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RESUMEN
En el presente trabajo se reporta por primera vez la secuencia de nucleotidos y
aminoacidos, asi como, la prediccion de la estructura secundaria de OmpA de Salmonelia
gallinarum. Salmonella gallinarum, es el agente causal de la tifoidea aviar en las aves, es
un bacilo Gram negativo que presenta en su membrana externa proteinas que pueden ser
reguladés por diferentes condiciones ambientales. Con base en un estudio previo realizado
en nuestro laboratorio, se cultivd S. gallinarum, cepa FVB323, en caldo adicionado con
30% de suero sanguineo (CNS) de aves libres de patogenos especificos (SPF), se extrajeron
proteinas de la membrana externa (PME) y se observé una disminucion en la expresion de
una PME de 30 kDa en geles de poliacrilamida-SDS. Las proteinas se separaron en geles de
doble dimension, y se observé que era una proteina principal que disminuia su expresion en
CNS. Se secuencio6 el extremo amino de dicha proteina encontrandose 100% de identidad
con OmpA de S. gyphimurium, se disefiaron iniciadores para amplificar el gene. La
secuencia parcial del gene amplificado se compar6 en un banco de genes y se encontrd una
identidad de 96 y 95% en nucledtidos y aminoacidos, respectivamente, con ompA4 de S.
typhimurium. Se concluye que la proteina que disminﬁye su expresion en CNS, de acuerdo
a su perfil electroforético en geles de una y dos dimensiones, secuencia amino terminal y

secuencia nucledtidica es OmpA de S. gallinarum.



SUMMARY

The present work reports for the first time the nucleotide and amino acid sequences, as
well és, the putative secondary structure of Salmonella gallinarum OmpA. Salmonella
gallinarum, is the causal agent of fowl typhoid, it is a Gram negative bacillus that presents
in its external membrane proteins that can be regulated by different environmental
conditions. Preliminary data from our laboratory, showed a decrease in the expression of a
30 kDa OMP. This protein was separated in double dimension gels, and it was observed as
a main protein that diminished its expression in nutritional broth added with 30% of
sanguineous serum (NBS). The amino terminal secuence of the protein showed an identity
with S. typhimurium OmpA primers that amplify the gene. A Geﬁbank sequence database
search recognized a 96% and 95% identity of the partial secuence with S. typhimurium
OmpA, in nucleotides and amino acids respectively. Our fesults suggest that the protein
that diminishes its expression in NBS, according to its electroforetic profile on one and two

dimension gels, amino terminal and nucleotide sequences is S. Typhimurium OmpA.



INTRODUCCION

Salmonella gallinarum infecta de manera especifica a la mayoria de las aves domésticas
ocasionando una enfermedad septicémica denominada tifoidea aviar (TA), la cual puede ser
de curso agudo a cronico. La TA tiene dos vias de transmisién, la vertical o transovarica,
que se presenta cuando Salmonella gallinarum coloniza ovarios de aves reproductoras y los
pollos nacen infectados y la via horizontal que es de ave a ave, por material contaminado y
por transmision mecanica de ratones, aves silvestres y moscas.’’ Los s1gnos que presentan
las aves infectadas van a depender de la edad a la cual se infecten, En la forma transovarica
los pollitos nacen moribundos o mueren antes de nacer, presentan pobre desarrollo,
somnolencia, inapetencia; en aves adultas se presenta disminucién de la postura, del
consumo de alimento, fiebre, diarrea verde amarillenta, debilidad, crestas y barbillas
palidas debido a anemia hemolitica, empastamiento fecal, y plumas erizadas.®” Las lesiones
que presentan las aves son aumento de volumen de bazo e higado, con necrosis multifocal,
nédulos blanquecinos en corazén, molleja y pulmones, placas blanquecinas con
engrosamiento de la mucosa intestinal, hemorragias intestinales, peritonitis, pericarditis y
congestion renal. En pollitos muertos se observa retencién y descomposicion del saco
vitelino, mientras que en gallinas reproductoras se | presentan foliculos ovaricos
hemorragicos, deformes y pendulosos.67 El periodo de incubacion de la TA es de 4 a 5 dias,
la muerte sobreviene de 4 a 10 dias a partir de que inicia la enfermedad. [.a TA causa una
mortalidad que va de 5 a 10 %, lo cual va a depender de la virulencia de la cepa bacteriana,
la edad de las aves, sensibilidad de las mismas, la linca genética y tipo de ave ya que se ha
comprobado que las lineas pesadas son mads susceptibles a contraer la enfermedad que las
lineas ligeras. Asi mismo, las hembras son mas sensibles que los machos, lo cual
probablemente se debe a que en las hembras Sa/monellu produce foliculitis en ovarios y se

elimina por medio de esta via.>®

IMPORTANCIA ECONOMICA

La TA es de distribucién mundial, aunque en paises desarrollados como Canada, EUA y
paises de Europa se presenta una baja incidencia, mientras que en los paises de
Latinoamérica y Africa la incidencia es mayor.®” A nivel mundial, México ocupa el cuarto

lugar en produccion de huevo y pollo, ésto refleja la importancia de la industria avicola en



nuestro pais, ya que representa el sector pecuario que produce la proteina de origen animal
de mas bajo costo y en consecuencia de mayor acceso para la poblacién mas desprotegida
economicamente. Los estados con mayor participacion en la produccién de huevo en 1999
fueron Jalisco, Puebla, Sonora, Nuevo Ledn y la region de la Laguna. Mientras que la
produccion de pollo, en ese mismo afio fueron Guanajuato, la region de la Laguna, Jalisco,
Veracruz y Querétaro; los estados con mayor produccion de guajolote en 1999 fueron
Chihuahua y Sonofa. En ese mismo afio la avicultura nacional represent6 el 59.60% de la
produccion pecuaria siendo un 29.36% destinado a producir pollo, 20.06% a la produccion
de huevo y 0.17% a la produccion de guajolote. La parvada nacional en 1999 fue de
336°641,463 de aves, constituida por progenitoras, reproductoras y crianza, pollo de
engorda y guajolote. En ese mismo afio, la produccion de huevo fue de 1°825,521 fon, pollo
1°782,901 ton y guajolote 10,400 ton, representando un valor en millones de pesos de
$11,865.886 para huevo, $19,611.911 para pollo y $234.000 para guajolote. El consumo
per capita, fue de 18.6 Kg. de huevo, 18.2 Kg. de pollo y 2.0 Kg. de gugjolote.'™ En
México la TA ha ocasionado grandes pérdidas econdmicas en la avicultura, por ejemplo,
Mosqueda® en 1984, reporté pérdidas anuales por $3,573 millones, en pollo de engorda.
En otro estudio, en 1987, Ramirez” reporté $80,000 millones en pérdidas por TA en
gallinas reproductoras pesadas. Recientemente no hay reportes al respecto, a pesar de que

existen brotes sin reporte oficial (experiencia de este laboratorio).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Salmonella gallinarum es un bacilo Gram negativo de aproximadamente 4 um de largo y
1.5 um de didmetro, posee ¢l antigeno “O” somdtico 1. 9 y 12, es aerébio o anaerobio
facultativo, se pueden encontrar en pares, no forman esporas, no presentan antigeno

1.7 Esta ultima

capsular Vi y tampoco antigeno flagelar H, por lo que se considera inmovi
caracteristica actualmente es controversial puesto que Holl y Chaubal,’’ en 1997,
descubrieron que la motilidad puede ser inducida en Salmonella pullorum bajo ciertas
condiciones de medios de cultivo; Lazo ef al.*® reportaron que Salmonella gallinarum con
las mismas condiciones de cultivo, presentaron un crecimiento muy parecido al de

Salmonella enteritidis 1a cual es movil. Salmonella presenta una envoltura celular,



constituida por una membrana externa (ME), una membrana interna y una capa intermedia

de peptidoglicano. El espesor de cada capa es de aproximadamente 7.5 nm.*®

MEMBRANA EXTERNA
La ME (Figura 1) en las bacterias Gram negativas que habitan el tracto digestivo de los
animales tiene una gran importancia fisiolégica, ya que contribuye a la resistencia contra

las defensas del huésped como son lisozima, B-lisina y a varias proteinas leucociticas.>®

Proteina cotalizadora
de difusion facilitoda ..

Omp A

Lipopolisacaridg

Trimeros
de poring

Lipoproteina Fosfolipido Peptidoglicano

FIGURA 1. Esquema de la membrana externa de bacterias Gram negafivas.
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La ME le confiere a la célula bacteriana una superficie altamente hidrofilica, que es
importante para evadir la fagocitosis, a algunos componentes del Complemento y le
permite a la bacteria alterar la constitucién antigénica de su superficie y de esta manera
. . . ¢ 58

evita el ataque del sistema inmune especifico.

Asi mismo, la ME es una proteccion contra la accién emulsificante de las sales biliares y
degradacién por enzimas digestivas. En determinado momento la ME le confiere al
microorganismo resistencia contra antimicrobianos como son macrdlidos, novobiocina,

rifampicina, lincomicina, clindamicina y ac. fusidico.”

COMPOSICION QUIMICA DE LA ME \

FOSFOLIPIDOS: La composicion de los fosfolipidos de la ME es muy similares a la de la
membrana citoplasmatica, con un escaso pero significativo enriquecimiento de
fosfatidiletanolamina en S. {yphimurium, poca cantidad de fosfatidilglicerol y muy poca

cantidad de cardiolipina.®’

LIPOPOLISACARIDO (L.PS). Ef LS presenta tres partes, una region lipidica que incluye
al lipido A, que es responsablc de la actividad endotéxica del LPS y se orienta hacia la zona
hidrofobica de la ME; el nucleo o core y la region polisacaridica formada por la cadena
“0”5% Esta ultima region cs la que serotifica a las. bacterias.”’ La expresion de las
moléculas de LPS en toda la bacteria es de 3.4 X10.°® En Salmonella, el LPS tiene varias
funciones, el establecimiento de la enfermedad en el huésped, proteger a la bacteria de la
muerte por suero, asi como del ambiente hostil del fagolisosoma e inducir la produccion de
citocinas.” - 1%

Existe una fuerte interaccion entre proteinas y LPS que se ha demostrado por la persistencia
del LPS en la purificacion de proteinas. Yamada y Mizushima,'"” encontraron que cuando
el complejo LPS-proteina se calentaba a 100 °C con SDS, se disociaba el LPS de la
proteina y la porina perdia su configuracion nativa, por lo que sugirieron que la
conformacién nartiva de la proteina es necesaria para absorber el LPS.*® Asi mismo,
Schindler y Rosenbusch;®' reportaron que las porinas libres de LPS se insertaban dentro de
una bicapa de fosfatidilcolina pero no formaban poros estables, concluyendo que se

requiere la presencia de LPS en las proteinas para presentar canales funcionales. Se ha



demostrado en E. coli K-12 que la union LPS/OmpA (Outer membrane protein A) actia
como receptor del fago Tull, puesto que si se aisla la proteina sola, disuelta en

10.87 A si mismo se

amortiguador de bicarbonato y Triton X-100, no puede inactivar al fago.
sabe que OmpA es necesaria como mediador en la conjugacion, cuando se purifica la
proteina se inhibe la conjugacion siempre que esté unida a LPS.2 ' El LPS también

protege a OmpA de la degradacion de enzimas proteoliticas.88

PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA (PME). Constituyen el 47% del total de la
ME, con base en el niimero de copias que existen por célula se clasifican en principales y
menores. Dentro de las proteinas principales se encuentra la lipoproteina mureina con un
peso molecular de 7,200 daltones. Existen 7 x 10° copias por célula y una tercera parte de la-
poblacién se une de manera covalente al peptidoglicano a través del grupo g-amino de la
terminacion carboxilo de la lisina, mientras que el resto de las proteinas se encuentran
libres.>' La funcién de esta proteina es estructural ya que estabiliza la arquitectura del
complejo ME»—PeptidI’oglicano.58 Otro grupo impdrtante de proteinas mayoritarias son las
porinas, que se expresan aproximadamente de 10° moléculas por célula’ 2 En E. coliy S.
typhimurium pueden representar el 2% del total de proteinas de la célula.®® Las porinas
principales presentan una aita homologia entre su secuencia primaria de aminoacidos,
tienen un peso molecular similar y sus subunidades monoméricas presentan un peso
molecular de alrededor de 35 kDa.*® Asi mismo, presentan reaccion inmunolégica cruzada
y forman poros de difusion pasiva de diametro similar.*’ Las porinas se conforman por
trimeros y cada subunidad produce un canal, por lo tanto, el trimero va a presentar tres
canales. Los polipeptidos de cada subunidad atraviesan la membrana en 16 laminas-$
antiparalelas, formando una barrera-p estructural alrededor y a lo largo dei poro. Las
laminas-f presentan una inclinacion de 30 a 60° con relacion al eje del trimero.” Las asas
de las porinas son corfas de uno a cuatro residuos en la parte que tiene contacto con el
espacio periplasmico, pero con frecuencia son largas en la parte que tiene contacto con el
exterior.”” Asi mismo, Jas asas muestran una gran variabilidad en la secuencia con respecto
a otra§ bacterias entéricas. Muchas asas contienen un gran nimero de cargas que ¢n su
mayoria son 4cidos, residuos de amino 4cidos, los cuales interactuan fuertemente con las

cargas negativas de los grupos de LPS. El diametro del poro estd determinado por el
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plegamiento de las tres asas externas dentro del lumen de la barrera-B.59 El poro presenta la
propiedad de discriminar solutos que se influencian en gran medida en el ihterplegamiento
del asa, mejor dicho por las dimensiones de la barrera-B.59 Los poros o canales presentan un
diametro en la entrada y una pequefia disminucién del mismo en la parte central, que
permite excluir solutos grandes, mientras que disminuye la friccion entre los solutos y las
paredes del poro.”® Estas pequefias moléculas pueden difundirse a través de la ME con un
alto porcentaje.” El centro de los trimeros en la region intersubunidad es completamente
hidrofobica.” Schulz® sugiere que esta caracteristica puede ser importante en el
ensamblaje y plegamiento de los trimeros de porinas. Las porinas mas estudiadas son
OmpF, OmpC, PhoE.>" *? Otras bacterias presentan porinas adicionales, por ejemplo S.
typhzmurmm LT2 expresa OmpD, E. coli posee una proteina llamada 2 o Lc, que es
codificada por un profago; en el genoma de cepas de E. coli K-12 que presentan defecto en
el profago contienen el gene nmpC que codifica para una porina;’ asi mismo, en E. coli K-
12 se ha encontrado una porina llamada OmpG;50 OmpT es una serin- proteasa de ME,
tiene un peso molecular de 180 kDa presenta alta especificidad por sitios dibasicos y fa
presentan difcrentes bacterias,”® es una enzima muy similar a la otra proteasa de E. coli
OmpP;* y cepas de E. coli capsuladas presentan la proteina K.

Otro grupo de PME son las proteinas que participan en el proceso de difusion especifica
involucradas en la difusion transmembranal de grupos especificos de solutos, a este grupo
pertenecen las siguientes proteinas: LamB de E. coli, que se considera una proteina
trimérica, estructuralmente presenta laminas B, esta proteina es receptora del fago A y esta
involucrada en el paso de maltosa y maltodextrinas a través de la ME, S. typhimurium
siendo .insensible al fago lambda, pero se ha reportado una PME similar a LamB.* La
proteina Tsx es receptor del fago T6, y estd involucrada en el transporte de nucledsidos.*
En E coli se encuentra la proteina ScrY, que estd en un plasmido y forma canales
especificos para sacarosa.”” BtuB es una proteina involucrada en el paso de vitamina By, y
requiere de la presencia de TonB, una proteina anclada en la membrana citoplasz’ltic:en.69
La proieina Cir, con un peso molecular (PM) de 69 kDa es receptora de las colicinas 1y V,
permit:e el transporte de catecoles. lutA, una proteina de 74 kDa, es receptora de colicina
DF13, tiene la funcién de transportar Fe’* aerobactina y FhuE es otra proteina que

transpbrta Fe** coprogeno. La proteina FhuA es receptor de los fagos T1,T5 y ¢80 y de la



colicina M, estd involucrada en el paso de ferricromo. FecA es una proteina que funciona
como transporte de dicitrato férrico. La proteina FepA involucrada en el paso de Fe'*
enterobactina. La proteina Fiu funciona como paso de catecoles y la proteina FadL es una

. .. 9
mediadora de acidos grasos.”

Por tltimo, el grupo de proteinas estructurales que dan la estabilidad a la ME, dentro de

este grupo se ha circunscrito a OmpA.

La proteina OmpA es una de las mas abundantes en la ME, se encuentran 10° moléculas
por célula, es altamente conservada a través de la evolucion, en Escherichia coli y
Salmonella typhimurium'® presenta un peso molecular de 35 kDa, se le considera
modificable por el calor ya que la migracion de OmpA en geles de poliacrilamida-SDS
decrece cuando la muestra es calentada, este comportamiento se observa en proteinas que
no son facilmente desnatufalizadas por SDS,*? probablemente porque el SDS simula al LPS
ya que ambos tienen carga negativa;sq OmpA es una proteina rica en laminas beta al igual
que las porinas.”® Sus 325 aminoacidos atraviesan la membrana 16 veces en laminas B
antiparalelas y presenta 8 asas expuestas a la superficie.”’ OmpA en la bacteria puede ser
parcialmente degradada por proteasas, tales como tripsina y proteinasa, generando
fragmentos de 24 y 19 kDa, respectivameﬁte.m Esta proteina es multifuncional, sirve como
receptor de fagos,'® mediador en la conjugacién dependiente del factor F,' también
presenta la funcién de estabilizar la forma de la bacteria.®”? Se ha sugerido que OmpA
funciona en el transporte de aminoacidos.** Se ha reportado que mutantes en OmpA de S.
typhimurium muestran una permeabilidad alterada para cefaloridina.*® OmpA es
considerada una proteina estructural de la ME, en su estado nativo es un mondmero que se
consideraba sin poros, sin embargo se ha reportado que al trabajar con OmpA en una bicapa
lipidica, se observo que la proteina era capaz de formar canales de difusién para pequerios
solutos.”” En 1993, Saint et al’’ midieron el tamaiio del poro, ¢l cual es de 4.5 a 6 nm de
largo y de 0.6 2 0.7 nm de diametro; Sugawara y Nikaido,?’ en 1994, reportan que solo una
pequefia fraccion de los canales que forma OmpA se presentan abiertos, el porcentaje
aproximado es de 2 a 3 % y permiten la difusién de L-arabinosa comparable con los canales
que fqnna OmpF. En 1998 Pautsch y Schulz®® determinaron la estrutura del dominio

transmembranal de OmpA de Escherichia coli (Figura 2) por medio de difraccion de rayos
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X, el dominio consiste de 171 aminoacidos que presentan cuatro asas extracelulares y
pequeﬁos: giros que corresponden a la esiructura de las porinas, las asas extracelulares son
moviles lo cual le confiere una medida de proteccién contra el sistema inmune o contra la
entrada de fagos. El interior de la barrera es polar y contiene un puente de hidrégeno
intricado, incluye diferentes puentes de sales y diferentes cavidades llenas de agua, pero no
encuentran que exista paso de agua o iones, por lo que suguieren que la actividad de
formadora de poros reportada por anteriores investigadores puedo ser causada por
fracciones de moléculas que asumieron una conformacién no nativa. ‘

Las proteinas menores de la ME se encuentran en un momento especifico del ciclo celular,
como es el caso de la proteina G de 15 kDa que esté asociada a la elongacion de la pared
celular, existe otra proteina de 80 kDa que se le a involucrado en la iniciacion de la sintesis
de ADN.* En E. coli se encuentra TolC de 50 kDa involucrada en la entrada de colicinas' "
y se ha encontrado que funciona como canal exportador de hemolisina.'"' También se
encuentran en la ME otras proteinas como enzimas, por ejemplo la fosfolipasa Al y
proteasas. Fernandez-Mora ef al., '> en 1995 reportaron el aislamiento y caracterizacion de
OmpS1, que se encuentra presente en niveles bajos en Salmonella typhi y solo es posible la

expresion de altos niveles del gene en condiciones extremas.



FIGURA 2. Cristalizacion de OmpA de Escherichia coli Tomado de Pautsch A, y Schulz
GE®.
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REGULACION DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
Algunas proteinas de la membrana externa (PME) son expresadas por cambios ambientales,

que da como resultado variaciones en el fenotipo celular.” Por lo tanto la ME de la bacteria
que se adapta y niultiplica en las condiciones hostiles del huésped, va a diferir de la ME de
una bacteria cultivada en un medio estandar de laboratorio. En estudios realizados con
Campylobacter jejuni, se demostré que hay PME que se expresan solo durante el
crecimiento del microorganismo in vivo en asas ileales de conejo, que estimulan una
respuesta inmune en humanos.* La expresion de algunas porinas se pueden regulaf por’
condiciones ambientales como osmolaridad, atmosfera, temperatura, nutrimentos
especificos y pH.100 La osmolaridad del medio de cultivo regula la expresion de las porinas
OmpF y OmpC. En E. coli ompC, es expresado en un medio con alta osmolaridad y es
reprimido en un medio con baja osmolaridad, en contraste, ompF es expresado en un medio
con baja osmolaridad y es reprimido en un medio de alta osmolaridad.'®™ 7" Asi mismo, la
atmésfefa del cultivo influye en la expresién de dichas proteinas, se ha reportado que ompC'
de E. coli reprime su expresion cuando es cultivada en un medio de baja osmolaridad y en
aereacié'n'constante, en cambio, aumenta su expresion cuando la bacteria es cultivada en
anaerobiosis; en contraste ompF no es afectado por los cambios de oxigeno. En adicion
OmpC de S. typhimurium muestra un comportamiento en anaerobiosis, similar al de OmpC
de E. Coli®® OmpC de Salmonella typhi es fre(.uentemente expresada en un medio de
cultivo de alta y baja osmolaridad.”' La sintesis de dlchas proteinas es regulada en respuesta
a la osmolaridad del medio, por los productos de los genes ompR y envZ.*® EnvZ es un
componente sensor de membrana interna que comunica informacion ambiental a OmpR,
que es un regulador trancripsional de ompC'y de ompF B

Se han realizado estudios con respecto a la represion de OmpF en respuesta a un
incremento en la temperatura, y se ha encontrado que es a nivel post-transcripsional por el
ARN de micF, localizado inmediatamente corriente arriba de ompC y es transcrito en
direccién opuesta. Asi mismo, se ha reportado que los 93 nucleotidos del ARN de micF
forman un complejo duplex estable con la region de unién a ribosoma del ARNm de ompF,
y de est?a manera inhiben la traduccion de ompF. La funcién de micF en la osmoregulacién
de ompJ;F‘ no es muy claro, ya que aunque el nivel de ARN de micF se incrementa cinco
veces e:n alta osmolaridad, la eliminaciéon de micF no altera de manera significativa los

niveles de OmpF en osmolaridad baja y alta. Estudios de la cinética de expresion de OmpF



|

indican que micF funciona como un sistema de ajuste fino para un mayor control osmético
de ompF mediado por EnvZ y OmpR.!" 7

Existen reportes de diferentes factores que afectan la expresién de las porinas por ejemplo
se ha observado que cepas mutantes que carecen de oligosicarido derivado de membrana
(MDO); producen expresion de porinas aberrantes en medios de concentraciones
extremadamente bajas de iones.”” Asi mismo, agentes toxicos como el etanol, acidos
débiles, antibidticos y condiciones ambientales de estrés oxidativo, aumentan la sintesis de
MicF y decrecen la expresion de OmpF. Los niveles de ARN de micF se incrementan 17
veces con etanol y mas de 10 veces en estrés oxidativo.'" *? En estudios utilizando la fusién
del operon micF-lacZ+ se indica que en presencia de 4cidos débiles se induce la
transcripcion 3 a 4 veces de micF.™

También se ha observado que proteinas de unién a ADN influyen en la expresién de micF,
Asi mismo, se reporta que OmpR controla la expresion de mi&F de una manera similar a la
regulacion de ompC.'’ Se¢ ha observado que los acidos débiles y los antibioticos
incrementan los niveles de MarA y esta proteina unida al promotor micF activa la
transcripcién de micF .» La proteina SoxS que se une a ADN se c¢leva en respuesta al estrés
oxidativo SoxS también sec une al promotor de micF y activa la transcripcién.*!
Recientemente se ha reportado una proteina Rob y se sugiere que actua igual que las

anteriores.'

Ferrario et al.'®

utilizando fusion de ompC-lacZ+ y fusién de micF”-lacZ+, demostraron
que uné. mutacion nula de /rp causa un incremento de dos veces la transcripéién de ompC'y
mick,no viéndose afectada la transcripcion de ompF.

Se ha propuesto que RpoS puede regular de manera negativa a ompF por un mecanismo
que involucre a MicF." La fase estacionaria y la fase de entrada y la alta osmolaridad se
asocian al incremento de los niveles de RpoS.*® RpoS es requerido para la fase estacionaria,
participa en la regulacion negativa de ompF, pero no se requiere para la represion de ompF
en alta osmolaridad.”

Se ha teportado que lesiones en OsmZ (proteina similar a histona) exhiben alteraciones en
el enrrollamiento de ADN y la expresion de ompF decrece, mientras que la de omp(C se
incrementa.”? Estudios recientes muestran que si hns (gene que codifica para OsmZ) se

lesiona, aumentan los niveles de RpoS.?
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Se ha prlopuesto que el factor de integracion del huésped (IHF) se une al promotor de ompF
y facilit;i la formacién de un asa represora de ADN.”® Asi mismo, los IHF gjercen un
contro] negativo en la regién del promotor de ompC y a la vez envZ.?® Huang et al® en
1992 re;ﬁorté que ¢l complejo cAMP-CAP (proteina activador de catabolitos) es capaz de

afectar la expresion del promotor ompR/envZ.

Otras porinas son inducidas en ciertas condiciones de crecimiento, por ejemplo, en algunas
enterobacterias y otras bacterias Gram negativas, si se limita fésforo, se induce la expresion
de la proteina PhoE, que forma canales selectivos para aniones.®® También la proteina P de
la ME de Pseudomona aeruginosa se induce por las mismas condiciones.?® Las proteinas
LamB de E. coli y S. typhimurium son parte del regulén mal que esta involucrado en la
permeabilidad de azicares en la ME.® La proteina D1 de P. aeruginosa se induce al
adicionar glucosa al medio de cultivo.*
Martinez Flores ef al.* *® demuestran que la regulaciéon de OmpC y OmpF de Salmonella
typhi es dependiente de OmpR/EnvZ igual que en E. coli, pero con algunas diferencias, ya
que observan que en S. fyphi la expresion no varia a lo largo de la curva de creciemiento,
como ocurre en E. coli. Asi mismo, encontraron que al remover ¢l gene ompC u ompFde S.
typhi, la expresion del gene codificante para la otra porina mayoritaria no se modificaba,
como ocurre en £ coli. Por lo que concluyen que la carencia de osmorregulacion en la
expresion de ompC de S. 1yphi, es independiente de las diferencias en la region reguladora
del gene ompC.
Jin ¢ Inouye,® en 1995, reportan tres genes presentes en plasmidos multicopias que afectan
la expresion de ompF y ompC. Los genes encontrados son secB el cual bloquea ompC e
inhibe la expresion de ompF; el gene gcvA que es regulador transcripciorial para el oper6n
"gveA, dicho gene bloquea la expresion de ompF en alta osmolaridad y aumenta la
expresion de ompC en baja osmolaridad; otro gene que identifican es rbsR el cual es
represor del operon rbs, bloguea la expresion de ompF en alta y baja osmolaridad y
aumenfa la expresion de ompC en baja osmolaridad.
Contrei'as et al’ utilizando la fusién de ompC-lacZ en E. coli demuestran que en la
osmolaridad a la cual se induce la maxima expresion de OmpC en S. fyphi es a 0.16 osmM,

lo cual es diferente en E. coli donde la maxima expresion de OmpC se da a 0.7 osmM. Asi



mismo, reportan que la expresion de OmpF es reprimida por anaerobiosis en E. coli y
S. typhi. También observan una diferencia dependiendo de la temperatura en la expresion
de ompF, en S. typhi se induce la expresion de ompl a una temperatura de 30 a 37 °C, y en
E. coli se observa el efecto diferente.

Liu y Ferenci® al trabajar con E. coli en diferentes condiciones de nutrimentos, mencionan
que OmpC incrementa su expresion cuando existe limitacién de glucosa, en cambio Ompt”
disminuye su expresion. También encuentran que OmpF responde mas a la limitacién de

nutrimentos que la osmolaridad del medio.

IMPORTANCIA INMUNOLOGICA DE LAS PORINAS

En estudios anteriores con PME se ha demostrado su importancia en la respuesta inmune
humoral. Calderén et al,’ en 1986, encontraron que anticuerpos séricos de humanos
infectados con S. #yphi eran capaces de ‘rcconocer a las PME. Isibasi e al.,’® en 1988 y
Udhayakumar y Muthukkarupan,'® en 1987, coinciden en observar que las PME de S.
fyphi y S. typhimurium respectivamente, cran capaces de inducir proteccion inmunitaria en
el raton. También se han referido diferentes funciones de algunas porinas en la
patogenicidad, y ser las responsables de inducir efectos inflamatorios, liberacion de
citocinas, activacion del Complemento, dafio renal y cardiovascular.'” ' Verdugo-

y 1 109
Rodriguez et al.,'% '*

en 1993, desarrollaron una prueba indirecta de ELISA para detectar
anticuerpos en suero dirigidos contra preparaciones de PME de S. fyphi como antigeno de
captura. Kim et al.’’ detectaron por medio de la técnica de ELISA PME de S. enteritidis en
suero de pollos infectados con la bacteria. Vizquez et al.,'® en 1993 utilizando PME de S,
gallinarum disefiaron y estandarizaron un inmunoensayo enzimatico para diagnosticar TA.,

1,%® en 1998, inoculan Salmonella typhimurium a ratones via oral y producen

Galdiero et a
una proteccién contra una segunda inoculacién intraperitoneal, ya que obtienen un titulo
alto de anticuerpos antiporina con actividad bactericida. Posteriormente reestimulan, in
vitro ? células CD4+ con una baja concentraciéon de porinas y observan que secretan
interféron—y y liberan grandes cantidades de interleucina-4

Existen trabajos en Neisseria donde observan que las PME son importantes inmunogenos.

! 89

Simpson ef a en 1999, caracterizan la respuesta de células T anti porinas (porina [ o

Por), reportan un incremento significativo en la produccién de interleucina 4 Por especifica



y linfocitos T cooperadores en pacientes con enfermedad gonococal en contraste con los
controles normales. Una parte de los linfocitos T pueden encontrarse en sangre periférica y
por lo tanto en la superficie de mucosas. Peeters ef al® demuestran que la proteina de
membrana externa de Neisseria meningitidis PorA-complejo de estimulacion imnune
inducia cuatro veces los titulos de IgGl en ratones cuando los comparaban con
preparaciones de PorA en vesiculas. Concluyen que la conformacion y presentacion de Por-
A es importante para la induccion de anticuerpos capaces de matar a Neisseria. Ram et

al.,74

en 1999, reportan que PorlA y PorlB de Neisseria meningitidis grupo B, pueden
regular la via clasica del Complemento al unirse a la proteina C4b. En PorlA es a través de
la primer asa y en el caso de PorlB es por medio de otra asa.

Brennan ef al.,® en 1999, trabajan con Pseudomonas aeruginosa utilizando epitopes de la
proteina de membrana externa F expresados en el virus del mosaico. La quimera del virus
fue capaz de inducir opsoninas especificas IgG,, cuando se inoculaba a ratones. Por lo cual
ellos sugieren que se pudiera aplicar como vacuna contra P. aeruginosa.

Sethi et al,® en 1995, analizan anticuerpos de suero de humanos y observaron que la

respuesta inmune va dirigida contra una proteina minoritaria de membrana externa de 84

kDa de Moraxella catarrhalis.

Salmonella gallinarum se disemina por via sanguinea a casi todos los 6rganos del ave,*’ por
lo que va a estar expuesta a factores bactericidas presentes en el suero sanguineo como
anticuerpos, proteinas del sistema del Complemento, células fagociticas y células T. El
sistema del Complemento esta constituido por aproximadilmente 15 proteinas diferentes,
que tienen actividad bactericida. Ademas activan sistemas humorales y celulares, causando
inflamacion, liberacion de histamina de células cebadas, migracion de leucocitos, fagocitos
y liberacion de sustancias por parte de macrofagos y linfocitos.” Se han reportado PME
llamadas Rck, que significa resistencia a la muerte por Complemento, las cuales son
codificadas por un gene que se encuentra en un plasmido de virulencia en S typhimurium, la
manera como actiian es previniendo la formacién e insercion del complejo C9.”° Weiser y
Gotschlich,'* en 1991 encuentran que OmpA de Escherichia coli K-1 contribuye a la
resistencia al suero y a la patogénesis de la bacteria, cuando hacen crecer a la bacteria en

cultivo con suero de humanos 50%, encuentran que es menor el crecimiento medido en
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unidadcs; formadoras de colonia, en las bacterias que estan mutadas en OmpA, asi mismo,
observan que las bacterias que tienen OmpA son mas virulentas al inocularlas en embrién
de pollo y ratén lactante, puesto que producen mas lesiones que las cepas mutadas en
OmpA. Hellman e/ al,*® en 2000 encuentran la liberacién de tres PME OmpA, PAL, MLP
de E. coli en medio que contenia suero de humano, en sus resultados encuentran que
cuando la bacteria es incubada en el medio control con ampicilina en ausencia de suero de
humano; no existia la liberacidon, io que les indica que los factores del suero son
importantes en la liberacion de las PME.

Los estudios de PME de bacterias patégenas, que se expresan durante la infeccion natural
en los tejidos y fluidos del huésped, permiten conocer ciertos elementos involucrados en la
patogénesis de las enfermedades y pueden presentar un valor diagnéstico, por lo que las
PME pueden ser utilizadas en el disefio de técnicas de diagndstico especifico, asi como en
la elaboracién de inmunégenos.

Dada la importancia de la TA en cuanto a pérdidas econémicas para la avicultura mexicana,
en 1994 se implement6 la Norma Oficial- Mexicana'® NOM-005-ZOO 1993, Campaiia
Nacional Contra la Salmonelosis Aviar; sin embargo, existe un pobre desarrollo en el
disefio de técnicas de diagnostico temprano en la infeccion, asi como en el desarrollo de
vacunas que comprendan inmunédgenos adecuados para el control y erradicacién de la

salmonelosis.

ANTECEDENTES

En Salmonella gallinarum cultivada en caldo nutritivo adicionado con suero obtenido de
aves libres de patogenos especificos (SPF), disminuye la expresion de una proteina de 30
kDa. |

Mediante ELISA se ha demostrado que la PME de 30 kDa es reconocida especificamente
por sueros de aves SPF infectadas con S. gallinarum FVB323, en contraste, los sueros de
los grupos de aves SPF no infectadas, preinmunes, o vacunadas con §. gallinarum cepa 9R
e infectadas con S. enteritidis fagotipo 4, los cuales no reconocieron a dicha PME.*

Por lo anterior, la proteina de 30 kDa podria ser considerada como un proBable factor de
Sobre\;?ivencia o de virulencia o asociado a enfermedad. Los datos anteriores suguieren que

es una proteina que induce una respuesta humoral capaz de discriminar entre grupos de



aves exphestas al mismo o a diferentes microorganismos, lo cual hace relevante conocer la
secuencia nucleotidica del gene que la codifica. Se deben considerar estudios adicionales
necesarios para determinar fa utilidad de la proteina de 30 kDa como un antigeno
importante en el diagnostico de la TA. |

El gene que codifica para dicha PME de 30 kDa, una vez secuenciado, clonado y expresado
en cantidades suficientes, puede ser utilizado en el disefio de métodos de diagnostico, o
bien en estudios como inmunoégeno. Posteriormente, por mutagér_lesis dirigida, se pueden
evaluar las mutantes en estudios de invasion a celulas no fagociticas, asi- como su
citotoxicidad en macréfagos.

" Estos estudios pueden ser una base para conocer la funcién de PME similares en

. . . . . A rJ
infecciones por otras especies de Sa/monella en otros huéspedes incluyendo al humano.



OBIJETIVO
Identificacion del gene que codifica para una proteina de membrana externa de 30 kDa de

Salmonella gallinarum cepa FVB323,

Objetivos especificos:

Purificacion de la PME de 30 kDa de Salmonella gallinarum
Secuenciacion amino terminal de la PME de 30 kDa de Salmonelia gallinarum

Utilizar la secuencia amino terminal de la PME de 30 kDa de Salmonella gallinarum, para
disefiar iniciadores que se utilizardn en la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa

(PCR), para amplificar el gene que codifica esta proteina.
Obtencién y secuenciacion del fragmento amplificado mediante la técnica de PCR.

HIPOTESIS
Salmonella gallinarum posee un gene que codifica para una PME de 30 kDa de la familia

de las porinas que se regula por la presencia del Complemento.

HIPOTESIS ALTERNATIVA
Son otras proteinas las reguladas por la presencia de Complemento que interactuan con la

region reguladora del gene que codifica para la PME de 30 kDa.



MATERIAL Y METODOS

CULTIVO DE LA BACTERIA

Salmonella gallinarum cepa FVB323 se cultivé en 10 ml de caldo nutritivo “A” (CN) y se
incubé toda la noche a 37°C a 200 revoluciones por minuto (rpm)°, después de la
incubacion se tomaron 400 pl del caldo para inocular 10 ml de CN y se incubaron® 4 h a 37
°Ca 206 rpm®. Al término de este tiempo, se tomaron 200 pi del cultivo y se inocularon en
30 ml de CN, en 30 ml de caldo nutritivo “A” adicionado con 30% de suero de pollos SPF
de 4 semanas de edad (CNS) y en 30 m! de caldo nutritivo “A” adicionado con 30% de

- suero de pollos SPF al cual se le sometid a 56°C por 30 minutos (min) para inactivar el

Complemento (CNSD). Los tres cultivos se incubaron 8 h a 37°C a 200 rpm®,

PURIFICACION DE LAS PME

La purificacion de las PME de S. gallinarum se realizdé por el método de Matsuyama, ef
al.¥’ con modificaciones propias. Los cultivos bacterianos se centrifugaron 15 min a4°Ca
6,000 rpm®, las célﬁlas bacterianas se lavaron con 20 ml de solucién de Na,HPO4 10 mM
pH 7.2, y se centrifugaron nuevamente a 15 min a 4°C a 6,000 rpm°, cada una de las
pastillas bacterianas se suspendieron en 10 ml de Na;HPO4 10 mM y se sonicaron® bajo las
siguientes constantes: 4°C, amplitud 50%, pulsos 2.5 segundos (seg) y descanso de 9.9 seg.,
las pastillas constanternente se mantuvieron en hielo; los ciclos de sonicacién se repitieron
hasta que la solucion clarific. Posteriormente, las muestras se centrifugarond 15 min. a 4°C
a 10,000 rpm el sobrenadante se ultracentrifugd 35 min. a 6°C a 40,000 rpnf, y las pastillas
que se obtuvieron se suspendieron cada una en 10 ml de solucién de 10 mM Na;HPO;4 con
2 % de tritén X-100 v se incubaron 45 min. a 37°C°. Este paso es bma separar las proteinas
so]ublés de las insolubles en ¢l detergente. Después de Ja incubacion se ulti’acentrifugaronf
35 min. a 6°C a 40,000 rpm°., y las pastillas que contenian las proteinas se suspendieron

cada una en 10 m! de una solucién 0.05 M tris, 5 mM de EDTA y 2% de tritén X-100, y se
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incubarc:m 10 min. a 23°C8. Se volvieron a ultracentrifugar 35 min a 6°C a 40,000 rpm°., y
las pastillas que se obtuvieron se suspendieron en 200 pl de solucién amortiguadora salina
fosfatada (PBS). Por ultimo, las pastillas se guardaron en congelacién a -70°C, hasta su

Uso.

CUANTIFICACION DE PME _

La cuantificacién de las PME se realiz6 por dos métodos el descrito por Bradford," y con
un paquete comercial conteniendo acido bicinconinico (BCA)". El primero es un método
colorimétrico que se basa en el uso del colorante azul brillante de Coomassie G250 el cual
tiene afinidad por Arginina de las proteinas, cuando se une el colorante con la proteina
cambia la conformacion de! colorante y forma un anillo ciclico, lo que va a provocar un
cambio en el color de la muestra, dicho cambio se puede leer a cierta longitud de onda, y la
unién se compara con una curva de diferentes cantidades de una proteina estandar que €s
albumma sérica bovina (BSA)

Se tomaron 30 pl de cada una de las muestras de PME de los cultivos CN, CNS y CNSD y
se les agregd 1ml de acido tricloroacético al 5%, se colocaron 10 min. en hielo, después se
centrifugaron’ 15 min. a 12,000 rpm. a 4°C, se desecho el sobrenadante y la pastilla se
suspendié en 200 ul de NaOH 0.4 N, se congelo la pastilla 30 min. a -70°C.
Posteriormente, la pastiila se descongeld y se realizé la cuantificacion por el método de
Bradford en una placa de ELISA, donde se colocaron, en la primer linea, 50 pl de NaOH y
50 ul de H,O que se utilizaron como blanco. La curva de BSA se elaboré realizando
diluciones dobles seriadas de BSA diluida en H;O y 50 pl de NaOH, en la placa de ELISA
se colocaron las diluciones por triplicado. De las muestras de PME se tomaron 50 pl de
cada una, se colocaron en la placa y se les agregaron 50 pl de H,O a cada una de las
muestras. A todos los pozos de la placa que tenian muestras se les agregaron 150 pl de
reactivo de Bradford. Se realizé la lectura de absorbancia de las muestras, .en un
espectrocolorimetro para placas de ELISA’, a una longitud de onda de 595 nm. Para

obtener la concentracién de proteinas, sé graficaron los valores de la curva de BSA y se
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compararon los valores de las muestras de PME con dicha curva para sacar un valor

aproximado de la concentracién de las mismas.
1

Para el! método del acido bicincininico se prepararon las muestras de proteinas de la
siguiente manera. En una placa de ELISA se colocaron 5 pi de muestra de proteinas y 95 pl
agua desionizada, de igual manera que en la técnica de Bradford se utilizo una curva de
diluciones de BSA, a todos los pozos se les agregaron 100 pl de reactivo comercial, la
placa se incubé toda la noche a 37°C® en obscuridad. La lectura se realizé posteriormente
utilizando una lectura de absorbancia de 595 nm y los valores sé graficaron para obtener el

valor de las muestras de proteinas.

SEPARACION  ELECTROFORETICA DE LAS PME BN  GELES
DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA-SDS

A las PME se les agregdé amortiguador de muestra en una concentracion 1:5, y
posteriormente se colocaren a ebullicion en agua por 3 min. Después se centrifugaron a
12,000 rpm unos segundos, el amortiguador de muestra contiene mercapto etanol el cual va
a romper los enlaces disulfuro de la proteina, lo que va a permitir que la proteina quede con
su estructura primaria, de esla manera las proteina pueden separarse a través de los poros
del gel de poliacrilamida.

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-
SDS, en donde la sepziracién de las proteinas se debe al peso molecular de las mismas y por
su movimiento a través de los poros de la matriz del gel de poliacrilamidd. Se prepard un
gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS al 12%, con 0.75 mm de grosor, la composicion
de los geles y de las soluciones amortiguadoras se elaboraron de acuerdo a la técnica de
Laemmli.>® Los geles ya polimerizados se colocaron en la cAmara de electroforesis* y se les
agregd solucién amortiguadora para la separacién de las proteinas, En los pozos del gel se
colocéron las muestras de PME de los diferentes cultivos de Salmonella gallinarum CN,
CNS y CNSD, a una concentracfén de 3 pg de proteina por pozo, para los geles que se

tefiirfan con plata y de 7 pg para los geles que se tefiirian con azul de Coomassie, en otro
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pozo se colocaron los marcadores de peso molecular (MPM)l comercial para la
comparacién de los pesos moleculares (PM) de las diferentes proteinas de las muestras. Los
geles se.sometieron a 50 V con una fuente de poder™ hasta que el colorante paso del gel
concentrador al gel separador y la corriente eléctrica se elevé a 100 volts. Cuando el
colorante comenzé a salir del gel se redujo el voltaje a 50 V y se dej6 durante 40 min

adicionales.

TINCION DE PLATA Y AZUL BRILLANTE DE COOMASSIE

Los geles de poliacrilamida que contenian las preparaciones de PME de Salmonella
gallinarum, se tifieron mediante tincidn de plata o tincion de azul brillante de Comassie.

La tincion de plata se realizo de la siguienté manera: el gel de poliacrilamida se dejo toda la
noche en solucién fijadora de tincidn de plata en un agitador orbital," posteriormente se le
realizaron 4 lavados, en agitacion con agua destilada de 30 min cada uno. Después de los
lavados se le coloco solucion de plata durante 30 min. en agitacion” y obscuridad, se retird
la tincién de plata y se realiz6 un lavado con agua destilada durante 10 seg en agitacion y se
deseché esta tltima solucién. Para revelar el gel se agregaron 100 ml de solucién
reveladora de plata y 55 pl de formaldchido. El gel se mantuvo en agitacion, cuando
aparecieron las bandas se detuvo la reaccion con 5 ml de 4cido citrico 2.3 M y se agit6 por
10 min. La solucién se deseché y el gel se lavé con agua destilada durante 30 min. en
agitacion, después de lo cual se le adiciono 30 ml de solucién estabilizadora.
Posteriormente, el gel se seco en papel celofan para conservarlo.

En la tincién de azul brillante de Coomassie, el gel se colocéd en solucién de azul de
Coomassie toda la noche en agitacion constante,” después se retir¢ Ia solucion y se agrego
solﬁcic’m destefiidora de Coomassie, realizando varios cambios hasta que las bandas fueron
visualizadas, se desecho la solucién y se lavéd el gel varias veces con agua destilada.

Posteriormente se secd el gel en papel celofén para su conservacion.

! Bio-Rad. Low-range standards
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TRANSFERENCIA DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA A MEMBRANAS DE
POLIVINIL DIFLUORURO (PVDF)°

Se prep;'m') un gel de polizricrilamida-SDSj al 12 %, de 0.75 mm de grosor y se dejo toda la
noche polimerizando dentro de una bolsa con humedad. A las muestras de PME de §.
gallinarum cultivada en CN, se le agregd amortiguador de muestra a una dilucion 1:5, se
incubaron 15 min a 37°C, se centrifugaron 5 seg a 6,000 rpm'. y se tomo el sobrenadante, a
cada pozo del gel se les colocaron 35 pl de muestra con una coﬁcentracién de 20 pg de
PME, en uno de los pozos se colocd MPM. El corrimiento del gel fue bajo las mismas
condiciones de los_ geles anteriores.

Se introdujo la membrana de PVDEF® durante 15 seg en metanol puro, se retird y se coloco
30 min en amortiguador de transferencia. El gel se coloco en el emparedado de la camara
de trasferencia®, para ser transferido en el siguiente orden, esponja, papel filtro, membrana
de PVDF, gel, papel filtro y esponja, se coloco todo lo anterior dentro de la camara de
transferencia y se le agregd amortiguador de Towbin frio, adicionado con 0.037% de SDS.
La camara de transferencia se colocé dentro de un recipiente que contenia hielo. La
transferencia se realizé a 100 Volts™ durante 1 h. Después se retiré la membrana y se tifio
con solucion de azul brillante de Coomassie sin acido acético por 30 min., posteriormente
se destifio la membrana con solucion destefiidora sin acido acético. Cuando aparecieron las
bandas se retiré de la solucion y se lavd por unos segundos con agua, la membrana de
PVDF que contenia las PME de S. gallinarum se coloco entre dos papeles filtro y se guardo
a 4°C.

SECUENCIACION AMINO TERMINAL DE LA PME DE 30 kDa DE Salmonella
gallinarum

La membrana de PVDF que contenia las PME de Salmonella gallinarum se introdujo en un

secuenciador automatico’. Lo anterior fue llevado a cabo por el Dr. Mendoza, experto en

el area en el Depto. de Bioquimica, de la Fac. de Medicina de la UNAM para obtener la

secuencia amino de la proteina por medio de la reaccion de Edman. '

] , -
° Bio-Rad

P Bio-Rad. Mod Mini Trans-Blot Transfer Cell

1 Beckma. Mod LF300



GELES DE DOBLE DIMENSION

1°% en 1975 y consiste en la separacién de las proteinas

Est4 técnica fue descrita por.Q Farrel
con base en su punto isoelectrico y PM.

Los tubos capilares se llenaron hasta tres cuartas partes de su capacidad con solucién
monomérica (Figura 3), se dejaron polimerizar 2 h, posteriormente se conectaron los
capilares al tubo conector y con una jeringa de insulina se llenaron los capilares con NaOH
100 mM, cuando estuvieron llenos los capilares, se colocaron en la camara superior de
geles de doble dimension,” la cdmara inferior se llené con 800 ml de amortiguador H3PO4
10 mM, y posteriormente s¢ llend la cdmara superior con 75 ml de NaOH 100 mM. Se
precorrieron los geles por 10 min a 200 Volts,™ 15 min a 300 Volts y 15 min a 400 volts.
Cuando se terminé el precorrimiento se retiraron los dos amortiguadores de las camaras, el
amortiguador de los capilares se retiré con una jeringa de insulina. |
Las muestras de PME de Salmonella gallinarum cultivada en CN, CNS y CNSD se trataron
agregando amortiguador de muestra para geles de doble dimension en una concentracién
1:1, y se incubaron 15 min a temperatura ambiente. Con una punta delgada se colocaron las
muestras de proteinas a una concentracién de 20 pg por capilar, posteriormente se agregé la
misma cantidad de amortiguador de cubrimiento, se terminaron de llenarar los capilares con
NaOH 100 mM, nuevamente se colocaron los capilares en la camara superior, las dos
camaras se llenaron con sus amortiguadores respectivos; y los geles se corrieron por 16 ha
200 volts. Cuando terminaron de correr los geles, se retiraron del capilar y se colocaron
sobre un gel preparador de poliacrilamida-SDSk al 12% de 1 mm de ancho (Figura 3), en
un pozo se coloco MPM, los geles se ‘corrieron a 50 Volts,™ cuando terminé la separacién

electroforética se tifieron con plata.

" Bio-Rad. Mod Mini-PROTEAN 2-D Cell
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Figura 3 . A Ensamblaje de los tubos capilares para el gel de una dimension , B Esquema

del montaje de el gel de una dimension en el gel de segﬁnda diemension.
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EXTRACCION DE ADN

Se cultivo Salmonella gallinarum cepa FVB323 en 20 mi de CN toda la noche a 37°C° a
200 rpm, la pastilla dé bacterias se suspendid en 567 ul de solucion Tris 10 mM-EDTA
1mM pH 8 (TE), posteriormente se le agregaron 30 ul de SDS al 10% y 3 pl de proteinasa
K que estaba a una concentracion de 20 mg/ml.el tubo se mezcl6 por 5 min y se incubo 1 h
a 37°C,° después de la incubacién se le adiciononaron 100 ul de NaCl 5M, el tubo se
mezclé vy se le agregaron 80 pl de CTAB/NaCl, se mezclé y se incubo 10 min a 65°C 2
posteriormente se le agregé 800 pl de una solucién cloroformo: alcohol isoamilico con una
proporcion de 24:1, se mezclé y se centrifugd 5 min. a 12,000 rpm, se tomd el
sobrenadante, se coloch en otro tubo y se agregd un volumen igual de una solucién de
fenol: cloroformo: alcohol .isoamilico con una proporcién de 25: 24: 1, se mezclo y se
centrifugd S min a 12,000 rpm,i se retiré el sobrenadante y se le adicion6 0.6 del volimen
del tubb, de isopropanol frio, se centrifugd 5 min a 12,000 rpm, se decantd el sobrenadante
y la pastilla se lavé con 500 pi etano.l frio, se mezclé por 5 min y se centrifugé 5 min a
12,000 rpm, se decantd el etanol y se le agregaron 500 pl etanol frio al 70%, se mezclo y se
centrifugd 5 min. a 12,000 rpm, se .decanté, la pastilla se suspendio en 50 pl de TE y se le
agrégo RNAasa a una concentracion de 50 mg/ml, se cuantificé* el ADN y se corrieron 5 pl

de ADN en un gel de agarosa,' posteriormente las muestras se guardaron a 4°C.

DISENO DE INICIADORES PARA PCR

E! disefio de lo iniciadores se realizé utilizando el programa DNAman y seleccionando
regionies conservadas de la secuencia nucleotidica de ompA de S l‘yphimw'i.u!mI8 con
ompA de E. coli sulA, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes y Serratia
marcescens. Las regiones en 5. fyphimurium donde se disefiaron los iniciadores
fueron: del de inicio del nucledtido 264 al 286 con la secuencia 5’
GCTCCGAAAGATAACACCTGGTA 3’ y del iniciador de termino del nucledtodo 1233
al 1254 con la secuencia 5° CTTAAGCCTGCGGCTGAGTTAC 37, con dichos iniciadores

se logrd amplificar una region de 972 nucleétidos en S. gallinarum.

* Hoefer. Mod DyNA Quant 200
! Life Technologies. Mod Horizon 58
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PCR

Se realiz6 una premezcla a 2.5 mM de MgCl con las siguientes cantidades para cada
reaccion: 4.16 pl de MgCl a una concentracion de 30 mM, 5 p! de amortiguador de PCR, 2
ul de dNTPs a una concentracion de 10 mM, 3 pl de cada iniciador a una concentracion de
10 ng/pl; 2 ul de Tag polimerasa a una concentracién de 5 unidades/pl, 25.84 ul de H;0 pl.
En tres tubos se colocaron 45 pl de la premezcla, en uno de los tubos se agregaron 5 ul de
ADN de S. typhimurium a uha concentracién de 70 ng/ul como control positivo, en otro
tubo 5 p! de ADN de S. gallinarum a una concentracién de 90 ng//pl y por iltimo en otro
tubo 5 ul de HpO control negativo. Se mezclaron suavemente y se metieron al
termociclador” bajo las siguientes condiciones 10 min a 92°C, 1 min a 92°C, 1 min a 58°C,
1 min a 72°C, por 35 ciclos y 15 min a 72°C. En un gel de agarosa al 1% adicionado con
bromuro de etidio, se colocaron 10 pl de cada uno de los productos de PCR a los cuales se
les adicion6é amortiguador de muestra de ADN en una proporcion de 1:5, el gel se corri6 en
una camara de electroforesis' a 80 volts™ hasta que el colorante pasé las tres cuartas partes
del gel, posteriormente se observo el gél en un transiluminador’ de luz ultravioleta y se le

témo una fotografia. Los productcs de PCR se guardaron en refrigeracion.

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR se purificaron utilizando el estuche comercial®. Se sacaron de
refrigeracion los productos de PCR se colocaron en un tubo con filtro. La cantidad de
productoé de PCR fue de 200 pl, se les agregaron 400 pl de solucién de union (H1), se
centrifugé 1 min a 12,000 rpm’, se descart6 el sobrenadante, después se agregaron 700 pl
de amortiguador de lavado (H2) al filtro y se centrifugd 1 min a 12,000 rpm, se descartd la
solucién del fondo del tubo y se volvio a centrifugar 1 min a 12,000 rpm para retirar todos
los residuos del amortiguador de lavado. Posteriormente se agregaron sobre el filtro 50 pl
de H,O desionizada esteril a 65°C, se incub6 1 min a temperatura ambiente y se centrifugo

2 min. a 12,000 rpm., después de este paso el producto de PCR se obtuvo del fondo del

¥ Perkin Elmer. Mod Gene Amp PCR System 2400
¥ Fotodyne [ncou)orated. Mod Foto/UV2I
* The Concert'™ Rapid PCR Purification System
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tubo. El producto de la purificacion se cuantific® obteniendose una concentraciéon de 190

ng/ul y se separaron 3 pl en un gel de agarosa al 1%, y lo restante se almaceno a 4°C.

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA
La secdencia del gene se realizd en un secuenciador automatico, en el Instituto de
Biotecﬁologia de la UNAM, localizado en la Unidad de Sintesis de Oligos, bajo la

responsabilidad del M en C René Hernandez.
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RESULTADOS ,

Los geles que contenian las PME de Salmonella gallinarum cultivada en CN, CNS y CNSD
se tifieron con tincién de plata y azul brillante de Coomassie, se observd una disminucion
en la expresién de la PME de 30 kDa cuando es cultivé 8 h a 37 °C en CNS (Figura 4), no
observandose el mismo fenomeno cuando la bacteria es cultivada 16 h a la misma
temperatura bajo las mismas condiciones de cultivo (Figura 5). También se observaron

otras variaciones en diferentes PME, como previamente lo describié Huerta et al.>°

kDa 1 2 3 4 5
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FIGURA 4. Gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS tefiido con plata, donde se
separaron PME de Salmonellu gallinarum cultivada por 8 h en tres diferentes condiciones
de crecimiento. MPM (Carril 1); albimina sérica bovina (Carril 2); CN (Carril 3); CNS
(Carril 4) y CNSD (Carril 5). Con la flecha se sefiala la banda de aproximadamente 30 kDa.
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FIGURA 5. Gel desnaturalizante de poliacrilamida-SDS tefiido con plata, donde se
separaron PME de Salmonella gallinarum cultivada por 16 h en tres diferentes condiciones
de crecimiento. MPM (Carril 1); CN (Carriles 2 y 3); CNS (Carriles 4 y 5'); CNSD (Carriles
6y 7); CN-suero dilucion 1:20 (Carril 8) y CN-suero dilucion 1:10 (Carril 9). Con la flecha

se sefiala la banda de aproximadamente 30 kDa.
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En los geles de doble dimension tefiidos con plata, también se observo una disminucién en
la expresion de la PME mayoritaria de 30 kDa, cuando Salmonella gallinaium fue crecida 8
h en CNS, no observandose lo mismo cuando se cultivo la bacteria el mismo tiempo en CN

y CNSD (Figuras 6, 7 y 8).

FIGURA 6. Gel de doble dimensién tefiido con tincién de plata. PME de Salmonella
gallinarum cultivada en CN por 8 h a 37 °C (con la flecha se sefiala la banda de

aproximadamente 30 kDa).
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FIGURA 7. Gel de doble dimensién tefiido con tincidn de plata. PME de Salmonella

gallinarum cultivada en CNS por 8 h a 37 °C (con la flecha se sefiala la banda de
aproximadamente 30 kDa).
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FIGURA 8. Gel de doble dimensién tefiido con tincién de plata. PME de Salmonelia

gallinarum cultivada en CNSD por 8 h a 37 °C (con la flecha se sefiala la banda de

aproximadamente 30 kDa).



Secuencia amino terminal de la PME de 30 kDa
La secuencia de la regién amino terminal de la PME de 30 kDa de S. gallinarum es la

siguiente:

Alanina, Prolina, Lisina, dcido Aspartico, Asparagina, Treonina, Triptofano, Tirocina,
Alanina, Glicina, Alanina, Lisina, Leucina, Glicina, Triptofano,Serina, Glutamina y

Tirocina.
La secuencia amino terminal resulté 100% idéntica a la de OmpA de S. fyphimurium. En
contraste, la secuencia amino de OmpA de S. gallinarum mostré diferentes grados de

identidad comparada con OmpA de diferentes bacterias. Ver Tabla 1.

Tabla 1 Homologia del extremo amino de la proteina de 30 kDa con otras bacterias.

BACTERIA PORCENTAGE DE HOMOLOGIA
Salmonella typhimurium : 100 |
Escherichia coli 93
Enterobacter aerogenes 93
Serratia mercenses 93
Shigella dysenteriue 93
Yersinia pestis 81

La secuencia nucleotidica dc OmpA de S. typhimurium presentd homologia con otras
OmpA de: E coli sulA y Escherichia coli en un 85%, Klebsiella pneumoniae 83%,
Enterobacter aerogenes 80% y Serratia marcescens 76%.

Con base en la homologia con OmpA de S ryphimurium se disefiaron los siguientes
iniciadores del nucleotido:

Extremo amine 23 nucleotidos

e ' 5 GCTCCGAAAGATAACACCTGGTA Y

Extrémo carboxilo 22 nucleotidos
e + SCTTAAGCCTGCGGCTGAGTTAC?S

Ambos iniciadores tienen una temperatura media de 58°C.
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Por medio de la técnica de PCR se logro amplificar una parte del gene que codifica para la
PME de 30 kDa (Figura 9).

12 345 6 78
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FIGURA 9. Gel de agarosa con productos de PCR. MPM Low DNA Mass Ladder (Carril
1); ADN de Salmonella gallinarum (Carriles 2 al 5); ADN de Salmonella typhimurium

(Carriles 6) y agua (Carril 8). Con la flecha se sefiala la banda amplificada de

aproximadamente 972 pb.
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El fragmehto de ADN correspondiente a la secuencia nucleotidica de la PME de 30 kDa de

Salmonella gallinarum que se obtuvo fue de 972 bp (Figura 10).

.Cuando se comparé la secuencia nucleotidica de S. gallinarum en un banco de genes se

obtuvieron los siguiente resultados de homologia con otros genes: Tabla 2.

Tabla 2 Comparacion de nucleotidos de ompA de Salmonella gallinarum

BACTERIA GENE DIF DE REG. A.A | HOMOLOG!
Salmonella typhimurium | ompA 9-48 96%
Escherichia coli K-12 | Seccion 88 a 400 del genoma completo 90%
Escherichia coli ADN genomico (22.0-22.3, 21.7-22.1 min.) _ 90%
Shigella dysenteriae ompA 22-52 y 324-359 90%
Escherichia coli Outer membrane protéin I (ompA) 90%
Escherichia coli ompA 90%
Escherichia hermannie | Outer membrane protein Il (OmpA) 89%
Eschericia fergusonii | Outer membrane protein I (ompA) 89%
Citrobacter freundii Outer protein membrane II (ompA) 89%
Escherichia vulneris Outer protein membrane {I (ompA) 88%
Escherichia colisulA | ompA que codifica para una proteina sul A 87%
Shigella flexneri Outer protein membrane 11 (ompA) 86%
Escherichia blattae Outer protein membrane Il (ompA) 86%
Klebsiella pneumoniae | ompA ' . 6-124, 324-357 y 84%

768-780 '
Enterobacter aerogenes |ompA - 84%
Serratia odorifora QOuter protein membrane II (ompA) 83%
Chryseomonas luteola | ompA 81%
Enterobacter aerogenes | Outer protein membrane I (ompA) 10-56, 770-1074 79%
ompA 19-90 y 556-570 73%

Serratia marcescens




FIGURA 10. Secuencia nucledtidica del gene ompd y la respectiva prediccion de
aminodcidos de OmpA de Salmonella gallinarum. Se sefialan los nucledtidos y

aminoacidos diferentes en comparacién con Salmonella typhimurium.

1 GNTAGNTAGNCGTAGGGTTCTAACTACGTGATGCTCACATGGAGGCGCCCTCAGTACCAT
1 ??????***???***GlySerAsnTerBlMETLauThrTrpArgArgProGln?yrHis
c
61 GACACCGGCTTCATTCACAATGATGCGCCCEACTGATGARAACCAACTGGGCGCAGGTGCT
16 AspThrGlyPheI1eHisAsnAspGlyProThrAspGluAsnGlnLeuGlyAlaGlyAla
His
121 TTTGGTCETTACCAGGTTAACCCGTATG T TGGCTTTGAAAGGGCTACGACTGGTTAGGC
36 PheGlyGlyTyrGlnValAsnProTeralGlyPheGluMETGlyTyrAspTrpLeuGly
i81 CGTATGCCGTACAAAGGCGACAACATCAATGGCGCTTATAAAGCTCAGGGCGTTCAGTTG .
56 ArgMETProTerysGlyAspAsnI1eAsnGlyAlaTerysAlaGlnGlyValGlnLeu
T .
241 ACCGCTAAACTGGGTTATCCAATCACTGACGATCTGGACGTTTATACCCGTCTGGGTGGT
76 ThrAlaLysLeuGlyTerroI1eThrAspAspLeuAspValTerhrArgLeuGlyGly
Phe
C .
301 ATGGTATGGCGTGCAGACACCAAGTCTAATGTCCCTGGCGGCCCGTCTACTAAAGACCAC
g6 METValTrpArgAlaAspThrLlysSerAsnValProGlyGlyProSerThrLysAspHis
g T T
361 GACACCGGCGTTTCCCCGGTATTCGCGEGCEGTATCGAGTATGCCATCACCCCCGAARTC
116 AspThrGlyValSarProValPheAlaGlyGlyIleGluTyrAlaIleThrProGluIle
421 GCAACCCGTCTGGAATACCAGTGGACTAACAACATCGGTGATGCCAACACCATCGGCACC
136 AlaThrArgLeuGluTyrGlnTrpThrAsnhAsnileGlyAspAlaAsnThrIleGlyThr
481 CGTCCGGACAACGGCCTECTGAGCGTAGGTGTTTCCTACCGTTTCGGCCAGCARGAAGCT
156 ArgProAspAsnGlyLeuleuSarvValGlyValSaerTyrArgPhaGlyGlnGlnGluAla
A .
541 GCTCCGGTAGTAGCTCCGGCACCGGC TCCGGCTCCGGAAGTACAGACCAAGCACTTCACT
176 AlaProValValAlaProAlaProAlaProAlaProGluValGlnThrlysHisPheThr
T
601 CTGARAGTCTGACGTACTGGTCAACTTCAACARATCTACCCTGAAGCCGGARAGGCCAGCAG
196 LeulLysSerAspValLeuValAsnPheAsnLysSerThrLeulLysProGluGlyGlnGln
Pha
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T .
661 GCTCTCRATCAGCTGTACAGCCAGCTGAGCAACCTGGATCCGAARGACGGTTCCGYITGTC

216 AlaLeuAspGlnLeuTyrSerGlnLeuSerAsnLeuAspProLysAspGlySerVaIVal
Ile

721 GTTCTGGGCTTCACTEGACCGTATCEGTTCTGACGCTTACARCCAGGGTCTGTCCGAGRAAA
236 ValLeuGlyPheThrAsphArgIleGlySerAsphlaTyrAsnGlnGlyLeuSerGlulys
781 CGTGCTCAGTCTGTTGTTGAT TACCTGATCTCCARAGGTATTCCGTCTGACARRATCTCC
256 ArgAlaGlnSerValvValASpTyrLeulleSerLysGlyIleProSerAsplyslleSer
841 'GCACGTGGTATGGGCGAAICTAACCCGGTTACCGGCAACACCTGTGACAACGTGAAACCT
276 AlaArgGlyMETGlyGluSerAsnProValThrGlyAsnThrCysAsphAsnValLysPro
901 . CGCGCTGCCCTCATCCATTECCTEGCTCCGEATCGTCGCGTAGAGATCGAAGT TAAAGGC
296 ArgAlaAlaLeulleAspCysLeudlaProAspArgArgValGlulleGluVallysGly
961 GTTAAAGACGGA

316 ValliysAsp
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Ulilizando el programa DNAman se compar6 la secuencia e nucledtidos de la PME de 30

kDa de Salmonella gallinarum con Salmonella typhimurium (Figura 11) y se observo que

la regién mas variable fue 9 a 50 nucledtidos en Salmonella gallinarum que corresponde a -

la region de 269 a 310 en Salmonella typhimurium Tabla 3.

Tabla 3 variacion de nucledtidos y aminoacidos entre S. gallinarum y S. typhimurium

BACTERIA NUCLEOTIDO | AMINOACIDO | HIDROFO GRUPO
Salmonella gallinarum %4 G Asparagina 3.0 R polar sin carga
Salmonelia typhimurium 354 C Histidina -1.7 R cargado positivo
Saimonella gallinarum 280 . Valina 23 R apolar alifatico
Salmonella typhimurium 537 T Fenilalanina 25 R aromatico
Salmonella gallinarum 330 T Asparagina -3.0 R polar sin carga
Salmonella typhimurium 590 C Asparagina -3.0 R polar sin carga
Salmonella gallinarum 405 C Alanina -1.0 R apolar alifatico
Salmonella typhimurium 665 T Alanina -1.0 R apolar alifatico
Salmonella gallinarum 414 C Prolina -0.29 R apolar alifatico
Salmonella typhimurium 674 T Prolina -0.29 R apolar alifatico
Salmohella gallinarum 564 G Prolina -0.29 R apolar alifatico
Salmonella typhimurium 824 A Prolina -0.29 R apolar alifatico
Salmonellda gallinarum 619 G Valina 2.3 R apolar alifatico
Salmonella typhimurium 89 T Fenilalanina 2.5 R aromatico
Salmonella gallinarum 680 G Serina -1.1 R apolar sin carga
Salmonella typhimurium 940 T Isoleucina R apolar alifético

3.1
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Figura 11. Comparacién de secuencias nucleotidicas de Salmonella gallinarum (Sg) y
Salmonella typhimurium (St).
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GNCGTAGGGTTCTAACTACGTGATGUTCACATGGAGGCGCCCTCAGTACCATGACACCGES:
[ ! ! FTET e R AN N R R R R RN
GARAGATAACACCTGGTACGCTGGTGCTAAACTGGGCTGGTCTCAGTACCATGACACCGS

CTTCATTCACAATGATGGCCCGACTGATGAARACCARACTGGGCGCAGGTGCTTTTGGTGE

NN R R RN N R RN A RN R AN RN RN NN RN
CTTCATTCACAATGATGGCCCGACTCATGARARACCAACTGGGCGCAGGTGCTTTTGGTGS

TTACCAGGTTAACCCGTATGTTGGCTTTGARATGEGCTACGACTGGTTAGGCCGTATGCE

AR AR RN RN AR R AR NN RN R R RN RN AR R AR RN R R
TTACCAGGTTAACCCGTATGTTGGCTTTGARATGGGCTACGACTGGTTAGGCCGTATGCC

GTACAAAGGCGACAACATCAATGGCGCTTATAAAGCTCAGGGCGTTCAGTTGACCGCTAA

AR AR RN NN RN RN R RN R RN RN N R RN RN
GTACAAAGGCGACAACATCAATGGCGCTTATARRGCTCAGGGCGTTCAGTTGACCGCTAA

ACTGGGTTATCCARTCACTGACGATCTGGACGTTTATACCCGTCTGGGTGGTATGGTATG

FESTTE bbbt bt bbb e bbb
ACTGGGTTATCCAATCACTGACGATCTGGACTTTTATACCCGTCTGGGTGGTATGGTATG

GCGTGCAGACACCAAGTCTAATCTCCCTGGCGGCCCGTCTACTAAAGACCACGACACCGG

LTS LL e e e ettt r e et e et
GCGTGCAGACACCRAGTCTAACGTCCCTGGCGGCCCGTCTACTARARGACCACGACACTGEG

CGTTTCCCCGGTATTCGCGGGCGGTATCGAGTATGCCATCACCCCCGAARTCGCAACCCG

PLLLIELI LI e bbb e prerreer rrbpirr et
CGTTTCCCCGGTATTCGCGGECGGTATCGAGTATGCTATCACCCCTGARATCGCARCCCG

TCTGGAATACCAGTGGACTAACAACATCGGTGATGCCAACACCATCGGCACCCGTCLGGA

|ll|||5l|!||Illll?lllllIEIIlIIlIIII!Illll#llllliilllil!li!H
TCTGGAATACCAGTGGACTAACARCATCGGTGATGCCARCACCATCGGCACCCGTCCGGA

CAACGGCCTGCTGAGCGTAGGTGTTTCCTACCGTTTCGGCCAGCAAGAAGCTGCTCCGGT

PULOEELI It b v b b b e e e et e et et i
CAACGGCCTGCTGAGCGTAGGTGTTTCCTACCGTTTCGGCCAGCAAGRAGCTGCTCUGET

AGTAGCTCCGGCACCGGCTCCGGCTCCGGAAGTACAGACCAAGCACTTCACTCTGAAGTC
FSCTEETEITEEI T PP ER P v bbb bbb e e et
AGTRAGCTCCGGCACCAGCTCCGGCTCCGGAAGTACAGACCAAGCACTTCACTCTGAAGTC

TGACGTACTGGTCAACTTCAACARATCTACCCTGARGCCGGAAGGCCAGCAGGCTCTGGA

PEETIAT 0 PPt e e b e i bbb i b et v i bbbt

TGACGTACTGTTCAACTTCAACARATCTACCCTGAAGCCGGAAGGCCAGCAGGCTCTGGA

TCAGCTGTACAGCCAGCTGAGCAACCTGGATCCGARAAGACGGTTCCGTTGTCGTTCTGEG

PECTELELEED et i bbb bbb e b
TCAGCTGTACATCCAGCTGAGCAACCTGGATCCGAAARGACGGTTCCGTTGTCGTTCTGGG

CTTCACTGACCGTATCGGTTCTGACGCTTACRARCCAGGGTCTGTCCGAGAARCGTGCTCA

FRATEerteri et bbb rinrs et ppeeiibiti
CTTCACTGACCGTATCGGTTCTGACGCTTACAACCAGGGTCTGTCCGAGAARCGTGCTCA
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789

1045

849

1109

909

1169

969

1226

GTCTGTTGTTGATTACCTGATCTCCAAAGGTATTCCGTCTGACAAAATCTCCGCACGTGG

DU b b L e b e e b e
GTCTGTTGTTGATTACCTGATCTCCAARGGTATTCCGTCTGACARRATCTCCGLACGTGE

TATGGGCGAATCTAACCCGGTTACCGGCAACACCTGTGACAACGTGARACCTCGCGLTGC

RN RN R RN RN RN R RN RN AR RN N RN AR AR RN R AR RN
TATGGGCGAATCTAACCCGGTTACCGGCAACACCTGTGACAACGTGAARCCTCGCGCTGC

COTGATCGATTGLCTGGCTCCGGATCETCGCCTAGAGATCGARGT TAAAGGCGTTARAGA

NERER RN RN RN R R AR AR RN RN R RN RN AR AR RN RN
CCTGATCGATTGCCTCGCTCCGGATCGTCGCGTAGAGATCGAAGT TARAGGCGTTAAAGA

CGGR
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" Se compard la secuencia deducida de aminoacidos de OmpA de Salmonella gallinarum con

la de otras bacterias y se obtuvieron los siguientes resultados: Tabla 4.

Tabla 4 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de OmpA de Salmonella gallinarum

BACTERIA HOMOLOGIA
.| Salmonella typhimurium 95 %
Escherichia hermannii 917 %
: Escherichia fergusonii 91.7 %
Citrobacter freundii ‘ - 90.9%
. | Shigella flexneri 88.8 %
| Escherichia coli 88.7 %
Escherichia coli ' 88.4 %
Escherichia vulneris 88.4 %
Shigella dysenteriae 88.4 %
Escherichia vulneris - 88.0 %
Enterobacter aerogenes 86.8 %
Escherichia blattae - 86.0%
| Escherichia vulneris 81.8%
Klesiella pneumoniae 80.8 %
Enterobacter aerogenes 78.0 %
Serratia marcencens 71.4%




Utilizando como base la estructura secundaria de OmpA de Salmonella typhimurium y de

Escheric!;ia coli, se pudo deducir la estructura secundaria de OmpA de Salmonella

gallinarum (Figura 12), encontrandose una gran homologia con estas bacterias.

Las estructuras que se dudecen son:

1? Region transmembranal 13-15 aa
2* Regiéﬁ transmeiﬁbranal 31-42 aa
3* Region transmembranal 45-61 aa
4° Regién transmembranal =~ 73-82aa
5% Region transmembranal 87-101 aa
6° Regi6n transmembranal 122-132 aa
7* Regién transmcmbranél 138-148 aa
8? Region transmembranal ~ 160-172 aa
9* Regidn transmembranal ~ 179-184 aa
10® Region transmembranal  195-202 aa
112 Régién transmembranal 214-219 aa
12 Regi6n transmembranal  233-237 aa
132 Region transmembranal  263-269 aa
14* Region transmembranal  273-277 aa
15% Region transmembranal. 1 281-287 aa
16 Region transmembranal  308-318 aa
Regidn repetitiva 180-187 aa
Dominio igual a OmpA 135-280 aa
Motivo 1 204-224 aa
Motivo 2 234-249 aa
Motivo3 ~ 249-2065 aa

44



g <efx

e

Cyax>Z00Fz

=z

O IAQ

2!
P

la
D

MO Z>Z 00 >>0 o

VIV

16*

> 2y

151G
G

=

<

]

14 K

vl

P_.IGKS....LYDVVSO‘ARKESL
: o
<

f z
LDPKDGSVVVLTFTDR[GSDAY :

™
—

Mo gu> 1o a<oo0mald a-

- w

13*

TKHFTLKSDVLVNFNK

=g

VEPAPAPAPAVVPAAE
& o

e CZ 00 e 0o m o e O

=
I~

T REZ<O0-ZZ =2 0> W J -

<

—

FO> el e —w><—la™

\

a
| -

M COOFOCF < 1G> a

ZOUOI »-aZxd0=20-02ww

\'

. B -y
TDENQLFAGAFGGYQVN

NH]FGTQEEE

45

‘Figura 12. Prediccion de la estructura secundaria de OmpA de Salmonella gallinarum
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Figura 12. Prediccion de la estructura secundaria de OmpA de Salmonella gallinarum



Asi mismo se observd que los 4 aminoacidos diferentes entre Salmonella gallinarum y

Salmonella typhimurium se encuentran en:

. aa 27 Asparagina se encuentra en la 1* asa expuesta

. aa 89 Valina se encuentra en 5° region transmembranal

. aa 202 Valina se encuentra en la 10° regién transmembranal.
o aa 221 Serina se encuentra 6° asaexpuesta.

Cuando se compara la secuencia de aminoéacidos de OmpA de Salmonella gallinarum con
OmpA de Escherichia coli cristalizada por Pautsch y Schulz en 1998 se encontra una

homologia del 81%, en laregion del 13 al 171 aminoacidos.



DISCUSION

En ¢l presente trabajo se reporta por primera vez la secuencia de nucleétidos, aminoacidos

y prediccion de la estructura secundaria de OmpA de S. gallinarum.

Previamente, Huerta ef af.*® demostraron que la PME de 30 kDa de S. gallinarum es una

proteina altamente inmunogénica y disminuye su expresion en la membrana externa en

presencia de Complemento sérico de aves. En este trabajo se demuestra que dicha proteina’
es OmpA, ya que cuando se secuencié su extremo amino y se realizoé la comparacién de

aminoacidos en un banco de genes se encontré que era 100% idéntica a OmpA de S

typhz‘murium.'g Por lo anterior, la estrategia a seguir para secuenciar el gene fue disefiar
iniciadores a partir de regiones conservadas de las secuencias de nucledtidos (nc) situados

en los extremos 5° y 3’ de ompA de diferentes enterobacterias. Una de las razones para
seleccionar las secuencias es por la alta homologfa que hay a nivel de extremo amino y
carboxilo ya que son partes estructurales de la proteina, son conservadas y los cambios son

minimos.?' Posteriormente, el gene se amplifico, se secuencié y cuando se realizé la
comparacion de nc se encontrd que OmpA de S. gallinamum era 96% idéntica a OmpA de

S. typhimurium y en la secuencia deducida de aminoacidos existia una homologia del 95%.

~Cuando se creci6 S. gallinarum en CN, CNS y CNSD, se observé una disminucion en la
expresion de la PME de 30 kDa en el cultivo en CNS, lo cual ya habia sido reportado por
Huerta et al.,’® pero dicha disminucién se observo a las 8 h 37 °C a 200 rpm en CNS
(Figura 4), no observandose el mismo fenémeno cuando la bacteria es cultivada 16 h a la
misma temperatura bajo las nﬁsmas condiciones de cultivo (Figura 5) en contraste con lo
reportado previamente. La disminucion en la expresion de OmpA de S. gallinarum,
cultivada en CNS y observada en geles de poliacrilémida tanto de una como de dos
dimensiones, tefiidos con plata y azul brillante de Coomassie, se puede deber, entre otras
posibilidades a que ¢l gene ompA, respondio a la presencia del Complemento o de otros

componentes del suero ausentes en CNSD.

La regulacidén de ompA podria estar a nivel transcripcional o la traduccién no se llevo a
cabo, o si se llevé a cabo pero la regulacién se presentd a nivel ‘post-traduccional y la

proteina ya traducida no se ensamblé en la ME.



Se ha reﬁoﬂado una proteina Hlamada factor de! huésped 1 (Hfq) la cual se une de manera
especifica al ARNm de ompA, se sugiere que reconoce sitios metilados del ARN,
abarcando los sitios de corte de la RNasa E, por lo cual modifica la estructura secundaria
del ARNm y estimula la degradacién del mismo. Vytvytska et al, 1o encuentran que
mutaciones de Afgl afectan la estabilidad del ARNm de ompA lo cual conduce a un

incremento en la vida media del ARNm de ompA, no siendo asi en las mutaciones de /2.

Recientamente,?'6 al cultivar E. coli en presencia de suero de humano, observaron que
OmpA es liberaba él medio de cultivo y que dicha liberacion depende de los factores del
suero ya que en el cultivo del medio sin suero, no existe dicha liberacion de OmpA al -
medio. Con base en lo anterior es también probable que OmpA de S. gallinarum, cuando es
cultiva en CNS, exprese un fenoémeno similar al descrito para E. coli. Dicha liberacion al
medio podria deberse a una accion indirecta de las proteinas del Complemento con OmpA
de S. gallinarum, ya que- la bacteria podria estar liberando a la proteina para “distraer” al
sistema inmune y de esta manera los anticuerpos, el Complemento o ambos, reconocerian a

las proteinas libres en el medio y no a la bacteria. Huerta et al

en 1996, demostraron que
- OmpA de S. gallinarum es altamente inmunogénica ya que se producen anticuerpos
especificos contra ella y son detectados por VELISA, lo que podria apoyar la hipétesis
planteadé previamente y de esta manera protegerse contra el ataque de los anticuerpos que
van dirigidos de manera especifica hacia la proteina. Se debe considerar que OmpA es una
proteina que se expresa de manera mayoritaria 10° moléculas por célula en la ME de la
bactf.-ria,82 por lo que si se libera al medio, disminuye de manera importante el

reconocimiento en la superficie bacteriana por parte de los anticuerpos, Complemento o

“ambos presentes en el suero sanguineo.

Alternativamente, el cambio en el perfil electroforético de OmpA se puede atribuir a la
accion dél Complemento del suero de aves directamente sobre OmpA de S. gallinarum, ya
que el tratamiento del suero durante 30 min a 56°C, inactiva las proteinas del
Complemento C1, C2, C8 y C9 por lo cual, el Complemento no lleva a cabo su fuﬁcién
sobre la‘bacteria por ninguna de las vias clasica y alterria. Por la via clasica podria

activarse ya que C3 se inactiva a 62°C por 30 min y el tratamiento que se le dio al suero no



lo inactivo, sin descartar que no sea necesaria la participacion de la cascada del
Complemento y que cooparticipara solo uno o algunos de los componentes, pero como
también se inactivan C8 y C9 a 56°C, el Complemento no puede tener una actividad
normal, fya que es preciso que todos los componentes estén fijos para que ocurra una lesion
en la membrana. Por todo lo anterior, se puede pensar que el Complemento o algunas
proteinas del Complemento participan en la regulacién de la éxpresién en la ME de OmpA
en S. gallinarum. Para enclarecer la accién del Complemento del suero de aves sobre
S. gallinarum se sugieren los siguientes experimentos: cultivar S. gallinarum en presencia.
de sueros completos y decomplementados de diferentes especies animales, para observar
con otros sueros si presentan cambios en la expresion de OmpA y en caso contrario se
podria pensar que el Complemento del sucro de aves es especifico para regular la
expresion de dicha proteina. Otro experimento que se sugiere es S()i!metcr al suero durante
30 min a 62°C para inactivar a C3 y observar la expresion de OmpA en ausencia de C3, lo
anterior es con el fin de conocer si C3 es la proteina que regula la expresion de OmpA. Asi
mismo, se sugiere trabajar con otras especies de Sa/monella y cultivarla en presencia de
suero de los huéspedes a los que infectan para observar si la expresion de OmpA en la ME,
en presencia de Complemento es conservada en el género.

Como se muestra en la Figura 10 en Resultados, el nucledtido (n¢) 1 en S. gallinarum
corresponde al nc 261 en S. fyphimurium y el nc 971 de S. gallinarum corresponde al nc
1231 de S. typhimurium, puesto que el disefio del iniciador de inicio se realizo en la region
5’ de OmpA de S typhimurium que comienza en el nc 264, por lo que, la secuencia
obtenida no incluye la region del promotor ni et péptido sefial; y el iniciador terminal se

disefié en la region 3’ de ompA de S. typhimurium a partir del nc 1233.

Cuando se compararon las secuencias de nc de S. gallinarum y S. typhimurium se observa
que la regién mas variable es del nc 9 al 50 nc, lo cual no es rarc ya que en el proceso de
secuenciacién las regiones de inicio presentan alto grado de error, ¢sto se puede corregir
disefiando iniciadores caminantes para tratar de amplificar el gene completo con su region
promotora, y con esta nueva secuencia éompa_rar nuevamente los nc de S. gallinarum con

S. typhimurium.
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En la comparacion de aminoacidos (aa) de S. gallinarum con S. fyphimurium se observo
que solo'4 aa son diferentes. La asparagina 27 de S. gallinarum;, en S. typhimurium cambia
por histidina; la valina 89 y 202 cambian por fenilalanina; y la serina 221 cambia por

isoleucina.

Ia estructura secundaria de OmpA de S. gallinarum (Fig 12) propuesta en este trabajo, esta
basada en las estructuras secundarias de S. fyphimurium reportada por Freund y Cole'® en
1983 y la de E. coli reportada por Stathopoulosg1 en 1996. Las estructuras anteriores se
utilizaron porque la secueﬁcia de nc y de aa presentaron alta homologia con la secuencia de
S. gallinarum que nosotros reportamos, en la que se sugiere que presenta 16 laminas 8
antiparalelas y 8 asas expuestas al exterior de la célula. Dicha prediccion coincide con lo
reportado por Jeanteur ef al.* quienes mencionan que la superfamilia de ‘las porinas
presentan 16 laminas B altamente conservadas y flanqueadas por 8 asas de secuencias
' variables que promueven giros y son de alta hidrofilicidad y baja amfipaticidad, y se
presentan orientadas hacia la superficie de la célula. En el presente estudio se reporta que
la estructura secundaria de OmpA de S. gallinarum corresponde a la familia de las porinas -

que forman poros, lo cual coincide con lo reportado por Sugawara y Nikaido,”*7

quienes
al trabajar con OmpA de E. coli en una bicapa lipidica observan que esta proteina es capaz
de producir un pofo que permite el paso de ciertos éolutos al interior de la célula
bacteriana. Asi mismo, Saint ef al,”’ 1993, midieron el tamafio del poro que es de 4.5 a 6
nm de largo y de 0.6 a 0.7 nm de didmetro, pero de estos canales que forma OmpA,
tnicamente de 2 a 3 % se presentan abiertos y permiten el paso de moléculas de L-
arabinosa. Lo anterior es contradictorio con lo reportado por Pautsch y Schulz®® quienes
por difraccion de rayos X, ’determinan la estructura del dominio transmembranal de OmpA
de E. coli y concluyen que la proteina no es capaz de formar poro y que lo reportado
anteriormente pudieran ser formas desnaturalizadas de la proteina. Se debe mencionar que
la cristalizacién de la proteina solo se realiz6 tinicamente con 171 aa, por lo que faltaria
cristalizar lal. estructura del aa 172 al 325, los cuales, se sugiere que se encuentran unidos al
peptidoglicano del sttio periplasmico® y podrian ser los aa que forman el interior de! poro,
por lo tahto, esta region seria importante para la permeabilidad selectiva al interior de la

bacteria. _

50



En la comparacion de aa se obscrvo que la region de 56 a 66 aa cs idéntica a la de
S. typhimﬁrium, dicha regién es la receptora de los fago K3 y Tull en E. coli. Cuando se
realizo la comparacién de aa de OmpA de S. typhimurium y de E. coli, se reportaron
diferencias en aa y se menciona que dichas diferencias permiten é S. typhimurium tener
menor afinidad a los fagos K3 y Tull.'® Por lo anterior, se sugiere que OmpA de S.
gallinarum presenta tambicn baja aﬁnidad a dichos fagos.

Asi mismo, cuando se realizd la prediccién de la estructura secundaria de OmpA de
S. gallinarum con base en las de OmpA de S. typhimurium 'y E. coli se encontr6 que ¢l aa
27 presente en la 1% asa expuesta en S. gallinarum es asparagina y pertenece al grupo R
polar sin carga, en contraste, €n S. typhimurium es histidina un R cargado positivo, aun y
cuando tienen variacién en la polaridad ambos son hidrofilicos y se considera que pueden
formar puentes de hidrégeno con el agua que se encuentra en el exterior de la bacteria. Este
cambio, por encontrarse en un asa expuesta se considera importante ya que la prediccion
de asas expuestas est relacionada con la unién de anticuerpos, colicinas o fagos, por lo
que este cambio podria sugerir una variacion antigénica entre ambas especies. Ademas, la
diversidad de aa del asa determina la estructura especifica del poro de cada porina de

manera individual.'"®

Los aa 89 y el 202 son valina (apolar alifatico) en S. gallinarum, en cambio, son
fenilalanina (aromético) en S. typhimurium. Dichos aa se encuentran en la 5* y 10? region
transmembranal, respectivamente, y por ser apolares € hidofébicos el camblo no se
considera una variacion importante ya que no modifican la estructura de la reglon ademas,
se menciona que estos aa apolares se encuentran interactuando favorablemente con la parte
central de la membrana, que es caracteristico en las PME.%

En la 6° asa expuesta, la serina 221 es apolar sin carga en S. gallinarum mientras que en
S. typhimurium es isoleucina apolar alifatico.

En E. coli se sugiere que los aa 172 a 327, se unen al peptidoglicano p\:riplésmico. Dos de

los aa que varian entre S. gallinarum y S. typhimurium se encuentran en esta region y con

997 v Saint,”’ que mencionan que OmpA es

base en los reportes de Sugawara y Nikaido
capaz de formar poros, se sugiere que dichos cambios, sobre todo el de la serina 221, que

es hidofilica y es muy diferente a isoleucina que es hidrofébica, pudiera estar presente en la
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region del poro de la proteina, afectando la seleccion de los productos que entran a la
bacteria, y por lo tanto, el cambio de aa seria importante ya que estaria expuesto ala

. superficie del poro.

Se propone reali.zar experimentos con proteinas quiméricas férmadas a piartir de
inserciones que codifican las regiones para las asas expuestas de OmpA de S. gallinarum
(Fig. 12). Con dichas proteinas se realizarian trabajos como el reportado por Wang et
al.,"'* en donde se construyd un plasmido con un gene qu1mcr1c0 ‘formado por ompA de

Salmonella fyphimurium y una porcion especifica de rotavirus, la cual se expresa en la
tercer asa expuesta de OmpA, posleriormente se transformé el plasmido en E coliy se

inoculé -por via oral en ratones, y la fusién de la proteina produjo anticuerpos

neutralizantes contra rotavirus, tomando como base dicho trabajo se propone utili-zar_un

método similar para construir proteinas ‘quiméricas y probarlas como vacunas en polios y
posteriormente desafiarlos contra la bacteria y observar st es capaz de proteger contra la
infeccion por S. gafliharum. Asi mismo, implementar una metodologia similar ala
empleada por Puente et al.,”* donde construyé un plasmido que lleva un gene quimérico,

insertado en ohﬁpC de S typhi v una regiéon de ADN de rotavirus que codifica para un

_ epit.ope ‘que induce anticuerpos neutralizante, posteriormehte se transformé en E. coli
HB101, y por medio de antlcuerpos monoclonales marcados se determiné si las proteinas

quiméricas fueron expuestas en la superﬁc;e de E. coli. Con una estrategia similar se puede

comprobar si las asas que estamos postulando que son expuestas a la superficie de la

bacteria, in vivo se comportan de la misma forma. Asi mismo, se podria demostrar que los

dos aminoécidos que proponemos que son diferentes y expuestos en S. gallinarum'en las

asas 1 y 6° se encuentran en la superficie de la bacteria. También se sugiere construir
prdteina$ quiméricas, y realizar la estrategia anteriormente mencionada, péro utilizando

anticuerpos monoclonales que vayan dirigidos contra la secuencia de aa de S. fyphimurium,

para observar si existen diferencias antigénicas entre especies del género Samonella.

, Como ya se- ha mencionado, Huerta et al. 30

comprobaron que OmpA de S. gallinarum es
una protema altamente inmunogénica y especifica ya que diferenciaba a grupos de aves

vacunadas, infectadas, preinmunes y sanas. Conociendo las regiones conservadas y
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especificas de OmpA de S. gallinarum se pueden disefiar pruebas de diagnostico como
PCR. |

Las vacunas de ADN son capaces de producir una respuesta inmune especifica humoral y
celular mediante células CD4+ y CD8+, que reconocen los antigenos de mayores de
histocompatibilidad II y I respectivamente, generan una fuerte respuesfa de anticuerpos
especificos, que son duraderos ya que inducen a células de mgmoria.y‘ Con base en esto, se
sugiere disefiar vacunas de las regiones de péptidos mas inmunoractivas, o de ADN con el
gen completo, y utilizarlas para proteger contra TA.

Es posible utilizar como estrategia la construccion de un ptasmido que contenga un sitio de .
origen de replicacion, la secuencia de OmpA, un gene de resistencia a antibidtico, un
promotor fuerte y poliadenilacién. Esta construccion podﬁa ser inoculada via
intramuscular o cutdnea a aves SPF, que serian desafiadas y se analizaria su respuesta

inmune contra S, gallinarum asi como la duracion de la proteccion.



CONCLUSIONES

La expresion de OmpA de S. gallinarum en geles de poliacrilamida-SDS es inhibida en

presencia de Complemento del suerpo de aves SPE.

La secuencia amino terminal de OmpA de S. gallinarum fue 100 % idéntica a la

secuencia amino terminal de OmpA de 33 kDa de S. typhimurium.

. La secuencia de nucledtidos y aminoacidos de OmpA de S. gallinarum resultaron

idénticas a OmpA de S. fyphimurium en un 96 y 95% respectivamente.



APENDICE DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo nutritivo “A”

Caldo nutritivo. Merk
Extracto de levadura. Bioxon
Glicerol. Sigma

K,>HPO,4 IT Baker

KH2PO4, JT Baker

77.0g

10g
2.0ml
37g
13g

Se afor6 a 1000 ml con agua destilada y se almacend a temperatura ambiente.

Agar nutritivo “A”

Caldo nutritivo. Merk
Extracto de levadura. Bioxon
Glicerol. Sigma

K;HPO, JT Baker

KH,PQ, JT Baker

Agar. Merk

70g
1.0g
2.0 mi
37¢g
13¢g
1.5 %

Se aforé a 1000 ml con agua destilada y se almacené a 4°C.

PBS ‘

NaCl. Merk

KCI. JT Baker
Na; HPO4 JT Baker
K>HPO, JT Baker

8.0 ¢
02 g
1.44 g
024 ¢

Se ajusté el pH a 7.4, se afor6 a 1000 m! con agua destilada y se almaceno a temperatura

ambiente,

~ SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE PME

Solucién amortiguadora de Na,HPOQ4 10mM pH 7.2

Na,HPO4 1M pH 7.2, Merk

1 ml

Se afor6 a 100 ml con agua desionizada y utilizo el mismo dia.

Solucién amortiguadora de Na;HPQ,; 10mM pH 7.2 con 2% de Tritén

Na;HPQ, IM pH 7.2. Merk

Triton X-100 2%. Boehringer Mannheim

0.5 ml

1 ml

Se afor6 a 100 ml con agua desionizada y almacend a 4 °C.

Solucion para purificar PME

EDTA 5mM. Gibco BRL

Tritén X-100 2%. Boehringer Mannheim

Se diluyeron en solucién de Na;HPO4 10mM pH 7.2 y uttilizé el mismo dia.



SOLUCIONES PARA GELES DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA-
SDS |

1.5 M tris-HCL pH 8.8

Tris base. Gibco BRL 18.17 gr

Agua destilada ‘ 50 ml

Se ajustd el pH a 8.8 con HCI, se aforé a 100 ml con agua desionizada y se almacené a 4°C

0.5 M tris-HCL pH 6.8

Tris base. Gibco BRL 6.0 g/ml

Agua destilada 50 ml

Se‘ajusté el pH a 8.8 con HCI, se aforé a 100 ml con agua desionizada y se aimaceno a 4°C
Acrilamida

Acrilamida. Gibco BRL 30 g

Bisacrilamida. Gibco BRL 08¢g

Se aford a 100 ml con agua desionizada y se almacend en frasco ambar a 4°C

Persulfato de Amonio al 10% (PSA)

Persulfato de amonio. Gibco BRL 100 mg
Agua desionizada. 1 ml
Se utilizo al momento

Amortiguador de muestra

0.5 M tris-HCI. Gibco BRL 1.0 m}
Glicerol. Sigma 0.8 ml
SDS al 10%. Sigma 1.6 ml
2-mercaptoetanol. Sigma 0.4 ml-
0.05% azul de bromofenol. Aldrich 0.4 ml
Agua desionizada 3.8 ml

Se almaceno en recipiente dmbar a 4°C

Amortiguador de corrida

Tris base. Gibco BRL 25 mM
Glicerol. Sigma 192 mM
SDS. Sigma 0.1%

Se almaceno a temperatura ambiente

Preparacion del gel separador al 12%

Volumen : 10 ml
Agua desionizada 3.35ml
30% de Acrilamida. 4.0 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) : 2.5 ml
10% SDS.: 100 pl
10% PSA. Gibco BRL 50 i
TEMED. Gibco BRL 5 ul
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Preparacion del gel concentrador al 12% ,

Volumen ' 10 ml
Agua desionizada . 6.1 ml
30% de Acrilamida . 1.3 ml
1.5 M Tris (pH 6.8) ' 2.5 ml
10% SDS ‘ 100 pl
10% PSA. Gibco BRL 50 ul
TEMED. Gibco BRL. - 10l

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Acido tricloroacético al 5%

Acido tricloroacético.Merk 0.81g
Agua desionizada 100 m!
Se filtré y almacend en un frasco ambar a 4°C

BSA
- BSA. Gibco BRL 1mg/ml de agua desionizada
Se filtra en 0.45 pc y se congela a —70°C
Reactivo de Bradford
Azul de Coomassie G250. Fluka 0.025¢
Etanol. Merk 12.5 ml

Acido fosforico. Produc. Quim. Monterrey SA 25.0 ml
Se aforé a 250 ml se filtrd con papel filtro y posteriormente con filtro de 0.22 pc y se
almaceno en frasco ambar a 4°C.

TINCIONES

Tincién de Coomassie

Etanol al 50%. Merk

Acido acético al 10%. Merk _

Azul brillante de Coomassie al 0.05%. Gibco BRL

Solucion destefiidora para tincién de Coomassie
Etanol 40 %. Merk

Acido acético 10%. Merk

Agua destilada 60 %

Tincién de plata

La tincidn de plata se realizé, utilizando el protocolo de! sistema Gelcode color silver stain,
Pierce: modificando el revelado, en donde se utilizé una solucion reveladora compuesta de
55 pl de formaldehido al 37% y 2.5% de carbonato de sodio. El revelado se detuvo
adicionando 5 ml de 4cido citrico al 2.3 M, en agitacion durante 10 min.
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Solucion fijadora

Etanol 50%. Merk

Acido acético 5%. Merk

Se afor6 a 1000 m! y almacend a temperatura ambiente

Solucién de plata

Solucidn de plata. Pierce 10 ml
Agua desionizada 140 ml
Se almacen6 en frasco ambar a temperatura ambiente

Solucién reveladora de plata

Formaldehido 37%. Sigma - 55

Carbonato de sodio 2.5%. JT Baker 25¢g

Se aford a 100 ml de agua desionizada y almacend a temperatura ambiente

Solucién de paro de la revelacion
Acido citrico. JT Baker 96.6 gr
Se aford a'200 ml de agua destilada y almacen6 en frasco ambar a temperatura ambiente.

Solucién conservadora de plata

Carbonato de sodio 0.03%. JT Baker

Glicerol 3%. Gibco BRL

Se aford a 100 ml de agua desionizada y almacend a temperatura ambiente

SOLUCIONES PARA TRANSFERENCIA -

Amortiguador de Towbin

SDS. Sigma 0.037%
Tris base. Gibco BRL 25mM -
Glicina. Sigma 192 M
Metanol. Merk 20%

Se ajusté'el pi 8.1-8.5 y se almacené a 4 °C.

Tinciéon de Coomassie sin acido acético
Etanol al 50%. Merk
Azul brillante de Coomassie al 0.05%. Gibco BRL

Solucién destefiidora para tincién de Coomassie sin dcido acético
Agua destitada 60 %
Etanol 40 %. Merk



SOLUCIONES PARA GELES DE DOBLE DIMENSION

Solucién de acrilamida para primera dimension
Acrilamida. Gibco BRL 2838 ¢
Bisacrilamida. Gibco BRL 1.62 g

Se aford a 100 ml se filtré en 0.45 pc y se almacend en frasco dmbar a 4°C

Amortiguador de muestra para primera dimension

Urea 9.5 M. Life Technologyes Inc. 57¢

Tritén X-100 2%. Boehringer Mannheim 2.0 ml
[-mercaptoetanol 5% . Sigma 0.5ml
Bio-lyte 5/7 1.6%. Bio-Rad 400 pl
Bio-lyte 3/10 0.4%. Bio-Rad ' 100 pl

Se aford a 10 ml con agua desionizada, se alicuoté y se guardé a —70°C

Amortiguador de cubrimiento para primera dimensién

Urea 9 M. Life Technologyes Inc 541¢g

Bio-lyte 5/7 0.8%. Bio-Rad 200 ul

Bio-lyte 3/10 0.2%. Bio-Rad 50 pl

Azul de Bromofenol. Aldrich 500 pl de solucion al 0.05%

Se aford a 10 ml de agua desionizada, se alicuotd y se guard6 a ~70°C

Solucién monomerica para geles.de una dimensién

Urea 9.2 M: LIFE Technology Inc 55¢
Triton X-100 20%. Boehringer Mannheim 2.0ml
Bio-lyte 5/7 1.6%. Bio-Rad 400 pl
Bio-lyte 3/10 0.4%. Bio-Rad. 100 pl
Persulfato de amonio 0.01%. Gibco BRL 10 ul
TEMED 0.01%. Gibco BRL 1.33 mi

Agua destilada 1.97 ml

Amortiguador de camara superior
NaOH 100 mM. JT Baker 02g
Se aforé a 250 ml con agua desionizada y se agité por 30 min

Amortiguador de cimara inferior
‘HiPO4. JT Baker 1.36 ml
Se aforé a 2000 ml de agua desionizada y se agit6 por 30 min

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN

EDTA

Etilenediaminetra-acetato

disodico. 2H,O 0.5 M. Gibeco BRL 18.61 g

Se aforo a 100 mi con agua desionizada, se ajusté al pH a 7.4 con lentejas de NaOH, se
esterilizé y se almacend a temperatura ambiente



Tris

Tris base 1M. Gibco BRL 12.11¢g

Se aford a’' 100 ml con agua desionizada se ajusté el pH a 7.4-7.2, se esterilizé y se
almaceno a temperatura ambiente '

CTAB/NaC(Cl
CTAB 10%. Sigma 10 g
NaCl 0.7 M. Merk 41g

Se aford a 100 ml con agua desionizada. Y se coloco la solucion en bafio maria para que se
homogenizara, se esterilizd y se almacend a temperatura ambiente.

SOLUCIONES PARA PCR

AMORTIGUADOR DE PCR 5X. Biotecnologias Universitarias
KCL 250mM
Tris-HCI pH 8.3. ‘ 50 mM
MgCl,, 7.5 mM
Gelatina - 0.5%
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