoucha typhi CVD908. 
Determinar si la diferencia fenotípica entre Salmoncila typhi Ty2, Salmonclla typhi CVD908 y 
Sal:mucha typhi CVD90811MG1)63 se asocian con distintas propiedades biológicas. 

/Particulares. 

1,  Caracterizar el patrón  de PmteMas de membrana externa de Saimonella 	CVD908. 
2.- Establecer si Salmoneliri lyphi CVD908 contiene alguna mutación en el kw/h ompC. 
3.- Determinar si Sahnonclin typhi CVD908 produce 121\1A mensajero del gene <nte, 
4.- Comparar la protección que genera Salmonella typhi CVD908 en el modelo marino en 
relación con otras cepas de Salmonella typhi que expensan normalmente OmpC, 

V. illparEsts 

1..a inmunización de ratones con la Salmonclin typhi 'I'y2 genera mayor protección al reto con 
Salmonella typhiTy2, comparado con los ratones Minimizados con Salmonclia typhi CVD908, 
ya que esta última tiene una baja expresión de la proteína OmpC y esta es un antígeno 
inmunodominante en la respuesta contra Salmonella typhi. 



MATERIAL Y MET01)()S 

1. 13acieriológicos. 

1.1 Cepas bacterianas. 
Sahnonella 	Ty2 de la colección de la Unidad de Investigación Médica en Ininunoqunnica 
MIMO. 
Salmonella typhiCVD908. Mutante A aroC Amol.)(47) (donada por e) 1)r. Myion Levine, Center 
fui Vaceine Developmeul, Universidad de Maryland. lialiintore, USA) . 
Salmonella typlii CVD908.1/M(..i1'63. Contiene integrado en CI locos aroC el gene que codifica 
para la 61)63 de Leishmania 1110,V ¡Calla (52) (construida en la 131(`.41). 
Eseheriehía coli Ut1.302. Cepa mutante deficiente en ()orinas (53) (donad) por el Dr. lienning, 
U.) 

Se realizó la caracterización bioquímica de todas las cepas en el Instituto Nacional de Diagnóstico 
y Referencia 14tiderniológicos. SSA. 

1.2 Cultivo de Bacterias. 

Las cepas bacterianas se crecieron en medio de Infusión Cerebro Corazón (131-11) (1310XON) 
durante toda la noche y se realizó una resiembra al día siguiente sustituyendo el medio anterior 
por medio nuevo, a 37°C con agitación constante en un Enviran-Shaker (Lab-Line). Las cepas se 
crecieron hasta lograr una fase logarítmica. 

1.3 Determinación de la dosis letal al 50% (DL50). 

13.1 cultivo bacteriano de Sahnonella typhi T'2, fue cosechado en la fase de ccimiento 
logarítmico se ajusto a una concentración de 10`

)re  
bacterias/ml (0.b de D.() a 540 ¡un) y partir de 

esta suspensión, empleando para ello un factor de dilución constante, se prepararon las siguientes 
concentraciones: 2x106,4x10-',8x 104,1.6x104,3.2x 103  y 6.1x102 bacterias/ml, 0.5 ml de las bacterias 
resuspendidas en mucina (muebla gástrica de cerdo al 5% en solución salina estéril) se inocularan 
por vía intraperitoneal (i.p) a grupos de 5 ratones 13AL13/c de 18 a 20 g de peso. Como grupo 
testigo se emplearon ratones inyectados con 0.5 ml de minina. Para Salmonella lyphi Ty2 se 
registró la sobrevivencia tres días después de la administración del inóculo bacteriano. 

La. DL50  se determinó de acuerdo al método de !leed y Muench (54), según la siguiente 
fórmula: 

Log DL 60= Log dil (50% - D.P.) X Log factor de dilución 
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en donde: 
Log dil 	(marinan) de la dilliCiÓn 	 la dilución ,fue mala al 	de 
la población. 

Distancia Proporcional 
50% - <50% 

>50% 

50(4.--,  dilución de la concentración que mata al 	de la población. 
<50%= dilución inmediata inferior a la dilución que mala al 5(P de la población. 
>50%= dilución inmediata superior a la dilución que mata al 50'4, de la población. 

1 Á Ensayo de resistencia a elorinufenicol 
Se determinó la resistencia a clorainfenicol de las cepas Salmonella ophi 'l'y2, CVD908., 
CVD9081IMGP63, de acuerdo al método descrito por Toro (55). Brevemente. se crecieron las 
diferentes cepas bacterianas en medio 11111 en matraces netelométricos con un inoculo de 10011 
de un cultivo que contenía 1 X109/ml bacterias, adicionandoles una concentración de clorainfenicol 
(Sigma) de •101.ig por mi. I,as lecturas se hicieron cada 100 ruin hasta los 500 min en un 
espectrofotómeiro a una longitud de 600 mn. 

2. Bioquímicos. 

2.1 Aislamiento de proteínas de membrana externa. 

Se realizó de acuerdo al método descrito por Schnaitman (56) y modificado en la 1j11541 (29). 
Cada olla de las cepas bacterianas se inóctilo a partir de placas que contenían medio Bill agur, 

inóculo se depositó en tubos de plástico que contenían .10 ml de medio líquido de 13111 y se 
crecieron por 6 los a '.37°C en agitación (1,50Orpm) y se cosecharon de la siguiente manera: se 
centrifugaron a 6,000 rpm por 15 mili a 4°C en una centrifuga Sorvall ItC5B Plus (Sorvali 
Instruments Du Pont), el sobrenadante se desechó. Se lavaron las pastillas dos veces con PUS 
estéril pli 7.7, centrifugando bajo las mismas condiciones. Posteriormente, las pastillas se 
resuspendieron en una solución amortiguadora de Hepes 10mM p11 7.7, ajustando la densidad 
óptica entre I y 1.5 a 660nm (espectrolbtórnebo Ileclonan DU-640). Se hicieron alícuoias de 80 
ml y se sometieron a la prensa Prench o a sonicación (Sonicator Ultrasonie Procesor XL, 
MISONIX) a 180 W (190 db), con ciclos de dos min, hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 
a 660 mil, siempre se sonicó en bailo de hielo, 1.as bacterias intactas se eliminaron por 
centrifugación a 6,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante que contenía las membranas 
celulares y el citosol, se trató con DNAsa y IINAsa (Sigma) 25 ng/ml, adicionando una gota de 
MgCl2  por cada 10 mi, encubando a 37°C durante 45 min. 
Se colectaron las membranas celulares por ultracentrifugación a 45,000 rpm durante 45 mm a 5°C 
(Ultmeentrífuga Sorvall Pro 80 Du Pont) para sedimentar la envoltura celular: la pastilla resultante 
se resuspendió en 1lepes lOndvl pa 7.4 volviéndose a ultriteentrifugar bajo las mismas 
condiciones. La envoltura celular contenida en la pastilla se iesuspendió en una solución 
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amortiguadora de Tritón X -100 al 	en 111.1-ws 10mM 1 11 7,1. Con el proposito de sxaltrbilixar 
y eliminar la inembnina enoplasinatiya -;0 uentrifugO ;a 1'1000 Epail durante -15 mili a 	I.a 
pastilla resultante se solubilizo en nna solución de Tritón X-100 	en Tris 50mM 11.fl'A 
5tum p11  7.8 y se encubó a 	c!sa,1  rt-,ona  el ,qwunadaine comenia principalmente a las 
PM1,,. 1.a ettantilicacant de Ptvil:, se icalizo mediante la k'cilica de "Itt.':., \-Protein Assay Reagent" 
WIERCHI (57) 

3. Analíticos. 

3.1 Electroforésis de, proteínas en geles de poliacrilamida (SI )S--PA( ,i¡;). 

SUS-PACiF de las PME y extracto crudo de cada tuta de las diferentes cepas se realizó en una 
unidad electroforética para geles verticales en placa ti ,1<13 	 redue(mis 
y sistema de amortiguadores discontinuos., de acuerdo al ItQlodo de Laenunli (58). Como 
amortiguador de muestra se usó Tris 0,125 M pl1 6.8. que contenía SUS al 2%. P-mereaptoelanol 
al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%. 11 gel superior contenía 2.5% de 
acrilamida. 0.13% de bísacrilamida. 0.1% de SDS en amortiguador de 'Tris-1.1C1 0.125 M pll (u.8. 
FI gel separador contenía 12% de acrilmuida, 2.5% de bisacrilamida, 0.19% de SUS en 
amortiguador de Tris-llel 0.35 M pfl 8.8. 1.as bacterias se ajustaron cspectrofotoinélricamente a 
I X 109/nil. Las rnuesIns se resuspendieron en amortiguador de nmest (Tris 0.125 M pl l 8.8, SUS 
al 2%, p-mercapmeinnol al 5%, glicerol al 10%,  y azul de bromofenol al 0.005% 1, las muestras 
se hirvieron por I() min. 11 corrimiento electrolbrético se llevó a cabo durante aproximadamente 
5 hrs empleando 5 v/cm2, y como amortiguador de corrimiento Tris 0,025 M, glicina 0.195 M, 
SDS al 0.1%, p11 8.3. Posteriormente, los geles se tiñeron durante 1 hr en una solución de azul 
ele Coomasic R-250 al 0.25% en n'etanol-ácido acerico-agua (45:10:45). Se destinen») empleando 
una solución de meutnoleacido acético-agua (5:10:85) basta que el fondo del gel fue transparente. 

3.2 InmunoelecUoulutsferencia ("Western blof"). 
1,as proteínas separadas electroforéticantente fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 
0.45 p (Micros Ilybond-C de Amershant), en una unidad de transferencia electrónica (I..K13 2005 
TRANSPLIOR) por 3 hrs a 0.5 A de acuerdo al método de Towbin (591, Posterior a esto el 
papel de nitrocelulosa se bloqueó por 1 1w con Pf1S-leche al 5%, y después se lavó tres veces con 
PIIS y otras tres veces con PHS-Tween 20 al 0.1% y se puso en contacto con un anticuerpo 
monoclonal contra la porina OmpC de Sulmonelki typhi(60) (donado por el Dr. Felipe Cabello. 
New York Medical College, Valhalla, NY, USA) . FI anticuerpo se empleó en una dilución 
1:1000 en IBS-leche al 5% durante 1 hr a 37"C y se procedió a lavar en las mismas condiciones 
que se mencionan arriba y se adicionó el segundo anticuerpo revelador que fue 1111 anticuerpo de 
cabra contra IgG de ratón conjugado a peroxidasa (Sigma) diluido 1:1000 durante 45 min, l..a 
reacción se reveló con u. 4-Cloro nahol-112Q,,. Todo esto se realizó a una temperatura de 37°C. 

3.3 Ensayo immutoenzimático en fase sólida (FUSA). 
Se realizó de acuerdo al método de Engvall ((i1). Se recubrieron placas para inicrot inflación con 
15 pg de un proteína OmpC recombinaute, pirra lo cual se resuspendió en amortiguador de 
carbonatos p11  9.5. y se encubó por 2 hrs a 37 "C y posteriormente se dejaron toda la noche a 4 
"C. Para bloquear se adicionaron 100 tul/pozo de una solución de PES-leche al 5%, por I Itr. Se 
le adicionó el primer anticuerpo, que consistió en el suero de los grupos de ratones inmunizados 
de acuerdo al esquema anteriormente mencionado. los sueros se emplearon diluidos 1:200 en 
MIS-leche 5%. Se incubó la placa a 37 `r. por 2 bis, y se adicionó el segundo anticuerpo que fue 
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Ty2 se deienninó por ínmunolluor,..s ,,c,,licia indifectii (.11111e:indoui 	i t ¡prjni n li ne  

conejo nuntinindo con OmpC ve(2ottibinanle y un antietierpu idondelonal cina01111,( de 
Salínmiella ophi 160). Comoido 	ici'a a. ellIpleti un alllienerpo de rabra 	i de 

ratón o conejo conjugado a 	onneiii:lu de lluore:-,ceina. 1 a intemidad de fluorescencia se 

determinó en un 1:nomen() de 	l'ACScan tPiectini 	 C.A.; 

analizando 10 bacterias de cada una de 	mue,itras,. 

4. Ingeniería Genética 

1.a manipulación de 1)f\L\ se realizó de acuerdo a las icor endacii.ines de !.;ainbrook (62). 

4.1. Determinación de la Presencia del gene de ()nye por KR. 
Se purificó DNA genómico de uulwo!k'/ia Rjtli Ty2, UVI90.8 y (....:V1»,t0e1(11'63. según el 

mélodo de Frankel (63) y procedió a amplificar por la reacción ‘11 cadena de la polímenisa 

(1)CP,16,11 el gene ()n'IX:, tiiihaido conlo iniciadore!i o "primers" los 	siguientes 

oligonueleolido: s (721 5'(2GG (\í\GA G(71.  TAG GAG TAA 	AAA '1(1(1 Al TcG 

AAA TTT ATA  ,VÍA AA(; ,AC(2,  GUA A('A AA  3' y 174) 	GGG ,ATC ("f"i AGA ATT 

(7,GA ACT GGT AAA C(:A (;A( CC:\ G 3', l'Aupleando como control elpllísmido 01'13. La 

amplificación Ne 	(ti MI ',omiten :lado'.  tRobocycler, Sluatagene), bajo las :,iguientes 

condiciones: 

R l'ACTIVO 
DNA cromosoma( de Sahnonella iyphi 
"primers" 
Mezcla de dNIT1's 
MgC12  
Taq DNA polímerasa 
Amortiguadas de reacción 10X 
Agua inyectable c,b.p. 

CONCHNITRACIÓN1 
(1.1 tip, 

pn 
0.2 rUNI 
1.3 niel 

1.1 
10 Id 
100 ni 
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4.2 Cuantificación de DNA. 

111)NA se cuantificó en el espeetrohlOmetro »,11nni. I .as muestras se thluyyron 1:100 ti agua 
inyectable. Las concentraciones de DNA se deteiminaion mcdiante ta siguicnic 
COnc. de DNA 	pgi'nl N factor de dil X 	) 20) IHU 

4.3 Detección del gene por la técnica de "Southern blot". 

hibridación de DNA genómico con una sonda de 11NA plasmídieo se realizó de acuerdo al 

método descrito por Southern 	Se digirieron 10 pg de DNA cromosomal purificado a partir 

de Salmotiella typhiTy2, 	y CVD90K9.1WiP63, toda la noche con Kiml y se corrió un 
gel de agarosa al I conteniendo bromuro de efidio (0.5 pg/m1) en l'AV I X. NI gel se sumergió 
en solución desnaturalizame de DNA por -15 mili (Miel 1.5 M, Na011 0.5 Ni, con agnación 
constante. Se lavo el gel con agua desionizada y luego se neutralizó, con solución de lavado (Tris 
1M p1-1 7.-1. NaCI 1.5 NI) por 31) inin a temperatura ambiente, se repitió la operación por 15 min. 
Se transfirió el DNA a una membrana de nitrocelulosa por capilaridad empleando como 
amortiguador de transferencia una solución de 10X. SSC. Se lavo el papel con una solución ION 
de SSC. La nuanbrana de nitrocelulosa con el DNA fue expuesta en un entrecruzador (Stratagene 
UV, Stratalinkeérm. 18001. La hibridación se realizó colocando la membrana en solución de 
hibridación (SSPH 1N . 1)1:,N11ARDT 10%, SI)S 	y la sonda radioactiva previamente 
desnaturalizada (fragmento 0.8 Kb Kpnl-Kpnl del plásmido pST131 encubando toda la noche a 
08 C. posteriormente se lavó la membrana 3 veces durante 15 mina (-.)8'C con amortiguador de 

lavado (SI)S 0.1 	SSC (1.5 X), y se (.‘xpilso en una película (1<:odak) durante 11 hrs. 

4.4 Detección de RNA mensajero por RT-PCR. 
Se extrajo RNA acuerdo al método descrito por Choniczynski (66). Una alícuota de 200 01 de 
suspensión bacteriana (1X101  bacterias/mi) se diluyó en 200 pl efe TRIzolTm ((JUICO 1.1RI ( 1:11 
(Isotiocianato de guanidinio) se InCZeill e ellenhá a temperatura ambiente 5 minutos, Se agregaron 
lO pl de cloroformo (200 pl 1)01.  cada 	'11(1v01T" utilizado), se mezcló vigorosamente por 
15 segundos. Se encubó 3 minutos a temperatura ambiente y se centriing,aton las muestras a 
10.000 .);g durante 15 minutos a 1 C. Se transfirió la fase acuosa a un tubo Hppendorf nuevo y 
se adicionaron 101) pl de isopropanol (500p1 por ml de TRIzolIM utilizado). Se mezcló 
vigorosamente por 10 segundos y se encubó I() minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron 
las muestras a 10,000 sil,  por 10 minuto); a 4"C. Se eliminó el sobrenadante y la pastilla se lavó 
con 200 pl de etanol al 75'X.,  (f Mi de etanol por cada ml de TRIzol" utilizado. Sc mezcló 
vigorosamente por 10 segundos y se centrifligó a 7,00(1 xg, por cinco mininos a 4 (r. Se elimino 
el sobrenadante y la pastilla se secó al vacío. La pastilla conteniendo el RNA se resuspendió en 



:)(1 ;III 	1 ,“r' 	 • 	, ,1 11,  • 

en un espeein)foiciniein) 	 imi, haciende,  una (l'hui:ion 1 . 100 de 13 ninL 113. 

1,a renoiranscripeión 	realiye encrde a ias reeenienilaciews de 'Sever.,e 	 1),N:\  

aml 	 )N A" (le l'euldit Lliner reur,, l',11 la ieueliinuseipeien 

"prinier" re(s.:rs() especulle() (ie Oír//1 \ en la amplilicat ion los -pi:MI(1-i' 7 ) \ /1. 

-1.5. 1.4(s.tecc,i(M 	 por ")`4()Ilicru 1)1()I". 

1::111\1/1 	purificad() por la 	(le Choinciy 11‘,1\ i (O(,) niiii/ando .1V1/01 1  

en (1 (.."Teeln)fol(Sinell•() il 2(10 lun. y se coiiii) en un pel (le uni,nrosa al 	pr tIr apare,a. 

anii)rtip,undor (le corrinliento I X, f)rtual(lilii(1() 	M -;() lig (le P,N,), 	 k'(Ut'ilIM:11() 

preVi() (le .5 n'in 	vi(.111. Se (2011:k:ion fati 	 (:11,,,e1 ¡mai, Se ulansfirio cada 

niliestra por clinhicii capilar a una rnerril)inna de niii\)ecliil(ha y se \puso en un (ureeriliail(ii: 

(Siraiag,(:ne IIV, Siratalink(1.1m. 1S0(1). Lit IIIIIritIneión 	Ven ii */(1 ellineand( 	membrana en 
;()Iiicióil (le hil)ri(luici("m (SSI)P, .IX . 1)1 2.NIIIAIWT 	SI)S 	v 	son(la radivaeiivn 

previamente desnaturalizada. fraginclik) 0.S 1S I) 	 pliísmidul pS'1 I.;. encitIvarul() )aula 

la m)clie a OS (', pilsieri(inilente se lavó id inilill)ranui 3 veces (luraniu: 1:5 Will 	(' con 

¿ifitOrligw3(1()f de lavado tS14S 0.1 	4. SSC 0.5 X I. y se (.xu•als() 	una pslicilla (1.<)(1111,:i 

lirs. 

5. Inninológicos. 

5.1 Líneas celulares. 

PSI5 (ATCC T113 6, 1). Masiocitorna de ratón 1)11A/2 III 2d ) 	utilizó cim.) una linea celular 

"blanco" para ensayos de choloxieidial de c(lillas TCDS1  

PS15120mpe construida en la CTIMI (67). Vsla línea celular nuirina contiene el pene que 

codifica para la proteína ()InpC de S'a/mor/4/a íyphi, ya que fue transICetada con el plasmido 
p1;m92.1.ompc que expresa  de  manera constitutiva dicha proteína. 

5.2 Animales de laboratorio. 

Ratones IIALII/e de 20 g aproximadamente, de ambos sexos. 

Conejo Nueva Zelanda. 

Los animales se mantuvieron en el IIioterio del Centro (Mico Nacional Siglo XXI. 

53 Obtención de suero hiperininune de conejo contra la proteína OmpC recombinante de 

Sahnouella 

Se obtuvo suero 	 de conejo contra la proteína Oritpt.'. recombiname de S'II/murena 

ophi, Se utilizo un conejo de la cepa Nueva Zelanda el cual fue inmunizado por vía 

interescapulovertebral con OmpC recombinante. Se le administro una dosis cada semana de I 

mg/m1 en 500 pi de SS mezclados con 50(1 pl de adyuvante incompleto de Freund (SIGMA) 

durante 12 semanas. 11 conejo se sangro el lira cero para obtener el suero control. La titulación 

tic anticuerpos se realizó en la semana 12 mediante ELISA.. para lo cual las placas se 

sensibilizaron con 10 pg/rin de proteína OiripC. recombina l ue en solución amortiguadora de 

carbonatos pl.1 9,6 1 lir a .37C. La placa se bloqueé) con PUS-leche al 	por 2 lir a 37-C, 1'1 

suero de conejo se agregó por duplicado en cinco diluciones (1:100, 1:300. 1:900. 1:2700 y 

1:8100) y se encubó por 1 lw a 37'C. Finalinenie, la placa se encubó coi; un suero de cabra ami- 

20 



Igt- i (le c()IIejo c.(mkiti;.st(lo 	 (Imante 1 I:, 	, 

.I 	 112(), 	estaltilizo el color con 11,SI1, 	Ikc, la 	a 190 

nin. Nutre las elictillaciotie,,, las placas se lavaron con 	 al 	O 	l'ara mili/ar (He 

suero Ilipk.'.rittintine en la evaluac.iOn (le la 	 ()Inp(' poi 

purifico I K rue(lialm. tina columna annnia(1 (le 	 de  .,,, iarl) 0,,,y )eclis 	leuei-d()  

al inéto(1(i (lescrit() (68.(1.1)) 

5.4 Esquema de inmunización. 

Se inmunizaron ilvs grupos de diez ratones, de apio imadamente 	incse:, de edad, con In,. 

Sainioncila  iyphi 	CVD9M y CV1)90:9.:2,1\1Glit); 	 PW;>:). 	indo antes de 

administrar la bacteria se les adminisuaron 100u1 de hica lfion tao 	,,odio y pi 51,,viornwnic 

di() I X108  bacterios en 100111 por vio ond tv.0,1, los días celo. sj...le y treinta y Cinco, 

5.5 Ensayos de pmtección. 

Para estos ensly'o`i se 	 grupos de diez ratones 11A1,13/e. Seis grupos fueron 
i nnuin judos con  t x 	bacterias de  las Cepa., s./lino/oh 0-phi Ty 2‘  c D90',4 y 

CV1)908£2MGP6.3 en 100111 de PES (dos grupos por cepa). Al séptimo grupo se le administro 

00111 de PES, el esquema de innumizaeión fue como ya se menciono, Despul.'.s de la Ultima dosis 

se dejó pasar una semana para despois retarlos por inoculación i.p. con In 1)1..,,o  de Salinoncila 

lyphi Ty2 que es de 1X10`' en 100 pl de muebla al 54:i.. (Type 	 l.os ratones se 

observaron durante I() dios desput;:s del reto. 

5.6 Ensayos de proliferación 

I..os ensayos de proliferación se realizaron de acuerdo al inetodo descrito con anterioridad (36). 

Grupos de 10 ratones RAI Bit: re ininunizin'on con Salmonella 	Ty2, CVD908 y 

CVD9081/M(iP63 como se menciono anteriormente. 8 días después de la última dosis se preparó 

una suspensión de esplenocitos por medio de disgregación del bazo en tela de organza. 

critmeitos se eliminaron mediante el empleo (le un amortiguador de lisis (0.15 M de NJ1f1. 1.0 

mM de KLIC03, 0.1 Mni de Na21-11)TA, pl 1 7..h durante 3 mm. Los esplenoeitos se lavaron con 

solución de IIANKS (tlibeot, y se ajustaron a 30x106/ 1 0 tal de 1:11111 complementado con 10( .. 

de suero fetal bovino (S1:13), glutamina y pinivato de sodio. 1.as Mulas se colocaron en placas 

de microcultivo de 96 pozos y fondo plano (NI)NC1 y se cultivaron en presencia de 50 1.10111de 

Proteína OmpC, recombinante de Sahnonella typhi. I,os cultivos se encubaron 5 días a 37 	y 

(le CO2. Dieciocho brs antes de terminar el cultivo se agrego 1 pCi de 311:11111.1dillil (ÁtnerShilf11. 

Int. Ilerkshiw., Nutdand) por pozo. Los (slulas se (..oseeliaron en filtros de fibra de vidrio y la 

incorporación del material radiactivo se cuantificó en oil contador de Centelleo Líquido ( Reck man 

.S 5801, beekman, los, Stanford CA, (ISA). I..os resultados se encuentran expresados en c.p.m. 

5.7 Ensayos de eitotoxicidad. 

Se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de Wunderlich CM). 



a) Pi I)ar,!ción ele células 

obilivicion 111,, c‘.111:1, tic isi/o tic los 'atolle': 	 tomo ,„ 	',ibio 

previamente. Se taillivaron 	:\ 10 	(e (lidias edulas eri 10 lin de iiietlit)l)MI:N1 

con Itliitaniitia, 	 ni‹...reapbtetaiitt! y 	al .0', 	en 1-tr,,,clicia de 100 n¿,,,'1111 dt. 

rec(1mbinante dC :')'.)/nroth..//3 	(imante cinco (has. i)esput's, tic csity. 	 nicion 

ct)seclin(lw, a 1..',00 rprn (Imante 	mili, se resiispi.mtliti en 	dt. 	 \ se contaron en 

tina t:iiirrara de Ntlilv,nier 	;' 	1:11a tener 	i( '' 1.'1111',1`,/1111. 

b) Prepanición de células blanco. 

A partir de 	 nise 	 y 1);. 	-01111.4 	Ukr*iliaH)11 a 	„:)(1 

rpm durante 3 min y se lavaron dos veces con 	'-;.e contaron v njusbuon 	enlutas en 

200 pl de medio suplementado con SFR al 211':', se adicionaron 200 pl de 

equivalente a 20(1 uCi. Se encubó a 	C durante 	'1'nup,currido el tiempo se lav:iu u i don., 

Veces con PUS. se contaron y ajustaron a 	células/n.11 en medio 1W1\11. 

e) Ensayo de liberación de cromo. 
l'al una placa de inicrocultivo de t)0 pozos de fondo redondo se colocaron 100 pi de las 

suspensiones de células blanco en medio 1{I)M1. A estas células se les adicionaron las células 

electoras a difeivntes diluciones quedando relaciones o:luta blanco:ctlula electora de 1:100, 1:30, 

1:25, 1:12.3, 1:6.25. Como testigo (le liberación espontanca de 	se prepararon pozos con 100 

pl de medio Rl'11/11 y 100 pl de ct.ltilas blanco: como testiv.0 de liberación maxima de Cr' l  

prepararon pozos con 100 pl de células blanco y 100 pl 	SlYS al 2.0';', • 1,as muestras se 

analizaron por triplicado. 
tina vez que se preparo 1:1 placa con las cé lalas electoras y blanco. ésta se encubo durante llirs 

30 mili a 37 C, 5'7/t, de (202  y atmósfera húmeda. Transcurrido el tiempo se cosecharon las 

muestras y se cuantificó la radioactividad en un contador 	ti(eckman 5500). 

1,('s resultados 	 como 1"1"11:1..b."1".'llotik'itlad especuliea (1('-  acuerdo  a la 
fórmula: 

tyn  cp 
de citotoxicidad r.= 	 x 100 

m problarna 	eprn liboración espontáncla 

pm liberación máxima— cpm liberación espontánea 



VI. IIHSLII,TAPOS. 

6.1 etmtportamiento c.ICC11-(4)i\::11CO 	 typhi 	'.\)19:)(W y 

Sc' Ureele11)11 	 ekVih ild(11.1.1:111;r1 	 I31(1 	 11)4.la id 111141: \ 

reSelfibrar011 	1.11111V(1 	 1 	 111 

PUS y sc. ain,,13:(lit 3 I \ 	1)31,3.».- i3,./ml, I 	 en 10 pi (k.  

oniortigoador de corrimiento y se sl..poraion poi electionnesis en coi( liciones reductoras. i Vigilia 
No. I n'ilustra el patrón ciectroror,.tico 	 con.,H,•111 ,11wil iy el , 

indepk..ncli,..nie:,. Se anal liaron 	 ('‘,1),)():'; y ( 	 i P63, Se incluyeron 
como controles Ompt.". recombinanic. 	 culi 111'50:1 y 1:',,cht,rit'bia 	 3q),2 

11111%ibill1;1(1.3 con 	pliismido pSTI 	rs,./icriehio eo/i (II I i(12. (carril lies dna mironc cine carece 
de la porina Ontp> '. por tanto no se ol)serysi la honda de 36 Kl):1 (carril 	 esto cepa sc 
transforma con el plasmido 	I I3 se restituye 1:1 banda de 32. Isda (carril (1). Saltnoth.11.1 
Ty2 (carril 3) tiene' un patrón s;an.‘joitte a /..‹,.c/terichia casi 1111:31)' pSTI 3 en la región de «I a 

l<1)a, presenta la bancla eorresponclienik.  a (inipt'. Fri cambie,, s'a/mondla jj.»/J/ 	)()(P1 

(carril 21 se comporta de manera semejante a Uschcrichia titli 1(11 t) I., Sin 

/.5")/n (:V1)9W11.11\1( iP(13 (carril .1). que proviene de ('VI)90S pero licite ink:grado en el /oeirs 
A aro(' el gene que codifica para (41'63 de / cishmania incxicana bajo el prmnotor 	tiene un 
1)1111.Ó11 eleetRif011ITICO set cjaume a .S'illnionc/kt 1.1phi Ty2 y a Us•chcrichia culi t111302-pSTI3, 
aparentemetin. recuperando la expresión de la protenta de 3() KUa q ue pudiese corre,,pulider a 

Ontp( 

Posteriormente. se purificaron 19\41.... por el nn.'lotio ele Schnailmon (.̀.í6) que consiste en una 
solubilizacion de las proteínas meinbranales militando "frisón XI 1(1 y se COI l'h.1011 31) 	CII una 
CICCII1101"étiiti den condiciones reductoras. 1 7,11 la Figura No. 2 se presenta el patrón de 	de las 
diferentes cepas bacterianas. Se incluyeron gliceraldeido-3-lbslato dehidrogenasa (carril 	y 
oyoulbnmina (carril 2) de 3( y 43 Kdd, respectivamente. Sahnonclla OphiTy2 (carril 3) presenta 
la banda que corresponde a (Inpe Icarrilcs 3 y 1). Se observa una clara diferencia entre los 
patrones de rscheriehia culi 1.111302 (carril 7)y rscherichiacoliU11302.-pST13. Salmonella tjphi 
CVD908 (carril 9) no presenta la banda de 36 KDa, en lamo que en la cepa Sa/mone//3 typiai 
CVD908.11114(iP63 (carril S) si se observa. 

6.2 Detección del gene ompe. en Salmonela typhi Ty2, CVI)908 y CVD9011.11MGI'63. 
Para determinar si la cepa Sa/ntonc//a typhieVE.)00;3 eknitiene alguna deleckni en el /ocus oupC, 
se amplificó el gene que codifica para la ponina OmpC a partir del codon de iniciación. de 
acuerdo a la secuencia publicada 	VII la Figura No. 3 se presenta el resultado de un 
experinmito representativo. Se incluyeron como controles Excherichia coi/ 011.302 (carril 2) y 
h'scherichia culi 1111302 transformada con el pkismido 0'1'13. Se observa que en todas las cepas 
de Saknone1/3 /}phi se amplificó tut fragmento de 1.2 1<b que es el tanino esperado del aniplieón 
y Por lo tanto el fragmento eodifieanie se encuentra completo. Nn el experimento que se presenta 
en la Figura No.1 se observa una banda tenue en el carril que corresponde a 1....qcporichia coi/ 
1111302, la cual se trama probablemente de amplificación inespecífica. 	experimentos posteriores. 
en condiciones de mayor astringencia, se confirmo que esta cepa no contiene el gene 0inp(.1 1.a 
digestión con la enzima IKpril en los productos de 1.2 Kb las diferentes cepas dio como resultado 
la banda esperada de 0,13 Kb. Por otro lado, se realizó un ensayo de "Southern bloc" para lo cual 
se digirió UNA cromosonial de las diferentes cepas de Sil/010M/.a IYPhi con la enzima Kpnl v, 
después de someterlas a eleetroforesis en agarosa, se transfirieron a papel de nitrocelulosa y a 
hibridación con una sonda del hagmento 1<pnl-Kpnl del pliismido 	F) Id Figura No. 4 se 
presenta el resultado. NI carril 1 corresponde al plasmido pST1 i sin digestión. NI carril 2 muestra. 
el fragmento IKpn1-1<ptil de O.S Kb. Uschcrichi3 coi/1.111302 (carril 3) no presen t a  la señal  que 



)9(.!';'; 

I ,a electroforL'sk (le cx 	(f!(1( ttc:«la una (le 	<liferuni.'s cepa:, 	reitli/O eti condicione', ri21.1tiewriv, 	r:iisicnia 

cle autor ih¿,tia(lon», 	ueI(k a i0 de:,C1"i1(1 k.'11 Nfitiecial y Iv1c:10(1. 	 12' 

Ilkii(Tilainida y 0,19(,,' 	 Ilacieria,i 	anioriiniiador (le 

muesira y 	hirvieron por 1(1 iiiiut1r,einf)learon 	volt,/('in. 	 iineron en a/til (le Cooina,iie 	:150 

al 0.25`;' en inehinol ¿lento iicelico iota 	 C 	 ii tura 	(1(.. indanol 

111:! 1, 	( 'isti11("; 	1 I 	NI:in:adores (I,. 	peso 	1(mb:cid:II.: Sairtione/t, typitiCVI )9M: 1u)/)i Ty2; 

Saimortight iyphi 	"1 ))1)9.t1( n'O }iiipc .1 ).,// mon,./fit typhipnrificada a il1i  d. 	r//‘'fichi,9 

co/i 	1111102-0U 	itchcri(iti1 I 	.11)?. -1.'-d'1 1)11302,.. cle 	pe,io 



)14,. 	1;:( 	 );!, 	 i)/H 

'H1'17.1 

I y 

1 

1..,.t kleclutdore-, v,  (1‹... pi.ohli ... (1,2 11'1, 1111)1'mill (::[1tui ki..: (.:,111,,t ( mil d..• 1;1, dii,,,p,111.,,,,,,,,Iya,,  

eit ccuRlici(Hte5; P2.(Iticiorir 	.',i'deili:1 (.1,.‘ ;l1 r',o;lkloit.' , iliwotiii~, (1,.: ',iels,..:rilf.) a lo kle:,ciii.) en 

Maierial y 	. 11 ,,,..1 .,,:paislidils. ,.,ffiteilid 1 ." ,. dc ,,
.kl'il.ltrlidit. ).:;' , t1.2 i)i',.,Icrillittli(13 y (1.19'; 

(L si»;. Se 1.,--.w.pent.lieloil 2,1411.,  (1' pr()1,..iila , .'tl nirp.)11i,‘,91:1(lot de illiw-11-,1 y w. Iliv,, i(loil plu 1(1 

itill( ,. Se eutpleiivklo 5 .1-  intewii ,.•il ....tul (Ic Co(linil,;ik.  

niclatI(l 2cid kl :1(.ilec) :1;...(in ( 	.4., l. ',. 	,t1I'VP)!I ,11 ilil:t ,,01111'011 (1,." 111(1111101  ',+.1.1(10 iit'llii.:(1 

il,ttla 111):), (:1111-, 1) ( dieci;ilticl(k) 
-1, ilVIUts ti, bull()911, 	).) ;\11NIIIIiill'a (.1,' iltlevil, 	7,1 y 

.1) ()1111')C l'CCOnlbillallIC lIC 
.»;1//11(111k://¿/ I1>iii 

pl)Ultlti,1 ;11);ftlit- d,-: 1.,clwrichi¿f 	!i 	t4  

;i/ilio1li1/,./ iyfilii I y:r. Ili 1:•,¡./wochiJ ‹:(1/i 111 ',('I' ,11'-:,1 1 	.11 /:,.i, t h ‘ri/ji3 con 1 II I 

..'il I InorwIla iyi)lii (V1)1 )(W,),N1(  11'1 .1 ',.. '.) 	';3111?( ;lb •I l¿1 1.'51,11i  
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tl ri 	:\ 	\ P.Tir HL 

1,7inionc11:1 1.9)11i I 

1) 

1 

qm." —••- ~IZO 111111mia. 

A Pulir de DNA 	 de la!,  di 	cerra'i 	Sidint india íyphi, puri l'icado coan T1117011  

se procedió a 	hcar mediante 	el t.ene. o/1)/X: de acuerdo a las condiciones dewrila:, cm 

	

M(10( 11 P,. uliliV aula como "Primer'," kw, 	 5'(:((1  GAA 
TAG GAG TARA  TTA AAA 	AT, Tu( T("G AAA •I• FT ATA ATA AA( Ae( GcA A( A 
AA 3, 

y i'('( i(1 

	

; AT( (711' 	 ;,,\ Al I' CLA Aur 	AAA ccA (;Ac. ccA 	3,. 

Como control se incluyo 	plli‘dnido pST I 	Carriles i 1 "Ladder" de I IU 	eIh 	culi 

U11302: .q /...'svhcrichia 	(111302.1)S 	1) Sahnot//a 	CVD1)(1ti: 51 :S'a/mond/a typhi 

1)2: ?)) 	 typhi CVD1)1N9,MG11(.13, 



(inri 	 " 1' 1(P'r' 	s 	., 

coliespon(11.. 	ottlitr. 	Lino; i) „ 1111 „ ¡tId Id I,li 1111JC 1(111 	 )lit 	iypiii 	)(» 
I 	ohltlx 	11;1I, (1,13 11 	, 1 !i111):Ii1C1 	1:011 , ",f)0MIC :11 11:11111Ir'ato 

Kim' 	(1,1Y.1(10 zi 	 (1 	1).11 /4.1. 	::;11 

	

('131:111),111L' 	';3////t).//Cii,/ ll pi!! ( -1 1 tIt1):, 	H ",(.911: 	 1!:11',1 

6,.3 Detección <le P.NA meinsiajcro de 1:1v.iritta OnipC 	.,'3/sto:it3(qt.it tyy?Iti 	C.V1:1903 

CVD90131>,M(11'63. 

Orla vez confirmado que no 	(lek.iclone ,•: en 	tocus 	 OlYbi CVIVU.PL 

se determinó la presencia de RNA inew,dielo pava ()mit( 	las diferente; ,'tipas de ,':)..ithuonelia 
inedinnie 	 Firmrd  No. 	orei,,enta el resultado (le un experimento, Ni la 

retroiranseripción se utilizo ‘.1 "primer" reverso de ompr,'. ("...'onto iestigo ncginivo 	RNA 
purificado a partir del inastocitoma de ratón 	(catrii 2). 	todas las cepas examinadas, 

XeCP10 rSChCriehia (Vi/ t i i 13(2 +carril 71. se()111dV(1 el prOddel() epk,radO de 12 Kb. 1.;p;  sk lbje; 

utas intensas se observan en ii..seheriehia cali 1111.302,-OTI .3 (carril 3) y ,5'41mon(..11,it opin Ty2 
(carril 61, en tanio que la :,etial Inas (Oil corresponde a SahnonelLit typhi CV1)908 (carril 31. 
Nsins resuliados son compabbli.ts can la dettirminaciOn de 1ZNA mensajero que se realizó mediante 

"Nordicni blot". 1',11 la Figura No. 6 se observa que la cepa rscherichia coh 1111302 no produce 
RNA mensajera de enT('. (carril 11, en tatuo (por el testo tic las cepas e n'Intitulas (53/mohellil 
t)phi Ty2, CVPMS y CVD9(189.1\1(2,1)6.1 1 si lo hacen. 1..a senal mas intensa se enconlró con 

Sal/how/Lit typhi CVD908,Q1V1CIPO.1 (carril 31. 

6.4. Hxpresión de la proteína ()lupe en Salm)nella typhirry2,CVD908 y CV1)90811MGP63. 
Una ve/ que se eslableció que S.vIninnella typhi ('V'p. 90,> contiene funcional el gene onti.C. se 
precedió a identificar a la prowina. 	la l'ilion] No. 7 se presenian dos 
inmunoelecirotransferencias ("Western blof") que demuestran que todas las cepas examinadas 
producen la proteína OmpC. lit el panel A se presentan los resultados utilizando un suero 
hiperinimine de conejo y en el panel II se presentan los resultados que se obtuvieron al revelar 
con un anticuerpo nionoelanal contra la porina OinpC. Hstos resultados confirman que las tres 
cepas de Sahnondia /y/Mi producen la proieina OmpC. Para comparar el grado de expresión de 
OmpC en Salmonella iyphi Ty2 y en .S'ahnotio//3 t'IV)/ (:\11.)908 se realizó eitofluorometría. 
ligurd No.3 presenta una comparación entre los resultados obtenidos al in i 	un suero polielonal 
de conejo (amura OmpC (panel A)() un anticuerpo monoclonal contra esta proieina (panel 131. Se 
observa que en ambos casos, utilizando las mismas, condiciones de cultivo para arribas cepas y el 
mismo número de células, la fluorescencia es menor en CVD9W, lo que demuestra que existe 
menor expresión de Chilpe en la superficie bacteriana de esta cepa. 
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,Siihnoticiiii 1.5phi (A:1)')(0.),N1( ;1'6 	 11( III lyphi 	) 

1 

Se realizó "Southern bloc" de actieRlo al procedimiento descrito en Material y Métodos. Se 
digirieron 10 pg de DNA cromosornal con Kpitl, se corrió un gel de agamsa al 1`;',- y se transfirió 
a una membrana de nitrocelulosa. 1..a hibridación se realizó utilizando como sonda el fragmento 
Kpnl-Kpnl de 0.8 1<l) del plásmido pSTI3, marcado con -121) y se expuso en una película (Kodak) 

durante 24 hrs. I) pSTI3 sin digerir; 2) fragmento Kpit1-1Kpnl de pST13; 3) Escherichia culi 

1.11 1302; 4) Sal:armella typhiCV1)9(185).M(11)63: 5.) Sahnotiolla typhiCVD908; 6.1Sahnonefia typhi 

CVD908-pST13; 7) Salmonella OphiTy2. 



1.;\1'1.1.1S1()IN D11. ("11'.N1'. 	,1 1".\1:111: 	̀:,111w,lielki 

,';‘911))0111'113 	( 	W(), )̀, 	,'7,)/1!),)1) ('11:1 /11)/li T\ ,  ) 

I 

rakont•Ple• 

Uc acuerdo al procedimiento descrito en Iviaterial y Método,;. sc obtuvo eDNA mediante 
retrotranseripeión utiliyando ei "primer" reverso espeeineo t ie1 	onge, y 	ampünco  por pes 
la secuencia especifica del mensajero de ompC. Como controles se ineluy‹..lon el phísIlliths rfSTI 
y una línea celular no relacionada. Carriles 11 "Ladder" de 1 kW 	Maslociloma 1.).•11 
Salmonella !)phi CA11)908; 41 Salmonella iyphi CV I Ii9W9,1\11:il'h3; 	Salmonclki ¡'phi 
cV119081.1,CSP: 	,S'almont.//3 typhiTy2: 171 1 1selierchia eoli 1111 ío'': 	rscherichia 	1.111302 
pST 1 3. 



Di.:TvccioN 	1;,,N 	 12,\1Z,\ 1,;\ 1V(1'1111\1,\ ()111)<,' 

VI )01W, 

:5',11inontslia 	1)(.10)..i\IG1)(),; 	l 	S,')11,11)ii,..1 	i.‘ phi l'y 

1,3 determinación de RNA mensajero se realizó de acuerdo al procedimiento desuno en Material 
y k1éiododos, Sc piurificó RNA por la lécnica 	Trizol, se cuantificó espectrofotomélricamenie 
y se sometió a electmforésis cn aLtarosa al 117u, Se ininsfirió a una membrana de nitrocelulosa. 1.a 
hibridación se realizó utilizando como sonda el fragmento 1Kpii1-1<puil del plasinido 
marcado con 321' y se expuso en una Ficlicula durante 21 'ars. 11 Ewlwriellia coli 11113(12, 2) 

typhi ¿Ail)908: .51 ,.S'aintrinella 1y1)hi(A1)908(?1\11(..11)63: 1) Ksehorichia eón 1111302-
pST13; 5) SahnowIla typhiTy2. 



;1  T A. 

F,XPRU;ION Di', 1,A 1}0Pt \LA, Onlpf", 	';:!!!!!1 	ivphi CV.  D' 

ophi1`'11 	le, 	 (\ Phi Ty.' 

1 

.as proteínal; separadas eleeintionliteamente Fueron transierida% ►  mentltratui rh nittoeclulw;:t 
0.-15 p, en una unidad de transferencia eleen.óriica por 3 lir:: a 0.3 A de acuerdo al método de 
Towhin. Posterior a esto el papel de nitrocelulosa se bloqueó por 1 hi con Pi3S-leche al 5';'e, y se 
puso 	contacto con un anticuerpo tuOnnelnitai. contra lit Miami Ompe de  Siihttonelin typhi. Fr i 
anticuerpo se empleó en una dilución 1:1000 en P115.:l-leche al 5`,1'; durante 1 lir a 37C y 
pmeediO a lavar en las mismas condiciones que se mencionan en materiales y metodos: 
adicionó el segundo anticuerpo revelador (pie fue un anticuerpo de calva contra 1gG de ratón 
conjugado a peróxidasa diluido 1:1000 durante 4 min. 1.a reacción se revelo con o ,1-Clon) 
naftol-11202. 'lodo esto se realizó a una temperatura de 37"(.', Carriles 11 Sahnond typhi Ty 
2) Sahnonella typhiCVD90M111,1GPO3: 3) Sa 1 motwila 	(V1)9W;n(ISP: Salmonella typbi 
CV1:)908-, 3) F.sclicrichia culi I813(12-1_iST13: o) rsehet ichia culi 1111302.. 
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C(lkll'AIA('1()N I )1,, 1,A 1Ni9.IlON1 1)1:.( )i,( 	 typhi Ty 	51 ' 

Salinoni qb 11,1)/il ( 'VI Pni POP ( 	 11,1,( 0,111E11 

A 

I,a presencia de la proleina ()tupe... en superficie de las cepas .S'almoncila ívhi Ty2 y (:\11)90S, 

se determinó por innumofluorescencia indirecta. empleando un suero hiperiumunc de conejo 
inmunizado con 0111p( recombinante y un anticuerpo monoclonal. Como segundo anticuerpo se 
empleó inmunoglobulina de cabra anti-IgG de ratón o conejo conjugado a isotiocianato de 

fluoresecina. Se analizaron 103  bacterias en un citoinciro de flujo l'ACSean. Panel A. Análisis con 

un anticuerpo policlonal de conejo contra ()nip(' de S'almonclla lyphi. Panel B. Análisis con un 

anticuerpo monoclonal contra ompr. de Saimonella 
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Seitsiliilidall a! clayrattif,lii,.-ol 	 Ty2., C\fl 't.)(1,1 y I. '.\./1 

Uno ve,: (me se dettio,itti (pie '',7/r/ríti/e//,./ 	 contiene hmeioutti 	;nene 	¡tem 
que el gni(Iti (le ey,pre,it)ti 	la pt(tleitin e metitIr en t. sud cepa. etimpartida e)11 .('¿//tntttp.1/,', 

'I'y, 	dccidití evtilunt 	diferencias tienen algatita teperen,aótt sobre las; 

biológicas tic .5'31//toric//3 	evaltio la si.:thiliiiid;td al elorarniCnicol ell '1'W/1 / 1 11h:11,7 	1)11i 
'f' \,2_('VI)9();.• y ('Vr)t)(191\.1( 	 Vig,tint No. 	se presenta tal eyperintemo repre ,,entatiyo. 

til):ieryti que .'-,',.//ili()ne//it 	( 'V1 	creció mas eficientemente cu eltnantienietil que el 

rt:.sitt de la cepa';. en tanto kitte un 	 desatrollti de Sii/inone//3 tt plti 'i'y?_ cii pr,..,euci it  

del atiiiliitniro y ,S'airtio/td/3 /j/)/ti 	)01W, tulio un crecimiento interm, dio ('luto control 

iticlity(í una cepa tk 	 /57)/ti ('V. 1)9tP.; trandorniada con el 	 esta 

certa se resiituye la seusibilir.lad al clontinteninit, tura:1 los 	minutos de cultivo 
af)Rixiniticlanlenie, tiempo en que la 4 ‘1Vil 	t 111,1".1 	 11: e .ceinl 	iA 1111gP.' para 

ereecT esta cepa 	,itlit:i(Win amfrieilina al medio de cultivo. la recuperación tic la Vc.- 1(tei(latl (le 

t'reeillliC1111) 	(It`l)c putbahlk111C111(' :1 k'011‘111111() (1121 antihióliro r i 	i ¡dad (1,1.1 1)11 ,111  id(1. 

6.6. Inmunogcnicidad de Sahnonella typhiTy2,CVD902 y CV1)1.)081.1MGP63, 

Una vez que sc estableció tire Salmouella iyphi C.VD90:i expresa menor cantidad de Onipt,' y 
que esto puede explicar la mayor resistencia al cloratulenicol, se decidió evaluar algunas la 
inintinogenicind de esta cepa, comparada con Sahnonclia typhi Ty2 y e\ 1.VOSLINAGIka 
inmunizaron por vía oral ratones 13111.13/c con 	Sahnonclla iyphi Ty2, ('Ni)90ti o 
CV! 3908,UMG1363 y se determinaron anticuerpos contra la porina OrnpC. por 11 .ISA. I.a Figura 
No. I() presenta los reitillados de un experimento en el que se utilizó el suero de ratón diluido 
1:200. Se observa que los animales que fueron inmunizados con „S'a/mond/a typhiCVD908 tienen 
menor Mulo de anticuerpos contra la ponina OmpC que aquellos que fueron inmunizados con 

Sahnonella typhi Ty 2 o Sainionella typhi CVD9OSIINICiP6 3. 

Se evalmi la respuesta linfoprolilerativa 	viíro contra la porina Ornpt.,:., que se genera 
inmunizando por vitt oral coan las diferentes cepas de Sa/monella typim 1M la Figura No. I I !;1: 

presenta Cl resultado de un experimento en el que se purificaron esplenocilos de ratones 
inmunizados con las diferentes cepas bacterianas y que fueron cultivados con (.)napa.- recombinallie. 
Se agregó polimixina II al cultivo para eliminar la proliferación inducida por 1,PS contaminante, 
Se observa que la mejor respuesta proliferativa se presentó en los ratones que fueron inmunizados 

con Saintonella t.sphiCVL)908.11MGP63, 
También se trató de explorar la inducción de células eitolóxicas mediante la inmunización por vía 
oral con las diferentes cepas de Sahnonella typhi. Para lo cual se extrajeron esplenocitos de los 
ratones inmunizados y se test inuilaron in vilo con ponina OmpC recombiname y se utilizó como 
célula blanco al mastociloina de nilón PSI5 nimiedad() Con el gene ontl.F.. Hm la Figura No. I .2 
se presenta el resultado de un experimento representativo. I,a innuntivación con cualquiera de las 
cepas de .S'aintonella typhirTy2, CVD9OS u ('V! )90149.1\1CPti.1) genera pobre respuesta de células 

citotoxicas. [u varios experimentos se encontró que el mejor de los casos se induce un Itr, de 
citoxoeicidad específica.Por último, se comparó la protección que inducen las diferentes cepas de 
N'a/mond/a typhi. para lo cual se inmunizaron por vía Oral grupos d,' ratones con Salanwella iyphi 
Ty2, CVD903 o CVD90111a1GP63 y se. retaron con 100 DI su  de Sa/monella iyphi Ty2 
reSUSpCildida en muebla por vitt illiCapil'il011Cal. lin 1;1 Tabla Nol y la Figura No.1 3 se presenta 
el resultado de cuatro experimentos independientes. Puede observarse que cuando se inmunizó con 
Sahnonella imhiTy2, CVD9(11 o C",V1)908,9,KICtP63 y se retó con I x 106  bacterias resuspendidas 
en nmeina administradas i.p. I Sahnonel typhi Ty2) 	presentó menor sobrevida en los grupos 
de CVD908 y CVD9081111,4C11)63. Hm cambio, cuando se reto con 1 x I 	bacterias no se 
observaron diferencias entre los diferentes grupos. 
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tiOrtlp0 

Ty2 	CVD908 CVD 908-GP63 CVD908-pST13 

Se determinó la resistencia a cloramfenicol de las cepas Salmouella typhi Ty2, CV 1)908. 
CVD90811MG1)63 y CVD9OS transf(nantala con el plasmido pSTI3, de acuerdo al procedimiento 
descrito en Material y Métodos. Se crecieron las diferentes cepas bacterianas en medio 13111 en 
mairaces nefelomélricos adicionandoles una concentración de ,IOng de cloramtenicol. I,as lecturas 
se hicieron en un espectolbtómeiro, a una longitud de 000nm, cada 100 min hasta los 500 min. 

1-1 
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DurvRmiNicioN 	ANTIC(111.RMS CONTRA OmpC 	ONN"; 
IN MI IN MAI )0; 	Sahnowila ophi `V l»M, 

Salmonella 	C\'111),),N, Ril )().; 	 iyphi l v2  

1,4 

CVD 908 
	

Ty2 
	

CVD9013-MGP63 PBS 

SUERO DILUIDO 1:200 

La 17,1_,ISA se realizó de acuerdo al procedimiento descrito en Material y Métodos. Se recubrieron 
placas para microtitulación con 15 up, de 1.111 1'/I'01C11)11 0111pC l'CC0111b11111111C, C11 amortiguador de 
carbonatos p1.1 9.5. l'ara bloquear se adicionaron 11)1) ul/pozo de una solución de MIS-Leche al 
5%, por I hr. H ler, anticuerpo consistió en el suero de los grupos de ratones inmunizados con 
las diferentes cepas de Saimonella typhi, diluido 1:100 en PUS-leche 	Se incubó la placa a 
37 °C por 2 hrs, y se adicionó un conjugado anti 1gs de ratos diluido 1:1000 y se incubó 1 hrs, 
Se adicionó como substrato 0-fenilendiamilia de un stock de 6mg/12m1, para preparar la mezcla 
se empleó amortiguador de citrinos de pli 5.6. Se detuvo la reacción a los 10 minutos de 
incubación adicionando 50 ul por pozo de I k,S0,1  y se midió la absorbanci a a 491 in, Nntre cada 
paso se realizaron 4 lavados con una mezcla de MIS-Tween 20 al 0.15 
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15110 + POL-E3 SIN ANTIGEN() 

11 1 i, T1,2 	CVD 908 1 iCVD908-1VIGP63 

pu()Lii,EpxylvA ('()N 1y\()/111R, 'NI j( 	robi,  

Sahnon,qh 	'1,/ 1 )k)(w 

1!'/)11i ('V1 )1)(N 2,N, l(i1)(), 	 '1' V  

Los ensayos de proliferación se mili/ami] de acuerdo al procedimiento descrito ell Material y 
Métodos. Grupos de 10 ratones 13a1b/c se inmunizaron con Saimonella typhi Ty2, CVd908 y 
CVD908.12MCI1'63. Sc cultivaron 2 X 105  esplcnocilos en placas de microculnyo de 90 pozos y 
fondo plano en presencia de 50 nr,/m1 de Ompe recombinante de .,;ahnonella typhi. Sc incubaron 
5 días a 37 „C y 5% de CO?, Dieciocho hrs antes de terminar el cultivo se agregó 1 11(1..̀1 de A11-
Timidina por pozo. Las células se cosecharon en filtros de fibra de vidrio y la incorporación del 
material radiactivo tie C1111111111elí C11 1111 contador de Centelleo Liquido. 1 ns resultados se encuentran 
expresados en quil. 
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RAZON E-:FECT011:13LANCO 

P815 	CVD908 	CV1.7 908-GP63 

La evaluación de células eitolóxicas se realizó de acuerdo a los procedimientos descritos en 
Material y Métodos. Se obtuvieron células de bazo de ratones 1.3A1.13\c inmunizados con las 
diferentes cepas de S'a/mond/3 typhi, Se reestimularon .30 X I (Y células con 100 lag/m1 de ()upC 
recombinante de Sahnoncila ijvhi durante cinco días y se cultivaron 4 hrs en presencia de células 
1'815 o P815-OmpC marcadas con 51Cr. Se prepararan relaciones célula blanco:célula efectora de 

:100, 1:50, 1:25, 1:12..5, 1:6.25. Como testigo de liberación espontánea de )ler se prepararan 
pozos con medio RPMI y células blanco: como testigo de liberación máxima de ''Cr se prepararon 
pozos con células blanco y SUS al 20(.4:. Se cuantificó la radioactividad en un contador gamma, 
las muestras se analizaran por triplicado y st.. calculó la chotoxicidad específica de acuerdo a la 
formula que se describe cn Material y Métodos. 
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01/0908 	CV01106-MGP133 

Cepa de Sahnonella iyphi 

Dosis de rolo 

.id 	x lo) 

Para estos en:;ayb sc militaron siete r,rupos (le diez ratones IlA111/c. Seis Incron inmunizados con IX10 6  
baciedas de la cepa S. :9,1/ü 	 CV1908 y S. typhi CVD9085,,IM(i1)63 en 11.)00.1 de l'ISS (dos 
gruíxm por cepa). Al sépinno grup<> se le adminiiro 10011 d 1)11S, de acuerdo al esquema descrito en 
154aIerial y Alétodos. tina semana despnes de la última dosis sc celaron por inoculacidn intraperilinleal con 
IX10 6  bacterias de Sir/mond/a iyphi Ty2 	de  aluci na a l 5,/,. se observó fa sobrevida  durante  ir) 
días despni'1; del lelo. 
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VIII. 1)1SCUSION 

Nit el prnte trahnio 	repiittá 	 itte.,.p, ‘ra(la 	qty una 	atenuada de 
'Ha 	 en1111Cue ‘1; , l, ; , R11, 	 v),1111-,a (k• Inaft‘la 1111,1:1(1:1 1;1 

IMIle11111 011.1pC, 

L'VD(Hr:), 	eCill s.11111111i ,T1 l'; .1"111111 	1)) ",111 PillP. 	Viti'111111' 	;1n1\ 
11"11.101-e. 	1A 1 	111e(11;1111,' 	 tle 	11)9,1. 1111.1L) 	)5211',11eii 	1111[1 / 1 1111l11 	1 .Cei1111111ildelk'111 

1101111.110P,i1 (`17) ;\ 1)111111' de; 1)111'111)00 1)1\ ;S /01I I 	(Inc 1 1/1111ene e; 0111; 	leplleile1011 

61<,L ,1111'1.1111V11 	I ;del° Ha 1)111' ‘'l 	 11111, 1.1 )111)en) n";r111.11e111 	ell)U111111)111)01 

lW,e1)1(1 	p,elle A 	 cl pla,dniclo 	 (ICInntluto CV1)101:0; eitaildo 	ltne 
Aarol ) 1 plásmalo se (Llantina') C11 )1011. Con estos phc,midos 	incdormo 	 typhi 
Tv  2, I i r, 	r,,,m i na nt e  deuonl i tio CV1..1(n,i, 	eir‘ary: chnicos ias(: 1 resultó ser inumuogi:alica 
y segura 1181. 
Considerando que ...l'afmo/14hr w)//i UVI >(:)(W, 	obtuvo ni iliiando plásmalo,. que tienen la 
propiedad dc recombinarIe manera homologa iso eicroino,Joi na bacteriano, f .-,e  decidió iuiiiarela 
cepa com( it iiii k i deiningenos hcierolog(ts. Para lo cual el plasmido 	\I)11119 c moddico 
generando lin sitio único de donación (Ps11) en medio del alelo A:mie., el plasmido resultante se 
denomino p(.i()R1.1'1 	p(i01t111" se inserto el promotor [trae y la región "polylider" del 
plásmalo p10.123-.3.. resultando el plásmalo piv17.1at el plasinido pl\ 17 se inserto. bajo el control 
del promotor /)he el 1',ene que edifica para la proteína principal del proinastigoic tG1'631 de 

inc.vii..dm y se transformo en SalmouclLt iyphi ni:Mi. la cepa resultante se 
denominó Sir/mond/a t.yphi 'VI )908521\1( int.; í52.1. 
Id comportamiento electrofolvaico de Stilmond/ii 1y/)hl 	(2,VD0(.) y (V1)9(189.1VICil'W es 
diferente. .5'almonclla 	CVf1M L no presenta la protenta de 36 NI la que pudiera corresponder 
a OmpC, en tanto que Sa/monc//3 ijvhi (W1)908111\1( il'63, que proviene de ella, de manera 
sorprendente, si la presenta. 1.a evidencia mas fuerte de que efectivamente la proteína que no si_ 
observa en el corrimiento electrolorencos corresponde a 0111n(. deSeallSa en la en011110r0111CIFia 
(Fi\CS). sobre todo utilizando el anticuerpo monoelonal contra (..)mpC. Sin embargo, para 
confirmar esta suposición sería importante realivar electroforsis hidimensional y sensibilidad al 
lago P22I o 1'1151 cuyos receptores específicos son OmpC u Ompl: 
Nl gene oinik' se encuentra completo en las cepas analivadas.P:sta es una observación importante 
pues como C \IY/08 se obtuvo por rccombinacion homóloga, existe la posibilidad de babel.  
causado una deleción inesperada en este /ocus. Como se explicó anteriormente, para obtener la 
cepa C.VD91.18 se 111111%fOrlIP6 SahnOl/dia typhi Ty2 con un plásmalo que confiere resistencia al 
cloramfenicol. Por tanto, también existe la posibilidad de haber seleccionado cepas malas 
productoras de OmpC por alguna Olra alienación genómica. Sin embargo. el hecho de que 
Saimoneihr iyphi CVD90811MGPO., que proviene de CVI.Y)W‘),, presente eNpresión de OttipC 
semejante a la observada en Sahnondla 	'l'y?... descarta esta posibilidal. Hs interesante la 
observación de que Sdinow.1/3 tjvhi ('V1)901W,IVI(IPó3 produce mayor cantidad de 1{1\1A 
mensajero de ()tupe que el resto de las cepas, l importante hacer notar que. esta cepa contiene 
un promotor loránco (pi:le)en medio del locos A :,n>(.1: y que el gene de la GP63 se. encuentra 
insertado en contrasentido al promotor natural de 30:. Usta observacaM sugiere que existe un 
mecanismo regulatorio entre la expresión de ()tupe y iiioC. probablemente a nivel irallSeripeiOnal 
o postranscripcional. Pata establecer de numera más fina el papel de ante y amf) en la expresión 
de ()nipC, será necesario aislar ambos genes y realizar experimentos de transcomplement ación en 
Sahnonolla lyphi CVD9OS utilizando plásmalos compatibles. 
Se ha logrado obtener el mapa genómico parcial de S'almonella typhiTy2 y se sabe que difiere 
notablemente del de otras especies de como *S'a/mond/a typhiniurium 1.12 pue.s contiene 
inserciones e inversiones (72). Se conoce la 10ealivaci6n de ompC y ompl.) no se ha reportado 
la correspondiente a aro('., o am. Sin cnibart),0, en Sdhnonclla hphhirinin  a n i ty, loei se 
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elletWiltran 	 pOt. 1 	mol a1hiox.intailaur.10,.. I 1.1). 
Considerando que  e i ta n 11,,%e roo 	u noa nK", de  Sahnor k niii? 1 1,hitni: no é \ presi l n ia porjna 

OnipC y  consecuentemente son 0."jsleitiesIIcloramienicol (r)53. 	ando 

la!-; 	 eiceielon en pt.,.- enela de cae antibione0,u compatilik", enn 

la hipótesis de que la polenta cnya expiesion esta disminuida es 	Sobre todo considerando 

que SahnoiwIl3 iyphi 	)9(3. a l 	T Isansforrnathehm l ptx.mlido 	 t',, s,lert, ,  a 

ClOnillllenicol sensible. 
Todos los experimentos >e realizaron mili/ando 13111 y la, misnus eondiciones de cultivo. 
'onsiderando que casi la tercera parte (1:: lo' aminoaeidos pie componen t hupt ' son ;irrimaticns 

la deficiente expresión (le esta proteína pudiese debe rsé solo a la 1:scasez de eslos aminnacidos, 
(pie (\4))U no es capaz de producir. Sin embargo. el hecho de 1311C 5'i3/ti101h://3 

CV LYMAN1G11(1.1 recupere la expresión, descarta esto pnsabilidad, Sin embargo, es necesario 
explorar el coiriporiamiento electroforético de estas cepas bajo difeivincs condiciones de cultivo, 
como son temperatura, 101. osinolandad ' diferentes Mentes y proporciones de carbono o 
nitrógeno. 35posible que tanto S:fi/Hm/e//a tvphiCA/1.),)ft4 como (Tl.)00N.,1(it ,n3„ jnensi)1enien 

su virulencia y patogenieidad bajo determinadas condicione% de cultivo, 
1,a ind«cción de anticuerpos contra la [tonna Omp(2, inmunizando rino»cs con las diferentes cepas 
bacterianas, también es compatible con la menor expresión de OinpC en S:tintintelia lyphi 

CA1)908.Ill ValiOS experimentos independientes 	 fIllalOre, 1).0. por ELISA 
utilizando el suero a diluciones 1:2(30. Sin embar,„(0, cuando los sucios se utilizan Inas 
concentrarlos no se observan difaencias en las 1).0., lo que sugiere que la inmunización con 
Sahnonelia lyphiCVD90); sí induce anticuerpos contra ()1upe': si bien, en menor proporcio» que 
Ty?.. o (1.`,V1)9081/1\1G1)03. liste resultado es esperado, Si consideramos que la proteína OmpC se 
encuentra hacia el exterior bacteriano y puede ser captada por el receptor específico del linfocito 
0. los resultados de activación de linfocitos son, no obstante, mas difíciles de explicar, 
tia/mane//a ijphiTy2 y (.7511.)90); parecen inducir respuestas proliferativas de la misma magnitud, 
en tanto que Salmo/141a typhi (2V1.)9M1115:1GP63 induce la mayor activación específica contra 
Omite.. Este resultado pudiese ser compatible con la mayor producción de RNA mensajera que 
para esta proteína, presenta Sahnonella 	CV1)9080,1V1f=iP63. Es posible que se produzca 
mayor proteína, pero que 00 sea exportada a la superficie bacteriana. Por otro lado, los resultados 
de evaluación de callas citotoxicas contra ()lupe por la inmunización con las diferentes cepas 
bacterianas son tan pobres. que es dificil llegar a conclusiones. Se Im demostrado que Sahone//3 

typhi (.',A11.)908 transfectada con la proteína CSI> de Phismoriium üilciparrun induce células 

citotóxicas contra esta proteína (513 y contra antígenos de Saimonella typhi (74). En nuestro 
laboratorio se ha intentado reiteradamente inducir linfocitos '1' (I),' contra Oiripe, mediante 
inmunización con Sah»onclla iyphi o Sahnonclia typhimurium. con resultados semejantes a los 
que se reportan en este trabajo 1673. 1.,a pecina Omp(' contiene en su secuencia, varios fragmentos 
con las características necesarias para unirse, y estabilizar moléculas de clase 1 (Kd  y 1.)(1 ) de 
acuerdo al modelo de Ealk (75). También se lia demostrado que antígenos parliCIdadOS 

solubles que ingresan a la vía exógena tic procesamiento de anugeno, después de ser degradados 
a péptidos, son regurgitados al medio y son capaces de unirse a moléculas de clase 1. 
funcionalmente VaelaS en la superficie de la r.‘élnla presentadora de antígeno. Este mecanismo, por 

medio del cual, los alltit,,enOS parliculados que entran a la vía fagoeítica pueden ser presentados 
a linfocitos 'I' CDS+. parece ser muy ineficiente en el caso de las porinas. Probablemente, la 
compacta estructura terciaria de la proteína y el hecho de que se encuentra embebida en la 
membrana bacteriana, dificulta su degradación enzimatica. Sin embargo. se ha demostrado que 
las porinas activan linfocitos 'I' COl eficienternente.l.os experimentos tendientes a evaluar la 
capacidad de generar protección de la diferentes cepas bacterianas no son concluyeines. Aunque 
la tendencia que se observa cuando se retó con 1 x 1(' bacterias parece indicar qiie existe- menor 
protección cuando se inmuniza con S:Mune/hl typiii CA/1.)W; (3 CV1)9M3111VIGI )b., las 
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