0 RN, AN B &”[

"«ZK‘\

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

PAPEL DE LA PORINA OmpC EN LA INMUNOGENICIDAD DE LA CEPA ATENUADA
Salmonella typhi CVD908
TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
"INMUNOLOGIA"

PRESENTA EL ALUMNO

MARIO ISRAEL VEGA PAREDES
Tutor: Dr. César R. Gonzalez Bonilla
MEXICO, D.F.

1996



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizé en la Unidad de Investigacion Médica en
inmunoquimica, Hospital de Especialidades "Dr. Bernardo Sepilveda” del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social, bajo la tutorfa
del Dr. César Rail Gonzilez Bonilla.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



CONTHNIDO

l. RESUNEN 4
(L. INTRODUCCION
A Geneahidades A
i Respuesta bimime en Comra de Salmaonella iy phi 0
1.3 Prateinas de Membiana Externa ¥
1. Saimonclla yphi Cowo Acaceeador Vivo doAnfizeaos, fo)
A Salmanellay (vphi CVHAON t
. PEANTEAMIENTO DD PROBEEMA i3
V.o OBIETIVOS I
V. FHPOTESES f4
VI MATERIAL Y METODOS f5
I BACTERIOLOGK QS 3
N Cepas Bacterianas s
i Cultivo de Bactenas N
1.3 Determinacion de Dosis Eetal al 0% N
i Fisayo de resistencia o Cloramfenicol 1o
2. BIOQUINHCOS T
21 Aistamicnto de Proteinas de Membrana Fxterna I
RN ANALITICOS 17
31 Blectroforests de Proteinas en geles de poliaeribamida (SLS-PAGE) 17
3.2 Inmunocleetrateanstorencia (Western Blog) 17
3.3 Fnsayo Inmunoenzinuitico on Fase Solida (BLISA) {7
34 Citometri de Flujo (FACS) 13
4. INGENIERIA GUENETICA 13
N Deeterminacion de la presencia del gene ompC por PCR 19
4.2 Cuantificacion de DNA {9
43 Deteeeion del gen par e téenica de Southern Blot 19
4 Determinacian de mRNA por RT-PCR 19
45 Deteceion de mRNA por i iéenica de Nothiern Blo 20
5. METODOS INMUNOLOGICOS X0
5.1 Lincas Celulares 20
5.2 Animales de Laboratorio 20
5.3 Oblencion de Sucro Hiperinmune de Conejo Contra

Proteina OmpC Recombinamte de Salmonell typhi, 2
54 Lisquent de lnmunizacion 2
A5 Fusayo de Proteceidn 2
8.5 Ensayo de Profiferacion 21
5.0 Ensayo de Citotoxicidud 21
VI, RESULTADOS 23
VIl DISCUSION Y CONCLUSIONES 39

IX.  REFERENCIAS 41



1. RESUMIN.

Las porinas son proteinas en la membranga externa de fas bacterias Gemn negativas quic constituyen
candles de difusion de compuestos de Dajo peso moleeulie y funcionan coma neeeptores paci
fagos. Listas proteinas son capaces de inducir inmunidad protectora contra el reto con Salmonella
typhi en ratones. Salmoncella typhi CVDY0R ¢ una cepa AaroC Awrol), auxotrofica paca
aminodcidos aromaticos 'y Salrmonclla (yphi CVDY0SQMGPOY conticne integrado en ¢l foens
aroC, ¢l gene que codifica para gp63 de Leishmania mexicana, B patron electoforético de las
proteinas de membrana externa de estas cepas es distinto, pues Safmonella typhi CVDYOS expresa
menor cantidad de OmpC. Por lo que la cepa ntada de Salmoncella (yphi CVDY0S ¢s mids
resistente al Cloramfenicol, indiee menores titulos de anticuerpos contra OmpC y respuestus
profiferativas niis pobres, Salmonella typhi CVII908 expresa en menor eantidad Ta porina OmpC
en comparacion a Satmonelly typhi CVDY0SQLMGP03. No se ha aclarado por qué al integrar en
el eromosoma un gene heterdlogo Salmonella typhi CVIYOR recupera fa expresion de OmpC pero
probablemente se deba a Ia introduccion de un promotar en la region areC, o que sugiere que
existe un vineulo regulatorio entre aroCy onypXC. Usta observacion ¢s importante pues demuestra
que al alterar el genoma baeteriano en un Jocus, pueden presentarse alleraciones inesperadas en
otros foci. Esta dilerencia lenotipica parece condicionar distinta inmunogenicidad en ambas cepas.
lo cuul debe tenerse en consideracidn en le disefio y desarollo de vacunas.



H. INTRODUCCION,
1.1 Generalidades.

Bl género Salmonella comprende mds de 2000 seratipas fos cuales se ageapan ontres espectes:
Salmoncella eholerasios (eon solo un orgagisnto), Salmonetla typhi (constituido sofo por of hactlo
de T tifoiden tunana) y Salmonelly enteritidis (3 Ta cuat pertenceen os denis serotipos), Fas
Safmoneffas se pueden elasificar a tavds de fa identifiencidn serofogica de fos antigenos de
superficie que presentan, Safmonetla cholerasivs 'y Salmonelfa (yphi son mictoorgantsmos may
aduptados al cordo y al hombre, respeetivinmente: sin embargo, ambos son eapaces de infectar al
set humino, Salmonctla enteritidis incluye serotipos adaptados y no adaptados a suhospedero,
siendo estos ultimos los causantes de fa infeccion sistémica de muchos animales y de ta diarrea
en el hombre (1), Como cjemplos de fas especies de Salmonefla adaptadas al hospedera e
puede mencionar & Sadmonelly typhimurinm gue cansa fa tifoidea del ratdn, micntias que
Salmonetly gaftinarum y  Safmonetla pofforum causa Ja tifoidea aviar. Ea el humano, las
Salmonelfas no typhi son capaces de penerar enfermedades invasivas en individuos muy jovenes
y en fos de edad avanzada, ast como en persotas inmunosupeimidas, Los portadores asintonxiticos
de Salmonella typhi son el reservorio de la fiebre tifoidea nmana, Algunas personas pueden
convertirse en portadores temporales de otros serotipos de Salmonella y son los que generalmente
ocasiotan brotes de gastroenteritis o traves de Ly contaminacion de los alimentos, por o que estas
infecciones se consideran antropozoonosis (2),

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa cansada por la ingestion ¢ invasion
wasiva de Safmonella typhi. Se caracteriza por sintomas sistémicos como ficbre, malestar general,
cefulen y dolar abdominal, Frecuentemente se presenta con exantema tansitorio, esplenomegalia
y leucopenia. Las complicaciones nuis impostantes incluyen Is hemorragia intestinal en el 2 al 8%
de los casos y fa perforacion que se presenta en el 3 al 4%, La tasa de letalidad es atrededor de
L9%; sin embargo, en los casos complicados puede ascender hasta ef 30%. Ya que este
microorganismo afectn sélo al ser humano y no hay reservorios animales, of elemento mis
importante en la cadena de transmision cs ef portador asintomdtico,

Esta enfermedad contimia siendo un problenni de satud en Jos paises en vias de desarrollo y en
algunos pafses industrializados, donde se presenta de manera endémica, Sin embargo, atin en los
pitfses con buena infracstructura sanitaria s¢ pueden presentar brotes (3). Se estiman al rededor
de 16 millones de casos anuales en ¢l mundo, que causan mas de 600,000 muertes (4). L
incidencia en Africa y Asia ¢s de 500 casos/100,000 habitantes, En I region de las Américas
alrededor de 1990, se presentaron 89,591 casos aproximadamente, que representan nna incidencia
de 20.8 casos/100,000 habitantes; la incidencia a llegado a ser hasta de 150 c¢asos/100,000
habitantes en Chile. En México se reportaron 11,078 casos en 1987, con una tasa de 13.64
casos/100,000 habitantes. Fl grupo de edad mds afectado por la enfermedad es el de los 15 a 44
aios, donde se presentan aproximadamente ¢l 58.62% de Tos casos, lo cual representa mds de
500,000 dias Iaborales perdidos. Hasta In semana 34 de 1996 se habian reportado ese aito 4,351
casos, que comparados con 3,280 del afto anierior, representan un incremento del 32% (9).
Aunque s¢ ha deserito que Salmonella iyphi cn todo of mundo constituye nna sofa clona eon muy
poea divergencia intracspecie (6,7) y algunos ¢studios muestran poea carrelacion entre fas
caracteristicns genotipicas y fa severidad de la enfermedad (8,9). otos autores sugieren que
algunas diferencias genotipicas si pueden estir asociadas a la viralencia de algunas cepas (10),



Salmonella typhi es un bacilo ao esporulado pedtenecicnte a al Tl Latcrobacteriaceae, tribu
Salmonella y especie fyphic pranenegativo, movil, mide de 2o 3 pm, es citodilico, anacrobio
Tacultativo, ntracelular, formenta Ta plucosa con producerdn de acido, es factosa y siacarosy
pegativos. Tiene una estructora antigénica de superficie qae incloye al antigeno H o flagetar y ¢
antigeno samitico O que conticne carbohidiatos espeeificos wiles en saidentificacion seroldgica:
de acuerdo a I clasiticacion de Kanfiman-White, Salmonclla 1yplii perteneee al gropo Dy
camparte con ks diferentes especies de ese gropo los antigenos somdticos 012 fos flagelos
conticnen ¢f antigeno d y en la superficie se eneuentra et antigeno Vi, ol eual forma paete de fa
membraa externa y es indicador de virulencia,

Salmonella typhi perctra al organismo a través de fa boea, se multiplica ripidamente en el
infestino delgado, penetraa al membrana basal intestinal sin causar dano importante en los tejidos,
es fagacitada por maerdfapos y transportada o fos panglios linfiticos regionales donde se
multiplica activamente. tiene una fase de bacteremia, se distribuye en el sistema fagocitico
mononuclear, donde se reproduce y ¢s Tiberada nuevamente al sisicnia ewreulatario,

11.2 Respuesta Inmune en contra de Salmonella (yphi.

Salmonella typhi no afecta de manera natueal al raton, poro la infeccion par Salmonella
typhimurium tiene en este ammal ma patogenti semejante a fa febre tfoidea en el humano, y
por tanto se ha utilizado como modelo para estudiac Ias interaceiones de la bacteria con ¢l
hospederv. Utilizando ofros modelos, como la inoculacién inraperitoneal de Salmonella typhi
mezelada con mucing, ¢s posible infectar macrdfagos murinos (1),

La respuestit inmune que se genera en contra de Salmonedla ha sido estudiada en los ratones. tanto
resistentes como  suseeptibfes a fa infeccion por Salmonella typhinmeim (12,13,14). Los
ratones que expresan el afelo ity pueden sobrevivir a las primeras fases de la salmonelasis,
mientras que los ratones susceptibles (ity') son inenpaces de controlar la maltiplicacion temprana
de Salmonella dentro de los macréfagos y mucren rdpidamente por la enfermedad (15,16).
Bl focus Ny, que se ha identificado ambicn como Lsh o Beg, se localiza en ¢l cromosoma 1y
codifica para la proteina Nrampl (12}, Se trata de noa proteina transmembranal que interviene en
el transporte de intermediarios del NO hacia los fagolisosomas (17). Lsta proteina juega un
papel muy importante en el control de fa infeccidn temprana por mictoorganismaos intracelulares
como Leishmania, pues los ratones mutantes Nrampl” controlan fo infeccion tardfa, sugiriendo
que Nrampl pertenicee s mecanismos citotdxicos independientes a los que presentan los
muacrdfagos activados (17). Eu las cepas de ratones susceptibles (BALB\e) o la infeccion por
leishmania los macrdfagos no se activan eficientemente y probablemeiite no producen cantidades
suficientes de 112, impidiendo ta diferenciacion de linfocitos CD4* hacia el linaje Thl.

L bacteria ocasiona un praceso inflamatorio, en los ganglios linfdticos. bazo ¢ higado, con muy
escasn cnntidad de polimorfonoeleares y gran acumulacion de mononueleares, en el interior de los
cuales es capaz de proliferar. Aunque la fisiopatologia del pudecimicnto no esti totalmente
eselarecida, se sabe que gran parie de las manifestaciones clinicas es provocada por L liberacion
de endotoxing; entre otros cfeetos se ha comprobado qne induce ficbie, hipettension arterial,
teucopenia y estimulacion policlonal de linfocitos B (18).

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversas fraceiones antigénicas, las cuales no
neeesariamente correlacionan con ¢l desarrollo de proteccion contra las recaidas o weinfeceidnes,
4 exeepcion de algunos estudias que sugieren que fos anticuerpos contra el antigeno H son in
indicador de vesistencia a la ficbre tifoidea (19).

Se ha deserito que Tos anticuerpos sceretorios (IgA) impiden la adherencia de Salmouclla typhi
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a fa pared intestinal; sin embargo. sélo son protectores ante inoculos pequenos de fas bacterias,
Fremte @ la gran invasion por prandes cmtidacddes de Salmonella typli; Tos mecanisimos de
inmunidad celutar, fundamentabmente Ia activacion de macrdtagos. son indispensables paea ¢l
controf de L infeceion (20).

En et easo de la respresta mediada por eélofas, se ha estadiado Ja participacion de b diferentes
poblitciones de linfocitos 1 ofy (CDFy CD8') y v 8 asi como de oy Factores solubles que estas
producen y L influcncia de estos factores en laactividid microbicida del sacrofago. Loy
linfocitos T off CD4' participan en Ta activacion de los macrdfagos, eo fa estimulacion para k)
produceion de anticuerpos y en a induecion de hipersensibilidid retardada observada en Jos
animales infectados con Salmonella (21 ,22),

L L basqueda de Tos antigenos involucrados en {2 respuesta inmune contra Salmonetla typhi se
han analizado algonos de los componentes de la membrana externa como fos son ¢l
lipopalisaciricdo (1.PS) y Jas porinas, En ¢l caso de Safmonetla typhimurinm se ha reportado que
una mezela de proteipas de la membrana externa (PME), o bien con porinas purificadus, son
capaces de inducir up estado protector en los ratones (23.24). Bl LPS induee proteccion
mediante el desarrollo de una respuesta de anticuerpos y aumentando Ia respuesta celutar divigida
conlra las porinas (25). La inoculacion de porinas de Salmoncelfn typhimurinm, cp ¢l cojinete
plantar de ratones inmunizados con dosis subletales de fa misma bacteria, son capaces de generar
una reaceidn de hipersensibilidad retardada (DTH) (26), Ta cwd se considera yna manifestacion
m vivo de fa inmunidad celular, Algimos autores consideran quc hay una corrclacion directa entre
inmunidad protectora y el desarrolio de la DTH, sin embargo, en otros trabajos se ha encontrado
que no en todos los casos hay correlacidn entre estos dos fendmenos, ¢ inclusive se ha reportado
que hay proteccién en ausencia de DT (27),

Por otro lado en humanos ¢l LPS y las porinas inducen la produceidn de Factor de Negrosis
Tumoral alfa (TNF-ox), Interleneina-1a (1-Teo) ¢ -6 por monocitos, ¢ H.-4 ¢ interferdn gamma
(INF-y), de manera dosis dependiente. por linfocitos (28).

Tanto lag PME de Salmonella 1ypli (29), tas porinas puriticadas (30), asi como Iz OmpC
recombinante (31), inducen proteceion en tatones al reto con Salmonella typhi. Uin la proteccion
ohservada participa {a respuesta de anficuerpos, ya que ¢l suero hiperinmune de conejo anti-PMIZ
protege pasivamente a ratones (29), al igual que Jos anticuierpos monoclonales anti-porinas (32),
mientras que los anticuerpos monoclonales anti-1.PS no tienen pingin cfecto (33). En o
humano se ha encontrado que los pacientes convalecientes de ficbre tifoldea producen 1pG contra
las porinas de Salmonella typhi ¢34). Por otro lado, las porinas también inducen innumidad
mediada por células, ya que activan espeeificamente linfocitos T en humanos y ratonces
(35,36) y promueven la activaciin de macréfagos. Debido a resuliados mencionados,  se
considera que las porinas de Salmonella typhi son antigenos gque pudicran formar pavte de una
vacuna un contra fa tifoidea.

Iin refacidn a fa respuesty inmune contra Salmonella typhi, sc pucde concluir que para ¢l control
de la infeccidn es necesario un electo sinérgico entre fa actividad del macrofago, 1os anlicuerpos
y los linfocitos T. Sin embargo, todavia no s¢ ha aclarado completamente ¢l papel gue jiregan
cada uno de los componentes de la respuesta celular en la infeecion cansada por Salmonella typhi;
aunque fa funcidn de los finfocitos ‘T CD8* es ¢l menos chiro, es evidente que estas células
participan en ¢l control de infecciones por microorganismos intracelilares como es ¢l caso de
Listeria, Mycobacterium, Chlamidia y Bracella (37).



1.3 Proteinas de Membrana Fxtema (PMI).

Al menos La mitad de Tamasa de fy membrana externa son proteinas, Las protemas constituyentes
de fa membrana externa son proteinas porinicas y 1o porinicas. Fas porinas ticoen un peso
molecular de 31 o 42 Kda, su composicion de aminaicidos proporciona nna mioderada
hidrofobicidad y un indice de polavidad del 159, tienen un pmno isodleetrico de 4.5-4.6 (38).
Reciben el nombre de porinas porgue se arreglin ey trimeros que forman poros o canales que
permiten la entrada pasiva inespeeitica de pequeias moléenlas hidrofificas a vavds de I
membrang externa Figura B (393, Las porinas identificadas tanto ¢en Liseherichia coli ¢n
Salmonella typhimurivm son OmpC, Ompl'y Phoe: micntas que Ompl al paiceer es exefusiva
de Salmonelly typhinnminm. Fstas proteinas son mny semejantes entre <1y tan sofo difieren en
su seleetividad y afinidad por grupos idnicos. Las estruchiras de Tas porings presentan una gran
estabilidad en presencia de deterentes como fas sales biliares y el SDS, y son allamente
resistertes a la aceidn de algunas proteasas (38).

Dentro de la familia de porinas de los géneros Ischerichiay  Salmionetla, las mas estdiadas son
Ompl y Pholi de Escherichia col, pero debido a su gran homologia (mids del 60%), se considera
que la estruetura de fas otras porinas es muy similur, Estdu formadas por tres mondmeros idénticos
de forma cilindrica semcjonte @ un barril (Figura A, La enirada del poro se encoentra delimitada
por fargas prolongaciones del cilindro que restringen su acceso ab inclinarse hacia ¢l centro del
canmal. A la mitad de la altira, ef didmetro del poro se reduce por ¢l doblamiento de una de sus
paredes facia el interior, Bsta zona de restricein determing el paso de fas molécntas de diferente
tamaiio y polaridad. Il poro s¢ vuelve a abrir y conserva sus dimensiones hasta ¢l otro extreno,
el cual desemboea en ef espacio peripldsmico de la bacteria (40).
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B monamero de ks porinas cu o polipeptido de 330 weadaos en promedios FLos eniudios
cristalogrifices nues weetentes reahizados en Cmipls y Phobis conresoticion de 20 Ay 5004
respectivamente, muoestran gie By mtidad estrictmad o an bandb [ forado por 16
hojus anti-paralelas entazadas e sus exenios por iorquitlas vopor B s conalgunis o
hidtiees intercatadas, Breitindro se forma ab eorrare Ly estructuras de Pde mancr prondo-cielica,
mcdiite un enlive ionico enie el catremio carboito de By hapn ooy el extemn o de
hoja f- 1380 Encel centro det barid e fornw uncanal inelinado con respecta al eic fongitadinal.
La entrada del poro caki restringida por Bes st Tivgas y dispareas que se extienden hacia ¢l
centro- senerado un diametro de FEoA o B A Fa salidas del poroab espacio pesiplaamico. cn
cambio, tiene dimensiones de FYN 220 A v estd definida por Brs vireltas (B mayor numero de
madificaciones et seenenein protdica vitre iy ot poring se oilizn e estas asis y por
fnto sor estas fas responsablos de i difereneia ca el wmano de enieada delos poros 1380,

[as porinas se encoentran on o superficie de Ta bacteria en v camidad relativamente clevada,
Chasta 107 copias por eélulad, por to qoe constitiyen ana de Tas protemas nus abundantos ei
bacteria en érminas de masa: pueden presentar haskon 250 de Taprotema total de e eclula €385,
Hasta of momento fas poritas mas estudiadas on tas de Fseherichia colicy Safmonetfa
typhimurigm, y sus principales caracteristicas s muestran enfa Tabla 1

Fas condiciones de erecimicento. como T actividad osmaticity ko temperatra, ieguban i espresion
de Tas porinas, Fooun medio de enltivo comun (e contengat fuentes de Carbono y Nitrdgeno.
Bctores de creeimiento y sates minerales) solo Gmpls OmpCy Ompld so produeen: Phot:
fnicamente se expresi hajo condiciones de eseisez de fosfatos. L expresion de Ompl? se veprie
por ka temperatura y Ta osmolaridad clevadas: por To gque algumas cepas pricticamente no sintetizan
estr proteina o 37°C y en preseacia de aproximadamente 0.9% de NaCL Por ¢l conprario,
expresion de OmpC. se ve favoreeida con niveles elevados de sales (38),

OmpC y Ompl son proteinas muy semejantes funcional y estrucinralmente: sus poros: tienen
famanos de exchusion similares iMg= 600 dal, y didmetros que vavian enfre 1.0y 1.3 nm Lse
eree que estas dos proteimas y o porina Pholé evolucionaron de una proteina ancestral comin, ya
gue las seeuencias protdicas conticnen wn 63% de aminadeidos idénticos y que esta hamologia
se ierementa hast un 86% en el extremo carboxilo de ambas proteinas <D, Al realizar
estudios in vitroen los que se recanstithyen las porinas co membranas fipidicas, se ha demostrado
e Jas porinas de Escherichia coli son permeables o tisaciiridos y wetrapéptidos: lo cual implica
que permiten ¢l paso de nutrientes y iones a travds de i membeana externa de la bacteria,
Adenuts, fumedicion de ta conductanein en estas membranas, ha permitido calealar ¢l didmetro
de las poros (42). No hay informacion gue muesire fa

especiticidad del poro hacia los solutos: sino que aparentemente son las - peopicdades
fisicoquisicas de los solutos fas que determinan su velocidad de difusion o traves de faporini
siendo tas principales b ramanio, fa carga cléeiricn y Ta hidrofobicidad del soluto (33).
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Fas porimas son capaces demnduetr nnmomidad activie cosdones contra el relo de 300-DE L, (30)
yogue e sucro hiperinmune deconeio contra PMED induce proteceion pasivie yoes capaz de
reconoeer al grupo de B porinas 1299, Las protemas portuicas do Esclicrichin coli y Safmonctt
(yphi asta abors conocidas sons OaipB, OmpC - OmpD v tas proteinas Ompld, NmpA, Nmpls.
NmpC y LamB. Bl gene gue codifica para OmpC de Selmonella tvphi ya fue aislado y
seeucheiado 34, ta porion OmpSt de Safmonetla tvphic que se logro identificar
utilizando como sonda ot secuencrin de Ompl de fischerichia cofi. es mas grande que OmpCy
Ompl’ pues tiene S KDa, vy ose eapresi o tan baja coneentiaeion que no os visible en
clectroforesis en acritamida (45).Las protemias no portnieas comprenden o fa proteing OmpA,
faprotetna ay fa tipoproteina. EE peso moleentar de fa OmpA es adrededor de 33 KDae Afpanas
evidencias sogicren gue actan como u reeeptor de bacterioci y ademds jucga un papel
importante ¢n ol manteniniento de la morfologi celufar y en ha integridad de la memibrana
externa, posiblemente por sus inferacciones con fas peptidoglicanas. By sensible u fas proteasas.
Fa funcidn de fa profeina a constitnye i misierio. algonas ovidencias sugicren que ¢s
probablemente una proteasa, La lipoprofeinag os un palipéptido gque contribuye a ta estabitizacion
de faarquitectura del complejo membama-peptidaglican,

LA Salmonclla como acarrcador vivo de antigenos.

Las cepas atenuadas de Salmonella, que aewean determinanios aatigdnicos de ofros organismos,
son de grninterds como atternativa en ¢l desaroto de vacauas, pues e administracion orat de
Salmonclla viva puede inducir respuesta e searcton, himnoral y wiediada por céhidas conirm
Salmonellay comdra fos intigenos que acarea v, conseeueitcimente, conforir proteecidn en modelos
animales. Sin embargo, parva gue estas cepas aienadas de Salmonella pucdan ser capleadas como
acarreadores, se deben ntroduetr genes torancos que produzean de manera csiable la proteing
recombinante, nsualmente se atifizan phismidos que conficren resistencia a autibicticos, facititin
sitidentificacion y permiten b reteneian det plisnvido pov b bacteria, Ajmgue estos plismidos se
reticnen de manera adecvada i vitro, son iy inestables in vivo aun cuando ta bacteria se
encuentrit bajo fa presion seleetivy deb antibidtico. Pava resolver este problema se ha utitizade fa
integracion del gone forineo ol cromosoma do b copa scarreadon i),

i)



L5 Salmonclla typhi CVDYOY.

oy

S. typhi CVDYOS s una cepa derivada de 5. gyphi Ty2. En esta eepa se inactivaron pos
recombinacion homdloga lfos genes ank y aol) wilizando plismidos suicidus, stos genes
codifican das enzimas que infervicnen ¢n la biosintesis de aminodcidos aronmdticos y por tanto,
es auxotréfica para estos compuestos (F7) (Figor B). Fat cepa es ineapatz deeplicarse en los

Figura B

VIA METABOLICA DE LA BIOSINTESIS AROMATICA
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tejidas de tos mamiteros porque en cllos no encuentra fos metabolitos neeesarios para fa via
biosintética de compuestos aronuiticos, Esta cepa fue bien wolerada cn voluntarios humanos sanos
a dosis orakes altas y estimudo respuesta inmune de fipo sistémicn y de mucosas (48), 5. 1yphi
CVDOUS ha sido wilizada como acarreador en varios sistemias experimentales, Una eepa gue
exprest gpl 20 de HIV-1 Tue capaz de evocar anticucrpos contra cb virus al ser administrada a
catones BALB/e (49). Se a logrado que 8. typhi CVDY0S exprose de manera simultines fos
factores de colonizacion CEAA y CS3 de Escherichia coli enterotoxigénien (50). S, 1yphi
CVDYOS fue empleada como acarreador de fa proteiva eirennsporozoitica (CSP) de Plasmadinm
faleiparom. 1.a administacion orad de este candidato a vaenna en voluntarios hunrnos, dio como
resultado una respucsta de anticuerpos a fa CSPy, mas impoctantemente, en algunos voluntarios
se identificaron linfocitos 1 citotdxicos dirigidas contra fa CSP (51).
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HL PLANTEAMIENTO DEL PROBLIEMA

Salmonctla typhi CVDYOS o5 una cepa auxotrdlica atenuada, que se obtuvo mediante ingenieria
pendtica, realizando deleciones enlos foei anoCy arol), s partir de Salmonctla iyphi Ty 2, lo cual
la inhabilitar paca sintetizae aminodeidos aromticos.

EI patron electrofordtico de los extractos proteicos erudos de Safmonella (yphi CVDYOR son
diferentes a los de Sulmoncella (yphi Ty, In condiciones nsuales de cultivo Salmonella typhi
CVDY08 careee de la banda que pudiera corresponder a OmpC. Existen diversos motivos que
pueden explicar la falta de deteeeion de esta proteina, Debido a que esta cepa se obtuvo mediante
métodos de ingenieria genética, que implican recombinacion homdloga en ¢l cromosoma, se pudo
haber causado ina delecidn inesperada en el gene om0 bien, os probable que se produzea
anormalmente ¢l RNA mensajero de esta proteina en Salmonella typhi CVDY0S. Otra pasibilidad,
es que la alteracion en las vias biosindéticas de los aminodeidos aromaticos mfluya de manera
indirecta en ¢l grado de expresion de la proteina OmpC, por un mecanismo regulatorio win no
descrito,

Independicntemente de fa identidad de la proteina gue no se observa en ¢l paton etectoforético
de Sulmonella (yphi CVDO0S, es posible que esta dilerencia fenotipica contribuya al distinto
comportamiento bioldgico de ambas cepas, Considerando que OmpC tiene un papel importante
en hainduccion de mmunidad protectora, ¢l hecho de que Safmonetia ryphi CVDYOS exprese de
manera deficiente esta proeina, bijo determinadas condiciones de cultivo, ofrece 1a oportunidad
de confirmar su papel en la respuesta immune que induee fa infeceion por Safmonella typhi,



IV, OBJETIVOS
JGenerales:

Identificar fa proteina que no se observa en patrén eleetroforético de Salmonelly (yphi CVDYOS.
Determinar st la diferencia fenatipica entre Salmonella typhi Ty, Sahnonetla fyphi CVDYOS y
Salmonclla typhi CVDIOSQMGP63 se asocian con distintas propicdides bioldgicis.

Particulares.

1. Caracterizar ¢l patrdn de proteinas de membrana externa de Salmoneila typhi CY1D90S5,

2.~ Establecer st Salmonella typhi CVDY0S contiene alguna watacion en el focas omyXC,

3. Determinar si Safmonella typhi CVDY0S produce RNA mensujero det pene omypC.

4,- Comparar ln proteccion que genera Safmonella typhi CVD08 en cf modeto murino en
relacion con otras cepas de Salmonefla (yphi que expresan normalmente OmpC,

V. HIPOTESIS

La inmunizacion de ratones cou la Salmonella typhi Ty2 genera mayor proteceion al rcto con
Salmonella (yphi'Ty2, comparado con los tatones inmunizados con Salmauchia (yphi CVDYOS,
ya que esta 1iltima tiene una baja expresion de la proteing OmpC y esta es un antigeno
inmunodominante en Ja respuesta conten Salmonell (yphi,

1



VI MATERIAL Y METODOS
1. Bacterioldpivos.

1.1 Cepas bacterianas.

Salmonella typhi Ty2 de L coleecion de Ty Unidad de nvestigacion Médiea en Inmunoguimica
(UIMI).

Salmonella typhi CVDY08. Mutante AaroC Aarol? (47) (donada por ¢l Dr. Myron Levine, Center
for Viccine Developmeal, Universidad de Maryland, Baltimore, USA) .

Salmanella typhi CVDY0SQMGP63. Contiene infegrado en ¢l Jocus aroC’ el gene que codificn
para la GP63 de Leishmania mexicana (52) (construida en Ja UIMI),

Escherichia coli U11302, Cepa mutante deficiente en porinas (53) tdonada por el Dr. Henning,
)

Se realizo la earacterizacion bioquimica de todas tas eepas en ¢ tnstituto Nacional de Diagndstico
y Referencia Epidemiolagicos. S5A.

1.2 Cultivo de Bacterias.

Las cepas bacteriunas se erecieron en medio de Infusion Cerebro Corazdn (BHI) (BIOXON)
durante toda Iy noche y se realizd una resiembra al dfa siguiente sustitoyendo ¢f medio anterior
por medio nuevo, a 37°C con agitacion coustante en un Environ-Shaker (Lab-Line). Las cepas s¢
crecicron hasta lograr una fase logaritmica.

1.3 Determinacion de la dosis letal al 50% (L),

El cultivo bacteriano de Salmonella typhi Ty2, fue cosechado en la fase de erecimiento
togaritimico se ajusto a na coneertracién de 107 bacterias/mi (0.6 de D.O a 540 nm) y partir de
esta suspension, empleando para etlo un factor de dilucion constante, se prepararon las siguientes
concentraciones: 2x10°4x10° 8x10% 1.6x10% 3.2x10% y 6.4x10* bacterins/m], 0.5 ml de las bacterias
resuspendidas en mucina (muocina gdstrica de cerdo al 5% en solucion salina estéril) se inocularon
por via intraperitonenl (1.p) a grupos de 5 ratones BALB/c de 18 a 20 g de peso. Como grupo
testigo se emplearon ratones inyectados con 0.5 ml de mucina. Para Salmonella (yphi Ty2 se
registrd L sobrevivencia tres dias después de la administracion del indeulo bacteriano.

La DLs, se determind de acuerdo al método de Reed y Muench (54), segin fa siguiente
(Brmula:

Log DL 5= Log dil (50% - D.P) X Log factor de dilucién



¢n donde:

fa poblacion.

50% - <B0%

Distancia Proporcional = — :
~>50% - «<h0%

50%== ditucion de Ta concentracion que mata al 5045 de fa poblacion.

<830%= dilucion inmediata inferior a fa dilucion que mata al 50% de ta poblacidn,
>30%= dilucion inmediata superior a la dilucion que mata al 50% de fa poblacién.

1.4 Ensayo de resistencia a cloramfenicol

Se determind T resistencin a cloramienicol de fas cepas  Sulmonctla (yphi 'U'y2, CVIDY0S,
CVDROSQMGP6O3, de acucrdo al método deserito por Toro (55). Brevemente, s¢ crecieron las
diferentes cepas bacterianas en miedio BUI en matraces pefelométricos con un inoculo de 100p]
de un cultivo que contenfa 1X10%ml baeterias, adicionandoles una coneentracién de cloramfenicol
(Sigma) de 40ug por ml. Las lecturas se hicieron cada 100 min hasta los 500 min en wn
espectrofotometro a una longitud de 600 nm,

2. Bioquimicos.
2.1 Aislamiento de protefnas de membrana externa.

Se realizd de acuerdo al método deserito por Schnaitman (56) y modificado en Ia UIMI (29).
Cada una de las cepas bacterianas se indeulo a partir de placas que contenian medio BHI agar,
¢l indewlo se deposité en tubos de pliistico que contenian 40 ml de medio liquido de BHI y se
crecieron par 6 hrs a 37°C en agitacion (1,500rpm) y se cosecharon de Ia siguiente manera: s¢
centrifugaron a 6,000 tpm por 15 min a 4°C en una centrifuga Sorvall RCSB Plus (Sorvall
[nstruments Du Pont), el sobrenadante se desechd. Se lavaron las pastillas dos veees con PBS
estéril pH 7.7, centrifugando bajo las mismas condiciones, Posteriormente, las pastillas se
resuspendieron en una solucién amortiguadora de Hepes 10mM pll 7.7, ajustando la densidad
dptica entre Iy 1.5 a 660nm (espeetrofotdmetroy Beekman DU-640). Se hicieron alicnotas de 80
ml y se someticron a la prensa French o a sonieacion (Sonicator Ultrasonic Procesor X1,
MISONIX) a 180 W (190 db), con ciclos de dos min, hasta alcanzar una densidad optica de 0.4
a 660 nm, sicmpre se sonied en badlo de hielo. Las bacterias intactas e eliminaron por
centrifugacion a 6,000 rpm durante 15 min a 4°C, Il sobeenadante que contenia las membranas
celulares y ¢l citasol, se traid con DNAsa y RNAsa (Sigma) 25 ug/ml, adicionando una gota de
MgCl, por cada 10 ml, encubando a 37°C durante 45 miu.

Se colectaron las membranas eelulares por ultracentrifugacién a 45,000 ypm durante 45 min a 5°C
(Ultracentrifuga Sorvall Pro 80 D Pont) para sedimentar fa envoltura celular; Ia pastilla resuitante
s resuspendid en Hepes 10mM pH 74 volviéndose a ultracentrifugar bajo las mismas
condiciones. La envoltum eclular contenida en la pastilla se resuspendio en una solueion
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amortiguadora de Tritdn X100 a) 25 oo bepes HmM b 7.0 Con e propasito de sotubilizay
y climime T membrons citoplismatica se contiifogd o 15000 rpm dusanie 45 min u 3°C. 1
pastilla resuttante se solubitizo i nna soloedn de “Friton X100 ab 2% en Tris S0mM EDTA
SmM pH 7.8 y se encubd a 37°C . De esta Torma b sobrenadanie contenia prineipabimere i fas
PMEL Lacuantificacion de PMIE: se realizo inediante T icenica de "BOA-Protein Assay Rengent”
(PIERCEY (S

3. Analiticos.
3.1 Eleetrofordsis de proteinas en peles de poliacritamida (SDS-PAGE),

La SDS-PAGE de tas PME y extracto eruda de cadi una de s diferentes cepas se realizd en una
unidad electroforéici para geles verticales en placc LB fostroments) en condiciones reductosas
y sistem de amortiguadores discontingos, de aenerdo ol método de Lacmmbi (58). Como
amortiguador de muestra se uso Tris 0,125 M pH 6.8, gue contenia SIS o) 29 fi-mercaptoctanol
al 5%, phicerot al 10% y azul de bromofenol al 0.005%. EI pel superior contenta 2.5% de
acrifamida, 0.13% de bisacrilamida. 0.1% de SDS en amartiguador de Tris-HCHO125 M pt6.8.
Bl pel separador comtenia 12% de acrilamida, 259 de bisaerifamida, 0.19% de SDS en
amortiguador de Tris-1el 0.35 M pH 8.8, Las bacterias se ajustanon especirofotométicamente a
EX10%mi. Eas anestras se resuspendicron ensmortignador de muestes (Tvis 0,125 M pH 8.8, 5DS
al 2%, B-mercaptoctanod al 5%, ghicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,003% ), las muestras
s¢ hirvieron por 10 min, Bl corrimiento eleciroforético se Hevo a cabo durante aproximadamerte
§ hrs empleando 5 view?, y como amortipiador de corrimiento Tris 0.025 M, plicina 0,195 M,
SDS al 0.1%, pH 8.3, Posteriormente, tos geles se tificron duvante 1 hr en una solucion de azul
de Coomasie R-250 a} 0.25% en metanol-deido acélico-agui (45:10:45). Se destineron empleando
umi solucion de metanol-deido aeético-agua (5:10:85) hasta que ¢f fondo del gel fue transpareie.

3.2 lnmunoelectrotransfereneia ("Westem blot").

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron trassieridas a membranas de nitrocetulosa de
045 p (Micron Hybond-C de Amersham), cin una unidad de transferencia eleetronicn (LK 2005
TRANSPHOR) por 3 brs a 0.5 A de acuerdo al método de Towbin (59). Posterior a ¢sto el
papel de nitrocelulosi se blogued por | hir con PBS-leche al 5%, y después se Tavé tres veces con
PBS y otras fres veees con PBS-Tween 20 al 0.1% y se puso en contacto con un anticuerpo
monoclonal contra la porina OmpC de Salmonella typhi60) (donado por el Dr. Felipe Cabello,
New York Medical College, Vathalla, NY, USA) . El anticuerpo se empled en una dilucidn
11000 en PBS-leche al 5% durante 1 he a 37°C y se procedid o lavar en las mismas condiciones
que se¢ menciodan arriba y se adiciond el segundo anticuerpo revelador que fue wn anticucrpo de
cabsa contra 1gG de ratdn conjugado a peroxidasa (Sigma) dituido 1:1000 durante 45 min, La
reaceion se reveld con o 4-Cloro naftol-14,0,,. Todo esto se realizd a una temperatara de 37°C.

3.3 Ensayo inmunocnzimdtico cn fase sélida (HLISA).

se realizé de acuerdo al método de Engvall (61), Se tecubricron placas i microtitulacion con
[5 pg de un prateing OmpC recombinmte, para o cual se sesuspendio en amortiguador de
carbonatos pH 9.5,y se eneubd por 2 s a 37 °C y posteriormente se dejaron toda fa noche a 4
°C. Pary bloguenr s¢ adicionaron 100 pifpozo de una solucion de PES-leche al 5%, por | hr. Se
le adiciond el primer anticnerpo, que consistio en ¢l suero de Jos grupos de vatones inmunizados
de acuerdo ul esquema anterionnente mencionado. Los sueros se emplearon diluidos 1:200 en
PBS-feche 5%. Se incubo fa placa a 37 °C por 2 s, y se adiciond ef segundo mticuerpo que fue
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un conjugado ot de mdn difuido P00y 0 ineebs L ohies e owdivione come bt o
fenilendiaming 1O, dome stock de dog 2l para prepanac ke mescka e ciapleo amoriiadon
do citratos de plU 30, s detove B veaeaidne o bos 10 min deineabsean adictonanda SOl pos
poze do SO S midid ta absorbanci s 1020 s Eoire cade pase o neadizaron  Levades von

m mmeveba do PHRS-Tyeeen 20 ol G

34 Citometria de Flujo (FACS)

Lo prosenvia de B proteina OmpC en b soporficie de Salmonella (ypled OOy Salvioweily
pephi Ty se detesming por imniotioreseeneia indirect cipleando wn suero fiperinmne de
congjo inmunizado con OmpC recombinante y un anticnerpo monocional vontre: Ompl” e
Salmonetla 1typhi (60), Como scgmdo anticuerpo e empled e apticnerpo de cabra ami-eG de
rign o concjo conjugado a dsotiocianato de floreseema, aintensidad de flhaoreseencia se
determing en un citometro de fhajo FACSean (Becton Dichinson. Momntain View. €A
analizandu 10 bactesias de cada una de fas mnesias,

4. Ingenieria Genética
La manipulacin de DNA se pealiza doescucrdo a fas recomendaciones di sambrook (G2).

A1, Determinacion de fa Presencia del pene de QmpC por PCR.

Se purificed DNA gendwmivo de Sahmonclia (yphi 7y CVDHI0S y CVDYOSQMEGPO3. e ¢l
método de Frankel (631 y procedio a amplificar por la reaccion i cudena de fapolimerasi
(PCRYGAY of pene ompC. wtihzando  comoinickdores o “primers” dos signientes
oligonucledtidos: (721 3'CGG GAA GCT TAG GAG TAN TTA AAA TGG ATA TCG TCG
AAA TTT ATA ATA AAG ACG GCA ACA AA X y (T4 S°CGG GGG ATC CTTAGA AT
CGA ACT GGT AAA CCA GAC CCA G 3, Empleando como control of plismido pSTLH3. La
amplificacion se sealizd ey tanocichdar Robouyeler, Statagene), bajo Tas siguienies
condiciones:

REACTIVO CONCENTRACION
DNA cromosomal de Sahmonella typhi 0.1 pp

"primers” S0 pg

Mezela de dNTP 0.2 mM

MgCl, RETHY

Tag DNA polimerisa LS b

Amortiguador de reaceion 105 1)l

Agua inyectable ¢.b.p. 100
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4.2 Camtificacion de DINAL

FLDNA se cuandificd en ol espeetrefutometro 1 260 mn. Ly mnestras se difuyoron BT enapon
inyectable, Las concentraciones de DNA e etermimmon mediante i sigaenic formd:
Cone, de DNA = 30 pup/mt N factor de dif X 10 a 200 nm

n

4.3 Deteceion del gene por fa téenica de "Souther blot™,
La hibridacion de DNA gendmico con una sonda de DNA plasmidico se realizd de acverdo o
método deserito por Southern (651 Se digivicron 10 g de DNA cromosonid puriticado @ patir
de Salmoncla typhi Ty, CVDO0S y CVDIOSQMGRO3 foda ta noche con Rpal y se corrio i
aelde agarosa al 194 conteniendo bromro de ctidio 19,5 pp/mby en TAE INCEL gpof se sumergis
cn .\,oiucmn desnaturddizante de DNA por 43 min (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 Ny, con agitacion
constante, Se tava el gel con agua desionizada y Tuego se neutralizd, con solucion de favado (Tris
IM pH 740 NaCl LS M) por 30 min o temperatura ambicnte, s repitic fa operacion por 135 min.
Se twansivid of DNA 1w membama de nitoceludosa por capilaridad empleando - como
amortiguador de rnsferencia una soticion de JOX SSC. Se bava el papel con i sohicion 10N
de SSC. La membrana de nitrocelulosa eon el DNA fue expuesta en un entreeruzador (Stratugene
UV, Steatadinker™, 1800). La hibridacion se reatizd colocando fa membrana en solucion de
hibridacion (SSPE N . DENHARDT 10%, SDS 20%), y L sonda sadivactiva previamente
dun uratizada (fragmento 0.8 Kb Kpad-Kpal del plismido pST13) encubando toda a noche o
8 p()s!unumum se kv la membrana 3 veees durante 13 min a 68 C con amadiguador de
|d\’.\d(,\ SDS 0.1 %, SSC 0 X)), v se expuso en v pelicuts (Kodaky dorante 24 s,

4.4 Deteecion de RNA mensajero por RT-PCR.
5S¢ L\lt.uu RNA acnerdo al mumlu deserito por Chomezynshi (60). Una aticuota de 200 pb de
suspension bacteriana ( X108 hacterias/ml) se dituyd en 200 pt de TREz20™ (GIBCO BRI (:D
(Isatiocianato de guanidinio) se mezeld ¢ encubd a temperatura ambicente 5 avinutos, S dgregon
40 it de clovoformao 200 pb por cada ml de TREOI™ wilizado), se mezeld vigorosainente pos
15 segundos. Se encubd 3 minutos @ temperahus ambiente y se Lumllu“umn fas muestias o
HO.000 sg durante 15 mintos a4 °C. Se transtinid e fase acuosa o un wbo 1 pmudmi HIevo y
5¢ mlluunmon 100 @l de isopropanol (300pt por ml de TRIzol™ wtifizado). S¢ mezeld
vigorosamente por 10 sepundos y se eneubd 10 minntos a temperatura mbicnte. Se cenfrifugiron
h\, muestas a 10,000 sy por 10 minutos a 4"C. Se eliming el sobrenadante y la p.mu(h se Javo
con 200 pb de etamol al 73% ¢ 1 ml de ctanol por cada mb de TREzot™ itizado. Sc wezeld
vigorosamente por 10 segimdos y se centrifugd a 7,000 xg por ciico minutos a 4 L Se e liming
el sobrenadante y Ja pastitla se seed al vacio, La pastilla conteniendo ot RMNA se resuspendio eo
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SO mbde agas Hhre do RNy e encubo a0 dumnte 20 mimion. TPERMNA we coantibioo

cn un espectrofotamerro tiiechmiany a 260 i hacicnde una difieion 1100 de T i,

L retrotrnseripeion so realizo coerdo o fas recomendaciones de "Reverse Framseription of RNA
and PCICAmphification of ¢DNA™ de Perkin BEler Cetn, B lorenotaeripeicn e niihizd o
“primet’ eversa especitico deompU v en B amplificacion tos Tprimers™ 70y L

4.5, Deteecion de mRNA, por "Nothern blot™,

EERNA wotad purificado por e iCenica do Chomesyinii 007 uiiizando TR e ciaiibico
en o espectratotdometro o 200 nm.y se coreid e un el de agarosa al 195 0b eede aparosa,
amortipiador de corrimiento PN formatdehide 2020 M S0 pecde RNA ol se vealizo comimicnte
previo de 3 amina 5 vian’. Se corricron fas muesiee hask 34 de el geb iotal, Se wansfirio cada
mucst por difusion copilar 4 nna membranag de airocehdosa y se expuse enun entreerizador
(Stratagene UV, Stratalinker™, TSO0L 1o hibridacion se realizo colocando L membrma vn
sohicion de hibridacion (SSPE AN C DENHARDT 10w SDS 20500y a sonda rdioactivi
previamente desnaturalizada, fragmento 0.8 Kb iKpnl-Kpot del phismido pSTE cocubando toda
ke noche o 68 Co posteriormente se Javo ke membrana 3 veees dorante 15 min a 68 O con
amortignador de Javado (SDS 0.1 50 SSC 05 Xy se expuso en una pehiculy ikoduk ) darante
24 s,

5. Inmimologicos.
5.1 Lincas celubares.

PS1S (ATCC TIB 64). Mastocitonnt de raton DBA/2 (2% se wtilizd como una inea celukar
"blanco” para ensiyos de citatoxividad de echuias TCDS

PRISQOmMpC construida en la UIME (67). Fsta dinea eclubu mmvina contiene eb gene que
codifica para la proteing OmpC de Safmonclla typhi, ya que fue fanslectada con el plasmido
PEMO2.1-OmpC que expresa de manera constititiva dicha proteina.

5.2 Animales de faboratorio,

Ratones BALB/e de 20 g aproximadamente, de ambos sexas.
Concjo Nueva Zelanda,
Los aninudes se mantuvicron en ¢f Bioterio del Centra Médico Nacional Siglo X X1,

5.3 Obtencidn de sucro hiperinmune de coneje conten la proteing OmpC recombinante de
Salmonclla typhi.

Sc obtuvo siero hiperinmune de concjo contra b proteinn OmpC recombimnte de - Salmonell
(ypli, Se utilizd o concjo de Ta cepa Nueva Zelanda el cual Tue mmunizado por via
inferescapudovertebral con OmpC recombinante. Sc e administrd nna dosis cada semana de
mg/mb en 500 gl de S8 mevelados con 500 ul de adyuvante incompleto de Freund (SIGMA)
duerante 12 semanas, Bl concjo se sangrd el dia cero para obtener ¢l suero control, La fitulacicn
de anticoerpos se readizd en fa semana 12 mediante: BLISAC parac Toocoal Tas placas se
sepsibilizaron con 10 pg/mi de proteina OmpC recombinmite en solicion amortipuadora de
carbonatos pH 9.6 1 b a 37 C. La placa so blogued con PBS-leche al 5% por 2 ra 37 C. 134
stero de conejo se agresd por duplicado en cineo dituciones ¢3:100. 1:300. 1:900. 1:2700 y
F:S100) y se enenb por 1 he o 37 C. Finalmente. T placn se encubo eon un suero de eabra anti-
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lpGde concjo conjugado o porosidase (SIGMAY duranie T o 27 O Postonomionte s agiogn
el sabstiato o fentlendiaming 110, s estabthizg of color con HES0 2T
nm. Bnte Tas enenhaciones, Tas placis se tavaron con PRS- Pween 20 0l Q010 Para iz esfe
suero hiperinmune on o eviluacion de by exprosion de OmpC por Sadmonclly (ypbf CYDVOS o0
purificd feG mediame una cobmina aninidad de prowia A de Suaphviococcs s de acierdo
ab método deserita (03,60

Ny e deyo b G 190

5.4 Vsquema de innuizacion.

Se nmunizaron tres propos do dicy ratones, de aprosinadaments 2 meses de odad, con s copa
Salmoncetla typhi Vy 20 CNEO0S y CVDUOSRMGEOS reaspendidas e PRS. Dhaz min antes de
administrar By bacteria se tes administrvon 100t de Bicarbonato de sodiory posteciormiente se les
dio INTOY baererias en 100RT por vin orad (v o dias coro, sivie y treint y cineo,

5.5 Ensayos de proteeeion.

Para cstos ensayos seutilizaron sicte grunos de dier vatones BALB/CC Sais grupos Theron
mmizados  con INTOY bacienas de lasoeepas Safmoncila gyphi Ty20 CYDOOS
CVDYOSAMGPO3Z cn 100u! de PBS (dos prupos por cepa). AL séptimo prupo se Lo admingistro
LOORT de PBS, el esguenmia de inmunizacion fie como ya se menciond, Despods de L iltna dosis
se dejo pasar usa semana para despuds retarlos por inoculacion i.p. con e DLy, de Sadmonell
yphi Ty2 que es de TXT0Y en 100wl de mueina al 5% (Fype 1 Sigmad Los ratones se
observaron durante 10 dis despuds ded reto.

5.6 linsayos de proliferacion

Los ensayos de proliferacion se realizaren de acuerdo al método deserito con anterioridad (30).
Grupos de 10 wtones BALB/C se imnunizavon con Salmorictla typhi Ty, CVDY0S y
CVDYOSOMGPO3 conto se menctono anteriormente. 8 dins después de Ja nltima dosis se prepard
e suspension de esplenocitos por medio de disgregacion del bazo en tela de organza. Los
eritrocitos se eliminaron mediante b cmpleo de un mortiguador de isis (015 M de NHCL .0
mM de KHCO,, 0.1 Mm de Na BDTAL pHE7:b divante 3 min. Los esplenocitos se favaron con
solucion de HANKS (Gibeol, y se ajustaron o 30x10%10 mi de RPMI complementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB3), ghmamina y piruvato de sodio, Las eélulas se colocaron en placas
de microcidtivo de 96 pozos y fordo plano (NUNC) y se enhiivaron en presencia de 50 pe/mi de
proteing OmpC recombinante de Salmoncila typhi. Los enltivos se encobaron 5 dins a 37 Cy 5%
de CO,. Dicciocho hrs antes de terminar el cultivo se agrego 1 pCi de F-Timidina (Amersham.
Int. Berkshire, England) por pozo. Las eélolas se cosecharon on (ilyos de fibra de vidiio y
incorporacion del material radiactivo se cuwantificd cn wn contador de Centelleo Liguido (Beckman
1.5 3801, Beekman, Ins, Stanford CAL USA), Los resultados se encuenan expresados en c.p.m,

5.7 Ensayos de citotoxicidad.

Se realizaron de acuerdo a las recomenduciones de Wandcerdich (70),
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) Preparacion do cclolas cloctoms,

Seoobtuvicon s eitas de bzo de oy witones BATW funnenzadon cono s desenbio
previamente. Se enltivaron 3 s 100 de dichas celulas cnc 10 mb de medio DAEND saplonentido
con glulaming. pirnvato, {§mercaptoctanel y SEB ab 200 en presencia de 100 np/mb de Qmpt
recombinante de Salroaetly ivpln, dusmie cinco diss Bespucs deesto Ty echilas fioron
cosechadas 1 E2200 spm duranie S min, se vestspendia en s mbde medio RPNy se contiron e

mna cimara de Nebhaer yose ajostaron par fener INT0T eclulasinl,

b) Peeparacion de eélulas blanco.

A partie de o eollive en fase fogaritmica de ecladas PSES y PSES-GupC e cosecdimon s 1200
vpm duranie S miny se fvaron dos veees con PBS, se conlaron ¥ ijustwon PO edtulas en
200 nl de medio suplementado con SFB at 2000 se adicionaron 200 plde Iy,

cauivalente a 200 pCic Seenenba a 37 € durante 2 e Transcirrido el ticmpo se favinor dos,
veees con PBS, se contaron v ajosiaron o 3N 107 ellutas/mt en o medio RPMIL

¢) Linsayo de liberacion de cromo,

B uia placa de aderoculiivo de 90 pozos de fondo redondo e cotocaron 100 ph-de s
suspensiones de eéhnlas blanco en medio RPMEA estas eclukas se - les adicionaron fas cctukiy
clectoras 1 diferentes diluciones quedando relaciones eéfula blanco:edlula electorn de 1:100, 1:30,
1225, 12,5, 10,25, Como testigo de libereion espontinea de Cr*'se prepararon pozos con 100
uh de medio RPMEy 100 b de eélutas blanco: como testigo de liberacion miixima de Cr' e
prepararon pazos con 100 pi de edlukes blanco y 100 pb de SDS ab 209, Las muestras se
analizaron por wiplicado.

U vez que se prepaid T placit con fas eéhilas efectons y blaneo. Csta se eneubo duranie SRITE
30 min 4 37°C, 3% de CO, y atmosfera homeda, Transenrido ol tiempo e cosecharon fas
ruestis y se cuantificd fa radioactividad en oncontador ganmima (Beckiman 5500),

Los respltados estin exprosados como pareentaje de ettotoxicidad espeeifica de acnerda s a
{Srmula:

cpm prablama < cpm liboracion asportdnea

% de Citotoxicidad = % 100

cpm liboracidn méxima— cpm liberacién asponténos

M



VI RESULTADROS.

6.1 Comportamicnte electroforction do Safroncfle fuphi Ve, CVEO08 y CVROGSOMOPOR,
Seooreeierom bas diferentes vepas bacieramas onvdio BHE apans doete toda e nochie v e
resentbron enculitve agitado, hasta steanzar una fase Togarttmica, Fas bacterias s kivion on
PRS vy ose ajostaron o INTOY bactosifinl, DI Daclotias e esispendicron ens 30l de
amortiguador de comrinticnio y se separiron pov eleetroiordsis en condiciones redncetoras. Ta Fipur
No. 1 mocestra ¢f patron cleetiofordtico e se observe CORSESeaIomente: cre experimentos
idependicntes. Se analizaron Safmonetla fvpl T 2 CVDOGE y CVDIOBQNMGPE, S¢inclnyeron
como controles OmpCorecombinante, Escherichia coii VDN v Pschericlia codi U302
transformada con el plismido pS LS. Eseherichic coli UEEON eareil 7y s i mointe que careee
de ta poring OmpC. por tanto no seobserva b banda de 3o KEa ceamid 5 Cuando esta cepar se
transformur con el phisarido psEES se restiaye fa banda de 32 Kda teanl o Safmonclla ivphi
Ty2 (carl 3y tene un patron semegte a Fseherichin coli UH3GpSTTE en Lo repion de 305
35 KBa, presenta s banda correspondicnte a OmpC. i cambio,  Salmonelly iyplii CVDODY
earril 2y se comporta de numery semciate o fascherichio coli YN0 Sin cmbargo. Salmonella
fyphi CVDUOSQMGPOS carril b que proviene de CVDOOY pero tiene inteprado en el focus
AaroC el gene aue codifica pava GPO3 de L eishmania imesicana bajo ¢l promotor plae, ione ol
pabron electiotorético semejante o Salmonella typhi Ty y o Eschorichiz coli UHB3O2-pSTI 3,
aparentemiente recuperanda faexprosion de fa protema de 30 KDa que pudiese corresponder a
Ompt’,

Posteriormente, se purificaron 'ME por ¢f mctodo de Schaaitman (561 que consiste on mia
solubitizacion de Tas proteinas membranales ntilizando Fritdn XTHO y se corrieron 30 pg enoima
cleetrofordsis den condiciones reductogas. o la Figur No. 2 se presenticed patedn de PMEE de Tas
diferentes cepas bacterianas, S incluyeron pliceraldeido-3-fosfato dehidrogenasa (earil 1) y
ovoatbitming (carril 2) de 30 y 45 Kda, respectivamente, Salmoncella typhi Uy 2 (carril 5) presenta
la banda que corresponde a OmpC (carriles 3y 4 Se observa una clara diferencia entre los
patrones de Lischeriehia coli U302 ceanit Ty y Fscherichia coliUN302-pSTE3. Salmonella typhi
CVDYOS tearril 9 no presenta la banda de 30 KDa, en o que en o cepa Salmonclla typhi
CVIOOSQMGP63 ccarril 8) siose abserva,

6.2 Deteecion del gene ampC en Salmonellz typhi'ty2, CVIDY08 v CVDIORQOMGPO3.

Para determinae si Ja cepa Sadmonella 1yphi CVDOOS coniiene alpuia defecion an et locns oy,
s amplified ¢l gene que cadifica para fa poring OmpC a partir del codon de iniciacion. de
acuerdo a ha seenencia publicada (). B Lo Figura Noo 3 se presenta o resultado de un
experimento representativo. S¢inchuyeron come controles Escherichia coli UH302 (careil 2) y
Lischerichia coli UHB02 tansformada con ¢l plismido pST13. Se observa que en todas Tas cepas
de Salmonethy typhise amplificd un fragmento de 1.2 Kb que es ef tamaio esperado del amplicon
y por o tanto ef Tragmento codificante se encuentra completo. BEn el expertmento que se presenta
en la Fipor No.3 se abserva una banda tenue en ol caril que corresponde o Escherichin cali
UTI302, Faccnal se trara probablemente de amplificacion incspecilica. En experimentos posteriores,
en condiciones de mayor astringencia, se confirmo gue esta cepa no conticne el gene ompC. La
digesticn con Fa enzima Kpnl en tos productos de 12 KD Bas diferentes cepas dio como resuliado
fa banda esperada de 0.8 Kb, Par otro fado, se realizd un ensayo de "Southern biot” para lo cual
se digirio DNA cromosomal de las diferentes cepas de o Salmonetly typhi con Iy enzima Kpol y,
despuds de someterlas o electroforesis en agarosa, se transfiricron a papel de aitrocelntosa y a
hibridacion con ma sonda det fragmento Kpal-Kpol det plismido pST13L En Lo Figua No, 4 ¢
presenta el yesuftado. FE earedl 1 ecorresponde al plismido pST 3 sin digestion. FLearnf 2 muestra
cl fragmento Kpnl-Kpol de O.8 Kb, Fucherichia coli V02 et 33 no presenta b sefal gie
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PATIRON FELCTROEORETICD B0 hooclly foply ty

Scalinonella oply U DNES N ol Bypda 8Oy DV

Fa clecetratordsis de extracto erdao de enda anacde fas diferontes cepas se realizd en condiciones reductoras v osisten
de wnortiguadores discontinos de aenerdo o deserito et Material y Mctodos, B peb separador comera 129 de
acriamida, 259 de bisacrilamici v 0190 de 508, Se resuspendicron FIXT0%m baetedias on amortipuador de
muestin y se hirvieron por H minutos, Se emplearan 3 vabisfem, low peles setideron en gl de Coanasie 10250
al 0259 en mctanal-detdo qedtico-aeuta A5 10000 e destineron on v solbcion de metinal-deido acdtico-agua
G0 Carriles 1 Mareadores de peso woleeulae: 25 Salmonella typhi CNVEROS: 31 siahmonclle typh Ty b
Satmronella typhi CNDIOSQMOGEOA: 5 Ompt reeanbivante do Salmonetly typhipnadicada a partie de sehonielia
coli UH302-pstE: o) Escherichia coli UNTR2pSTEI Ty scherichia coli D020 5y Marcadores e peso
imotecular,



L clectroforests de protciis de e mbrang crtren e el o i diforenies Copis s poadizo
e condictones reductoris Steiig g aontipaidores discontines dodeverdo @ fo deserifo et
Materal y Mctodos, [ pel sepagidor cantent P00 de acrilamiidi L5 Ao bisacrilmida y 0,095
de SDY. S resgspendicran e, o profeitins, o amartipedor doomestsy e firvieron poc 10
mines, Seemplearon 5 yoltsfem, loy poles oo o ol de Coomasie {200 al tlss e
mietanol-cida aeeteo A0 S desimeron i Hn olieion de metanobrerdo aovtine:
aog (5105, Casrtles D Glicertdelida 3o fto-ds Bidrogenss Sihasina de hmevios 3y
) OmpU recombinante de salmonelli typli purtticida o pitiy e Fchorichic ool Ul paps i
Sy Salmanela typhi Tyl ) Jsehoriehia enli IO pe e A feocherichin coli B30
Salmonclla typhi CVPOORONCGE S salmonclla typhi CVEUR




AMPEHAICACION DEL GENE Gp

Salmonieiln tvplin ©

COAPARTIE DE Salnencll typhi ©VB003,

HIUNY Smonella depln T

A partie de DNA sendmico de fas diferentes copas de Salmanella typhi. puiticado con TRIzol™,
se procedio a ampliticar mediante (PCR) el gene o de acnerdo a Tas condiciones deseritas em
Matrial vy Métodos. atilizando coma “primers” los sipuicntes oliponueledtidos: 37CGG GAA GO'T
TAG GAG TAA TTA AAA TGO ATA TCG TG AAA TTT ATA ATA ANG ACG GOA ACA
AA 3y FCGG GGG ATC CTT AGA ATT CGA ACT GGT AAA CCA GAC CCA G A
Como control se incloyo of plismido pSTEL Carribes 1) "Ladder™ de IRd 2y Eseheriehia coli
UNE3N2: 30 Loseherichin coli UTEO2pS TS - Sadmoaclly typhi CNDOOS: 5y Sulmoaelly iyphi
Ty o) Salmonella (ypls CVDHOROMGPO S,



corresponde wogyd T Salmonell pyphe Vo2 0OV PR OV DIMRORICIG S srcsentan by serred o
corresponde o ony £ B el cned boae presenia b tabndaoen de Sadmonellia iy pin U\ HU0R
trcnsformuda con p=TEE Se obiave g seond debd en ol tnemo goe corresponde al fragmento
Fopal lopol, debide o probablomente o gue e comto we cantidad cooaa de DNAD Sin anbaro,
seobservae clasnente que Salmonciiin [y pid OV DSOS Gene oF sene que codidicn para omygi
0.3 Deteeeidn de RNA monsapero de da pornsg QmipCoon Safmoactly typhi Py ), CVI0O8 v
CYDOIBRMGEOS.

Una ver confimdo que no existen defociones enol foces omyplen Salaoaclla (yplin OV DAGN,
sedetenming fa presencia de RNA mensajero pava Gmplen s diferentos copas de salmonedis
typhi mediante: RT-PCR. Ta Figura Noo 5 presenta of resaltado doeoone experimento. o
relroteanseripeion se uiihivzo o "primer” reverso de ompd L Como iesiigo negative seilibizg RNA
purificado a partie del mastocitoni de raan PSES tearrii 2). Forodas B cepas examinadas,
exceplo Lseheriehin coli ULLIOY cearnil 71 se obtuvo el pradacto esperado de P2 KRB Eas sefiales
Miis intensas se obaervan en Esehredche coli U2 pSTEY wcavit S8y Salmonella typhi 1y 2
earril 6), en tanto que Taosenal mas debil corresponde a Salmonclla 1yphi CVDYOS (carril 3).
Fistos resultados son campatibles con la determimacion de RNA mensajera goe se realiza mediante
"Northern blot™. Vi fo Fipuia No. & we observa que G cepa Ischericliia coli T30 po produee
RINA mensajero de OmpCearrit B, en tanto gque of resto de ks copas examinadas (Salmonelli
(yphi "y, CVDOOS y CVDOOSOQMGPOXY si fo hacen. La senal mas intensa se eneontrd eon
Salmonelli yphi CVDOOSQMGPOS (el 3).

6.4, Lxpresion de o proteina OmpC en Salmonella (yphi Vy2, CVDOOS y CYDROSOMGP03.
Una ves que se estableciv que Safmoucll typhi CVDYOS contiene Tuncionad ol gene ony£L se
precedio o ddentificar a0 ko protema. B la Figum Noo 7 se presentan dos
inmunocleetrotransferencias ("Western blot") que demuestran que todas las cepas examinadas
producen fa protema OmpC. En ool panet A se presentan Jos resubtados utilizando nn sucro
hipecinmune de concjo y en el panel B se presentan fos resultados que se obinvieron al revelar
con un anticuerpo monselonal contra la porina OmpC. Fatos resaltados confieman gue T trey
cepas de - Sadmanella typhi producen fa prorema OmpC. Para comparar ¢l grado de expresion de
OmpC en Salmonelta typhi’lU'y2 v en Salmonella typhi CVH908 s realizo eiofluorometeia. 1.
Figura No.8 presenta una comparicidu entee los resiltados obtenidos al wtilizar un sucreo policlonal
de conejo contra OmpC (panct A) o un anticucrpo monoclonal contra esta proteima (pancl B). Se
observa que en ambos easos, ntilizando fas mismas condiviones de cultiva pary ambas cepas y el
mismo numero de eéhulas, Ta luorescencia os menor en CVDYOR, o que denestra que existe
menor expresion de Ompe oo T superficic bacteriana de csta cepa.



FHGEIRA Noo
DETECCION DEL GENE QUL CODIFICA PARA LA PROTEINA OmpC BN

Sclmonella ivphn CYVEOS,
Salmonclla (vphi CVDOOSQMGUOY Y Salmonella (vphi Ty ?

Se realizd "Souwthern blot™ de acuerdo ol procedimiento deserito en Material y Métodos. Se
digiricron 10 pg de DNA cromosomal con Kpni, se corid uine gel de agarosa al 19y se transfirid
a una membrana de nitrocelulosi. La hibridacion se realizo utilizando como sonda el fragmento
Kpnl-Kpnl de 0.8 Kb del plismido pST13, mareado con ¥Py se expuso en una pelienta (Kodak)
durante 24 hes, 1y pSTES sin digeriv: ) fragmento Kpnl-Kpnb de pST13: 3y Escherichia coli
U302 4) Salmonella typhi CVOYOSOMGPO3: S) Sulmonclla typhiCYDYOS: 6 Salmonella typhi
CVDYOS-pST13: 7y Salmaonella typhi Ty?2.



PROERA Moo s

EXPRESION DEL GENE om0 A PARTIR DE S Satimonetla teplie €7 DoOs,
Satmonella iyphi CYDUOS N Sahmonella tvphi P

De aenerdo al procedimiento deserito en Material y Mdétodos, se obtuvo ¢cDNA - mediante
retrotranseripeion utilizando el "primer” reverso espeeifico del gene cmpCy se amplifico por PCR
la seeuencia espeetfica deb mensujero de ompC. Como controles seincluyeron ef plismido pST13
y una finea celubar no relacionada. Cirriles 1) "Lidde” de TR 2) Mastocitoma p815; 3y
Sialmonclla typhi CVDOOS: b Salmoncellr yphi CVEOOSQMGPO3: 5y Salmonclla typhi
CVDSOSQCSP; 6 SatmonceHa (yphi'V'y 227y Fscherichia coli U302 8) Pseherichia eoli LT3N 2-
IRTNRR



PRGN Moo 6

DETECCION DE RNA MENSAHERO PARA EA PROTEINA OmpC BN
Salmonella ivphi VYOS,
Satmonelfa tvphi CYDOUSQMGPO3 N Salmonella tvphi 1y?

La determinacion de RNA mensujero se veadiza de aenerdo al procedimiento doserito e Material
y Métododus, Se piurificd RNA por fa téenica de Trizol, se cuantifico espeetrofotométiicamente
y s¢ sometio a clectrofordsis en agarosa al 1%, Se transliri @ una membrana de niroeehiosa. La
hibridacion e realivd utilizando como sonda el fragmento Kpnl-Kpat del plismido pSH13
Yo O a e liond dhante Y4 i eohopiohin cafi THHII0Y Y
mareado con Py seoexpuso on ama policuln durane 24 s, 1 Esehierichia coli UH302 )
Satmonetla typt CVDOOS: 3y Sadmonetli typhi CVDYOSQMGPO3: 4y Eselierichin eoli VBH302-
pST135) Salmonella (yphi 1y 2.



FHURA o, T

EXPRESION DELA PORINA Ompd'0 BN Salmogelln pvple CVHRON

Safmonella typhn CVDOUSQMGEYOS Y Sufmonctln (vpdi Ty !
! ! } 4 » 0
I
i
(
{
!

,
—~ . .

' i

{

b

, - ‘,
K e - |
|

i

i i
|

* !

3 o
. : (¢
i '2:‘1
: o1
o ¥

{17 156 ,‘

Las profeinas separadas elecroforéiicamante fueron frstericdis s menthanas do niroceluloss de
045 poen una unidad de tansferencia clectdnien por 3 s o 0.5 A de acuerdo at método de
Towbi, Posterior a esto el papei de nitoceluosa se blogqued por | he eon PBS-eche af 37, y se
puse e cantacta can un anticuerpo monoclonal contea by porins OmpCode Salmoneila 1yphis Vi
anticucrpo se cmpled crouna ditucion 1000 ca 'BS-leche ol 3% dwame 1 e a 37°C y s
procedio a favar en las nusoias condiciones gquie se mencionan en aaderides Y metodos: se
adiciond ef segundo anticnerpo revelador que fue un anticuerpa de cabsa eontra 106G de cutdn
conjugado a peroxidasa difuido 11000 duatante 45 mine ta reaccion se veveld con o -Cloro
maftol-H,0,. Todo esto se realizd a mna temperatura de 37°C0 Carvifos 1y Satmonctla typhi vy 2,
2y Salmonefla typhi CVDOOSQOMGPoX: 33 Salmoncely (vphs CVDUOSQCSP 1 Salmonelly typli
CVEOa: 5) Bscherichia coli UHIO2-pSTLA: o) Fischierichia coli U0,
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COMPARACION D}

PA EXPRESION DE Ompc BN

FIOGHIRA Noo s

Salmonella tvphi CVDSOS POR CPEORTOVROGMETREA

A

Sl

aekn C N DRI

E

S

\ %&WJ} i xeﬂ e

v“r‘J/I”\'?/)(_‘//;} [_X./)/]/A i‘\’, \]

ki b

i,
fligd tiy i
‘ ‘*\"“"9 IR
R 4 T T

Fa presencia de ta profeina OmpC en superficic de las cepas Salmonclla typhi 'Fy2 y CVI0S,
s¢ determing por munofluarescencia indireeta empleando un suero hiperimnune de congjo
inmunizado con OmpC recombinante y un anticuerpo monoclonal. Comao segundo anticuerpo se
b anti-lpGode ratdn o conejo conjugado a isotiocianato de
fluoreseeina. Seanatizaron 10* bacierias en un citdmetro de fhijo FACSean. Pancl A, Andlisis con

empled inmuonoglobuling de

un anticiierpo polictonal de conejo contra OmpC de
anticucipo monoclonal contra ompC de

Sulmonella ryphi.

Salmonetla typhi. Panel B, Analisis con i




6.5 Seosibilidad af clorwmbomicol e Ndmoactla (yphi Ty2, CVDUOR v CYDMOSQRGPO L,

Uit ves que se demosod que Salronetle (ppir CVDS05 contiene uneonad o] gone omgd” peto
gue ol grado de expresion de By profeing ¢s menor i osit eepite compaadi con Salmaonetle ephi
Ty2, e decidion evaluar i estas diferencias fienen alauna reperension sobve L actividade
biologicas de Salmonclly typli Se evilue o sensibilidad b cloramfenicol e Salmonells ophi
Fy2  CVDOOR vy CVDVOSORMGPO B fi B Noo 2 se presenta an cxperimenio representaiivo,
Seoobserve que Safmonella y phi CV05 cveeio mas eficieniemente en cloranienicol gue ol
resto de Tacepas, en anio que no se presento desarrotto de Sadmonctlt yphi Ty e preseieta
ded antibiatico vy Salmoneily (yphi CVDOON tuba un crecimiento niermedio Como contral e
inchryd umi copade Sadmonclli (vphs CNDOOS ransformada con of plismido pSTEL i osta
copit sereshitnye keosensibilidad ot cloramierieol, hasta dos 2000 mindon de enthiva
aproxinmadamente. tiempo o que fe cepa recuper siovelocidad deerceimicmo, Aungee pard
crever eat cepa se adiviono ampicling al medio de coltiva, T reenperacion de e velocidad de
ceecimiento s debe probablemente i consumo del antibiotico o inesabilidad del plasavido.

0.6. nmumogenicidad de Salmonetla typhi Ty2, CYDOOS y CVDOOSQMGPOS,

Una vez que se establecid que Salmonelfa typli CVDOOS expresi micnor catidad de OnmipCy
que esto puede explicar o mayor vesisteneia al cloramfenicol, se decidid evaluar algunas fa
immunogeniciad de csta cepa, comparada con Safmonella (yphi Ty y CVIRO3QMGPOT, S
inmunizatonn por via oral ratones  BALB/e con Saimonella qyphi Pyl CVDOS o
CVDOSQAMGPO3 y se determimeron anticuerpos condra la porina OmipC por ELISAL Fa Figun
No. 1O presenti los resultados de un experimento en el que se ntiliza ol snero - de raton diluido
1200, Se observa que los animales que fueron immunizados con Salmonclla typhi CVIIOS tienen
menor thdo de anticuerpos contra T poring OmpC que aguellos que fueron inmupizados con
Satmonella typlii Ty ) o Salmonctla typhi CVDUOSQMGP63.

Seoevalud e respoesta linfoprolilerativa in vitro contra la poring OmpEC, que s¢ penera
inmunizando por via oval con Tas diferentes cepas de o Siadmonclla fyphi. Un Ry Figura No, 1) se
presenta ¢l resultado de un experimento en el que se purificaron esplenocitos de ratones
inmunizados con tas dilerentes cepas baeterianas y que fueron eultivados cont Ompe recombinante,
Scoagregd polimixina B al cultivo para eliminar Ly proliferacion inducida por 115 contaminante,
se observa que Ta mejor respuesta proliferativa se presento en los ratones que fucron innmmizados
con  Salmonelly tvphi CVDYOSQMGP03,

Tambicn se (o de explorar fainduecion de eclulag citotoxicas mediante Ly inmunizacion por via
orul con fas diferentes cepas de Satmonella typhi. Para 1o cual se exteajeron esplenocitos de fos
ratones inmunizadas y se restimubon in vitco con poring. OmpC recambinante y se otitizd como
edhula blanco al mastocitoma de viton P85 trankeendo con el gene ompCL o fa Figure Mo, 12
se presenta el resultado de un experimento represeatativo, La iumunizacion con enalguiera de fas
cepas de Salmonelli ryphi (Vy 2, CVD9O8 o CVDYOSOMEGPA3) aenera pobre respresta de eéhidas
citotdxicas. En vartos experimentos se encontrd que of mejor de os eisos se induee un 105 de
citoxocicidad especifica.Por 0limo, s¢ comparod fa proteceion que inducen las diferentes cepas de
Salmonelly typhi. para fo cual s¢ inmunizavon por via oval grupos de raanes con Sakmanella typhi
Ty2, CVDO03 o CVDROSBQMGPGY y se retaron con 100 Dby, de Salmoaclla (yphi Vy2
resuspendida en mueina por v imtraperitoneal, ol Tably NoJty 1a Figu No.13 se presenta
el restiltado de cuateo experimentos independientes, Pucde obscevarse que enando se inmunizo con
Salmonella yphi' Ty2, CVYDY0S o CYDINSOMGEO3 y se retd con 1 a 10 bacterias resuspendidas
en mucing administeadas i.p. CSalmanclla typhi 'Vy2) se presentdy menor sobrevida en los prupos
de CVIWOB y CVDYOZOMGPO. Un cambic. cuando se weto con By 107 hacterias no se
observaron diferencias entre os diferenies grupos.,
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FHOUIRA Mol 6

SENSIBILIDAD AL CLORANFENICOL. DE Salmonclly tvphi CVDOOS,
Salmonella tvphi CVDOOSQMOGPO3 Y Salmonella (yphi Ty 2
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Se determind [a resistencia a clormifenicol de las cepas Sadmonella typhi “y2, CVDYOS,
CVDY0SQMGP63 y CVDYOS transformadi con el plismido pST13, de acuerdo al procediniiento
deserito en Material y Métodos, Se crecieron las dilerentes cepas bacterianas en medio BHI en
matraces nefeloméiricos adicionandoles nna concentracian de d0pg de clovamfenicol. Las lecturas
se hicieron en un espectofotometra, a una fongitud de 600nm. cada 10O min hasta los 300 min,
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PIGUR A Noto

DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA OmpC BN RATONES
INMUINIZADOS CON- Sahimonella tvphi CVDOOS,
Salmonella ivphi CYDUGEQMGYOS N Safmonella tvphi 1y
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L BLISA se realizo de aenerdo al procedimiento deserito en Material y Mctodos. Se reeubrieron
placas para microtitulacidn con 15 pg de v proteing OmpC recombinanie, e amortiguador de
carbonatos pHE 9.5, Para bloquear se adicionaron 100 pl/pozo de vna sotucion de PBS-Leche al
3%, por | hr EL Ter, anticuerpo consistio en el suero de los grupos de ratones immunizados con
las diferentes cepas de - Salmonella (ypli, difuido 1:200 en PBS-leche 3%, Se incubd Ta placa a
37°C por 2 s,y se adiciond e conjugado anti s de aton dituido 11000y s¢ ineuho | s
Se adiciond coma substrato O-lenilendinming de wn stock de Gmp/U2ml, pars preparar ln mezela
se empled amortignador de citratos de pll 5.0. Se detuvo T reaccion a fos 10 minutos de
incubacion adicionando 30 gl por pozo de HL,S0;, y se midio {a absorbaneia a 492 am. Fatre cada
piso se reizacon 4 lavados con upa mezela de PBSTween 20 af 0.1
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FIGURA Noo 1
RESPULESTA PROLIFERATIVA CONTRA Ompe INDUCHIA POR

Salmonelly (vphi CVDOOR,
Salmonclla typhi CVDOORQMGPOS Y Salmonclly tvpli 'Fy
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Los ensayos de proliferacion se realizaron de acnerdo al procedimicnto deserito en Material y
Mctodos. Grupos de 10 ratones Balb/e se inmunizaron con Salmonella (yphi Ty, CVA908 y
CVDY0SAMGPO3. Se cultivaron 2 X 10” esplenocitos en placas de microculiivo de 96 pozos y
fondo plano en presencia de 50 pg/ml de OmpC recombinante de Salmonella (yphic Se incubaron
S dias u 37 ,C y 5% de CO, Dicciocho firs antes de terminar el cultivo se agregd | pCi de -
Timidina por pozo. Las eclulas se cosecharon en filtros de fibia de vidrio y 1 incorporacion del
material radiactivo se cuantifico en un contador de Centelleo Ligoido. Tos resultados se encuentran
expresados en e.p.m.
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FIGURN Noo 12

CITOTOXICIDAD CONTRA TA PORINA OmpC ANDUCIDA POR
INMUNIZACION CON Salmonella (yphi CVDYOR,
Salmonclla typhr CVDOOSQNMOGPOS N Salimonella typhi Ty 2
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La evalwacion de células citotoxicas se realizd de acuerdo a log procedimientos deseritos en
Material y Métodos. Se obtuvieron eélulas de bazo de ratones BALB\C inmunizados con las
diferentes cepas de Salmonella ryphi, Se veestimutaron 30 X 10° eélulas con 100 pg/ml de OmpC
recombinante de Salmonella typhi durante ¢inco dias y se cultivaron < hes en presencia de ¢élulas
815 0 815-0mpC marcadas con 'Cr. Se prepararon relaciones célula blancozcélula electara de
F100, 12500 125, 1125, 1:6.25. Como testigo de liberacion espontanea de ' se prepararon
pozos con medio RPMLy eéhilas blanco: como testigo de liberacidn mixima de *'Cr se prepararon
pozos con ¢élulas blanco y S5 al 20%. S¢ cuantilicd T radioactividad en un contador pamma,
las mumestras se analizavon por triphicado y se ealenld la citotoxicidad especifien de acuerdo a la
Idrmuta que se deseribe en Material y Mdtodos,
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CVD908 CVDY0B-MGPE3
Cepa de Salmonella typhi

Dosis de relo

Para estos ensayos se utilizaren sicle grupos de diez mtones BALYe. Seis Tueron inommizados  con [X10°
bacterias de B cepa S, gyphi T2, 5 typhi CVDYGS y S, qyphi CVDIOSQMGPO3  en 100 de PBS (doy
gpos por cepal. Al séptimo grupo se e adminisico 100p1 de PBS, de acnerda al esquema descrito en
Matcrial y Métodos. Una semamir despuds de Taailima dasis se vetwon por inoculzcion inttaperitaneal con
IX10® bacterins de Safmonella phi Ty o 100i de mncing al S4. Se observd b sobrevida doeante 19
dias despunds del acto.
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VHE IHSCUSTON Y CONCT USHONEY,
Fnoel presenfe deabaio se reporta b olsorvavion me
Salmonctla iy piidc gue conticne diofeciomes en foei an
proteing OmpC.

Salmaonctla teple CVDOOS e consdroida o el Contro paea Dosavrolles de Vaieooas (LIRAM
Baltimore, MUy EUAY medimne ecnics doepomerne senchvi uilzmido ceombipaciin
homaloga ¢170 A patie del plisnido pRTNZCGT ©780 qie conticne e orgen depeplicacion
ROk, sesubsticuya ef alelo Al poe b sone car que conliere resistenets al eloramlonical v ose
inserto ef pene AaroCy ol plismido resnlinite se denerind CVPTOTY: coanda se msend of vene
Aarol) e plismido s denonning CVITOE3 Con catos phismidos se teastormo Safmonclla tvplii
Tyl Las copir resultante deqomino CVDROOS Enensayos chnices e b resolio ser inmnnogdnicn
¥ osegura (A8),

Considerando que Salmonella (vphi CVDOR e obteve utibizando plasimidas quie tionen fa
propicdad de recombinar de mancra homaloga cn el cromosoma licieriano, se dectdio ailizar est
cepit como dearreador de antigenos heterologos. Pac fo cuat ol plasniido CVITOT9 s¢ modilico
generando nn sitio inico de clonacion (Psilh en medio det alelo AaoC, el phismide resudiante se
denoming pGORBY 495 B pOORBY se inserto ol promotor e y L region "polylinker” del
plasmido pKIK223-3. resubtando el plasmido pM 7. En el plasmido pM 7 se inserto, bajo el congrol
del promotor plae ol gene que cadifica pat Ta protema peincipal del promastigote (GPG3) de
Leishmania mexicana y se wansforma en Salmonella yphi CVDOOS T cepa resuhante s
denoming Salmonella (yphi CVDOOSQMGPO3 (52),

L comportamicnto clectvotorética de Salmonclly typhi Ty ), CVIOOR y CVDYOSQMGE63 oy
diferente, Salmonclla (yphi CVDYOS no prescuta b proteina de 360 KEDa que pudicra corresponder
a OmpC.oen tanto que Salmonella (yphi CYDYOSQMGPO3, que proviene de ella, de manera
sorprendente. si-fa presenta. La evidencia mas fuerte de que efectivamente la protema que no s
observie en el corrimiento electroforéticos corresponde a OmpCL deseansa e Ja citoluarometria
(FACS) sobre todo utilizando el anticuerpo monoclonal contra OmpC. St embargo. pata
confirmar esta suposicion scriw importante realizar clectrofordsis bidimensional y sensibitidad al
fago P221 0 PHST cuyos receptores especificos son OmpC o Ompl© (44),

Bl gene ompC se enenentra completo en las ¢epas anabizadas. Fsta es nna observacion importante
pues como CVDYOE s¢ obtuvo por recombitacion homologa. existe fa posibitidud de haber
causado una delecion inesperada en este focus. Como se explicd anterionmente, para obiener fa
cepa CVVOR se transfornd - Safmonella (yphi'1'y2 con an plismido que conficre registeneia al
cloramfenicol. Por tamto, tambicn cexiste L posibilidad de haber seleecionado cepas malas
prodisctoras de OmpC por alguna oba alteracion gendmica, Sinembargo. ¢l hecho de que
Satmonetla typhi CVDOOSQMGPO3, ue proviene de CVDUOS, presenie espresion de QmpC
semejante afa observada cn Salmoncila typhi Ty 2, descarta esta posibilidad, By interesanie la
observacion de que Salmoncila typhi CVDYGSOMGPO3 produce mayor cantidad de RNA
mensijero de OmpC que el resto de s cepas. Bs importanic hacer notar que esta cepa contienc
i promolor fordneo (p7ac) en medio del focus Aoy que el pene de Ta GPO3 se encoentra
imsertado en contrasentido al promotor natural de ol Fsta observacion sugicre que exisie un
mecanismo regufatorio entre Ty expresion de OmpCy arolX probablemenie a nivel wanseripeional
o postranseripeional, Para establecer de manern ms fina el papel de aroCy arol) en la expresion
de OmpC. serd necesario aislar ambos genes y realizar experimentos de transcomplementacion en
Salmonctla typhi CVDIOS wilizando plasmidos compatibles.

Se hadogrado obtener el mapa gendmico pareiad de Salmoncila typhi 'ty v se sabe que difiere
notablemente ded de oirs especies de como Salmoncll typhumrinn 112 pues conticne
inserciones ¢ inversiones (72). Se conoee fa localizacian de ompCy ompl) no se ha reportado
fa comespondicnte o aoC o 2ro0 Sin embargo, en o Safmonclia typhinriim ambos logi se
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enctentean wepardos por FAS i aproatnielncnie £45,

Cannidendo que e Ban desesite copammtantes deSalmoneli tvphi gue o expresan DOFHEL
OmpC v consecuentomente son vesistentes af clotmicnivol (351 oy fesnliados obiensdos cuando
s diferomes copas bacterianas e creicoon on prosencin de eae antibioneooneompatiiles con
fa hipotests de que fa profema coya expresion eski disminoida es OmpC Sohie toda considerningda
que Ssfmopells ply CVTNOS ol e mamsformaday con el plasmidos piha e eviene
cloramicnicol suasible,

Todos oy expetimentos se reatizaron audizando BUHE y fas aismas condiciones doeenluvo.
Consideranda que easi fa tereera pacte de tos anmaoicidos que componen Ompt o ammaticns
i leficiente expresidn die westa proteina pudicse deberse sofo ko eseacs de o estos anioividos,
que CVDOOS naon capay de producies Smeembarpo. ob heeho s de gae Sahmonclla (ypln
CVDYNSOMEGEOS recupere B expresion, dusearta estin posibilidad. Sin combarpo, s geeesivia
explorar el comporamivito clecirofordtico de esias cepas bajo diferentes condiciones dv enliiva,
como son temperatia, phl osmolaridad y diesentes Tuentes y proporcianes decarhono o
Hitrdgeno. s posible que tanto Salmonetfa typhi CVDOOS como CVDOSQMGPOI. incrementen
st viraleneit y patogenicidad bajo detenminadias condiciones de cnliivo,

Fat indueeion de amticuerpos contea fa porina OmpCinmaonizando atones con fas diferentes cepiy
hacterianas, tambicn ox compatible con la menor expresion de OmpCen Sufmoncella {yphi
CVDY0S, B vadios experimentos independientes se- encovtvaron ainores 100 por ELISA
atilizando ¢f sucro o dilnciones 1:2000 Sinembargo, eando fos sueros se ntilizan nis
concentrados no se ohservan diferencias en las DLOL o que sugiere gque ke inmuanizacidn con
Satmonella typhi CVDO0S st induce anticuerpos contra OmpCs si bicq, en menor proporeian gue
Ty2 o CVDROROMGPO3, Este resubtada es esperado. siconsideramos que a proteina OmpC se
encuentea havia ol exterior bacteriano y puede ser captada poe b reeeptor espeeifico det infocito
B, Los resultados de activacion de linfocitos son. no obstante, mas dificiles de explicar,
Satmonelta (yphi'ty2 y CVDOOS parceen indueir rospuiestas proliferativas de fn misma magnitud,
en tmdo que Safmonelfa yphi CYDIOSAMGPOZ induee Ta miayor activacion especifica contra
OmpC. Este resubtado pudicse ser compatible can e mayor produceion de RNA mensajera que
part esta proteina, presens Salmonetls (yphi CVDOSOMGPO3. 1is posible que se produzca
DRYOr Profeing, pero que no sea esportada @ la superlicie bacteriana. Por oo fado, tos resultados
de evaluacion de eclulas citotoxicas contra OmpC por W inmunizacion con fas diferentes cepas
bacterianas sou tan pobres. que es difieit Begar a conclusiones. Se ha demosirado gue Salmonella
typhi CVDY0S wansfectada con fa proteina CSP de Plasmodivnn faleiparunn induee: eChulas
citotoxicas contra esta profenet 151y y contra antigenos de - Safmonelfa ryphi (74). Un nuestro
taboratorio se ha intentado veiteradamente indueir linfocitos ‘T CDS contra OmpC mediante
inmumizacion con Salmanethy typhi o Salmonelly fyphinnrium, con resultados semejantes w los
que se reportan en este wabajo (67), La porina OmpC canticne en su sectieneia, varias fragmentos
con las earacteristicas necesarias pard uivse v estabilizar motéeulas de clase |t KTy D% de
acuerdo al modela de Falk (75). También s¢ b demostrado que antigenos particuliados o
solubles gue ingeesan a Ja via exogena de procesamienlo de anhigeno, despucs de ser degradados
a péptidos, son regnrziados Wl medio y son capaces de unise @ moldenkas deelase |
funcionalmente vaeias en b superficic de fa oéhisla presentadosa de antigeno. Bste mecanisma, poy
medio del cual, fos antigenos particulados que entran a la via fagocitica pueden ser presentados
a linfocitos T CDSY parcee ser muy ineficiente en el caso de las porinas, Probablemente,
compacta estruchuea fereiaria de la proteing y el hecho de que se encuentra cmbebida en T
membrana baeteriana, difteultn su degradacion enzinxitica. Siembargo, se by demostriado que
las porinas activan tinfocitos 1 CDA" cficientemente Los experimentos tendientes a evaliar la
capacidad de generar proteceion de Ta diferentes eepas hacterianas no son coneliyenies. Aundue
I tendeneii que se observa cuando se retd con b s 107 haeterias parcee indieat gue existe auior
profeceion cuando se immuniza cow Sadmonells ryphi CVDY0S o CVDIOSQMGPO, Tax
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