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Il. RESUMEN.

La fiebre tifoidea sigue siendo un problema importante de salud publica en
paises en vias de desarrollo. A lo largo de los afios se han disefiado mililtiples
vacunas, sin embargo, no se ha logrado obtener una vacuna que induzca una
proteccién de larga duracién y barata que pueda ser aplicada en programas
ampliados de vacunacion en las zonas endémicas. Con el fin de desarrollar una
vacuna que induzca proteccion de larga duracién, que sea estable a temperatura
ambiente y barata, en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica se
desarrollé una vacuna que actualmente se encuentra en estudios clinicos fase 1
(Isipor) hecha con porinas de Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi). 10 g
de Isipor protegen al 90% de los ratones al ser retados contra 500DLso de S. typhi
en ratones. Estas proteinas son una mezcla de las proteinas OmpC y OmpF entre
otras. Con el fin de determinar la participacién de OmpF y OmpC en la proteccion,
se obtuvo la porina OmpF de una cepa de S. typhi carente de la porina OmpC
(STYC171); esta mostré una capacidad protectora de 60% contra 100DLsy de S.
typhi. En el presente trabajo se estudia la participacion de OmpC en la proteccién
inducida por Isipor. La porina OmpC se purificé y caracterizé a partir de la cepa
STYF302 de S. typhi (la cual no expresa OmpF), se estudi6 la respuesta inmune
humoral, y anticuerpos con actividad bactericida y la capacidad protectora
inducidas por esta proteina. La porina OmpC se obtuvo con alto grado de pureza
(libre de LPS determinado por KDO). OmpC indujo titulos altos de anticuerpos
bactericidas de larga duracién y una proteccién del 70% contra 20DLsp y de 30%

contra 100DLs; del reto con S. typhi. La mezcla OmpC y OmpF (1:1) mostré una



protecciéon del 50% contra 20DLsg, 30% contra 100DLsy y 10% contra 500DLs, lo
cual equivale aproximadamente al 10% de la proteccion inducida por Isipor. Estos
resultados nos indican que OmpC es la porina inmunodominante en la produccién
de anticuerpos y en la proteccién. Sin embargo, existen factores adicionales en
Isipor que no se reconstituyeron en la mezcla OmpC y OmpF y que contribuyen a
la induccién de la proteccion como pude ser la conformacion de los epitopos
dentro del trimero o la proporcién en que se encuentren OmpC y OmpF dentro de

Isipor.



lll. ANTECEDENTES.
# La Fiebre Tifoidea

La fiebre tifoidea es una infecciébn aguda generalizada del sistema
reticuloendotelial, del tejido linfoide endotelial y de la vesicula biliar; esta infeccion
es causada por Salmonella enterica serovar Typhi. Los sintomas caracteristicos
de este padecimiento son fiebre persistente, dolor abdominal y dolor de cabeza.
La transmision de la fiebre tifoidea esta ligada a lugares en donde no se cuentan
con los servicios sanitarios necesarios, el agua no es de una calidad adecuada y
existen portadores cronicos de S. typhi que sirven como reservorio de la infeccién.
En las zonas endémicas, la mayor incidencia de fiebre tifoidea se presenta
generalmente en nifios en edad escolar 2.

Tipicamente, la fiebre tifoidea pasa a través de las siguientes 4 etapas:
Incubacion: El tiempo desde la ingestion de Salmonella typhi hasta la aparicién de

los primeros sintomas por lo general es de 1-2 semanas aproximadamente *

Fase de invasion: Los primeros signos y sintomas son generalmente una
fiebre intermitente elevada acompariada de cefalea persistente, tos no productiva,
cansancio, insomnio, pérdida de apetito y malestar abdominal asociado

frecuentemente con estrefiimiento

Periodo de estado: Aproximadamente una semana mas tarde, el paciente
desarrolla una fiebre continua, bradicardia, pulso dicrético, hepatomegalia y
esplenomegalia. La hepatomegalia puede documentarse en un 33% de los casos
y en una tercera parte de estos pacientes se encontrara ictericia. Los sintomas

respiratorios pueden predominar en los primeros dias de la fiebre tifoidea y
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ocasionalmente puede documentarse neumonia en parches. En algunos pacientes
la enfermedad semeja un proceso pulmonar primario. Los pacientes se quejan con
frecuencia de malestar abdominal incluyendo estrefimiento, diarrea, dolor
abdominal, sensibilidad del ileo o abdomen. La roséola tifica (papulas rosas de
aproximadamente de 2-4 mm de didmetro) aparece en el tronco de los pacientes

caucésicos hasta en un 50% de los casos ',

Evolucién: Los pacientes no tratados comienzan a mejorar por lo general 4
semanas después de la aparicion de la enfermedad. La fiebre disminuye
lentamente a lo largo de 2-3 semanas y pueden persistir los trastornos
gastrointestinales. La recuperacién completa puede requerir hasta 3-4 meses. Los
pacientes tratados con antibiéticos apropiados responden con una reduccién
gradual de la fiebre en un periodo de 3-5 dias. En un 5-12% de casos la
enfermedad es recurrente, en un 2-5% de los casos el paciente se convierte en
portador cronico a pesar del tratamiento con antibioticos®. Los portadores cronicos
estan predispuestos a cancer de vias biliares y también colorrectal, de pancreas,

de pulmén y otros (Figura 1).
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Fig. 1. Evolucién clinica de la fiebre tifoidea °.

# Epidemiologia y Estadisticas

La Organizacién mundial de la salud reporta alrededor de 17 millones de
casos de fiebre tifoidea a nivel mundial, de las cuales 600,000 son letales.

En México hasta la semana 51 del 2003 se reportaron 18,435 casos de
fiebre tifoidea, de los cuales 34.5% son hombres y 65.5% mujeres, la mayoria de
los casos se presentan en personas entre 25 y 44 afios de edad. (Sistema Unico
de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica, Informacion preliminar)

Las entidades con una mayor incidencia de la enfermedad son: Sinaloa,
Tamaulipas, Chiapas, Coahuila y Nuevo Leén, ésto se debe a que en estos
lugares se registran temperaturas muy altas a lo largo del afio y que en la mayoria
de ellos la infraestructura sanitaria no es la adecuada. Debido a que en nuestro
pais todavia se registra una gran incidencia de fiebre tifoidea es necesario la
implementacion de planes de vacunacion, y sobre todo, la creacion de vacunas

que respondan a las necesidades de la poblacién ya que como se demuestra en
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las estadisticas los lugares en donde se presentan la mayoria de los casos, son de
clima célido, de dificil acceso, ademas existe un alto indice de marginacion en la
poblacién.

# Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi).

S. typhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, Gram-negativo, mévil, de flagelos peritricos, mide dos a tres
micras, anaerobio facultativo, intracelular (Figura 2). Es una bacteria altamente
adaptada al hombre ya que no se conocen otros reservorios naturales 2.

Se han clasificado alrededor de 2463 serotipos (serovares) de Salmonella. En
cuanto a la nomenclatura, existen diferentes propuestas, debido a estas los
Centros para Control y Prevencién de Enfermedades (CDC de sus siglas en
inglés) la consideran de la siguiente manera; el genero Salmonella esta
compuesto por dos especies, S. enterica en la cual se encuentran agrupadas 6
subespecies que se dividen en diferentes serotipos los cuales se designan de

acuerdo a su férmula antigénica.®

Fig. 2. Micrografia electronica se S. typhi .
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s Caracteristicas Bioquimicas de S. typhi.
S. typhi es un bacilo maévil fermentador de glucosa con produccion de acido

es lactosa y sacarosa negativo, ademas de producir acido sulfhidrico ®.

Glu Lac |Gas |[Sul Ind Mov |Cit Sac |Ure Man |V

+ - - + - * - - - + -

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de S.typhi

# Infeccién por Salmonella typhi.

S. typhi entra al organismo a través de la ingestion de agua o alimentos
contaminados, se multiplica rapidamente en el intestino delgado, y penetra la
membrana basal sin causar darfio importante en los tejidos hasta llegar a la placas
de Peyer, este proceso se lleva a cabo por las células M que son una poblacién de
células especializadas asociadas con la captacion de antigenos del lumen
intestinal ®; la bacteria posteriormente es fagocitada por los macréfagos y células
dendriticas y es transportada a los ganglios linfaticos regionales donde se multiplica
activamente °.

Los sujetos infectados presentan una fase de bacteremia por la cual, los
bacilos se distribuyen en el sistema fagocitico mononuclear en donde se reproducen
y son liberadas nuevamente al sistema circulatorio. La bacteria ocasiona un proceso
inflamatorio en los ganglios linfaticos, bazo e higado, con muy escasa cantidad de
polimorfonucleares y gran acumulacién de mononucleares, en el interior de los

cuales es capaz de proliferar 2%,
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# Respuesta inmune contra Salmonella

En esta fase primaria de la infeccion los macréfagos y neutréfilos juegan un
papel principal al fagocitar la mayor parte de las bacterias.

Una gran cantidad de bacterias son eliminadas por los fagocitos. Dentro del
macréfago, los principales agentes antibacteriales son los intermediarios de
oxigeno Yy nitrégeno reactivo. Al parecer los fagocitos eliminan a la bacteria con
una fase inicial oxidativa dependiente de NADPH oxidasa, seguida de una fase
nitrosativa prolongada mediante la cual el crecimiento de la bacteria es inhibido
por la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). Las bacterias en respuesta activan
sus genes de virulencia produciendo, enzimas antioxidantes, sistemas de
reparacién, modificaciones estructurales de su LPS, etc. Por lo que algunas logran
sobrevivir dentro del fagosoma e incluso multiplicarse dentro de él. No se conocen
los mecanismos que determinan la muerte o supervivencia de la bacteria o del
fagocito, sin embargo, la activacién de los macréfagos por interferén y (IFN-y) o
factor de necrosis tumoral o (TNF-a) parece ser un prerrequisito para la
destruccion de la bacteria. Las que logran sobrevivir y multiplicarse dentro de los
macréfagos provocan una segunda bacteremia que en casos fatales puede
provocar un choque endotéxico y muerte.

Por otra parte la respuesta inmune contra Salmonella typhi también esta
mediada principalmente por Linfocitos T especificos, que por su pefrfil
principalmente de Th1 producen IFN-y para activar a los macréfagos, ademas
regulan la activacién y maduracion de linfocitos B para la produccion de

anticuerpos tanto en la respuesta primaria como secundaria. También participan
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linfocitos T citotoxicos ya sea para eliminar los macréfagos infectados dejando
desprotegida a la bacteria o directamente eliminandola a través de la produccion
de INF-y. Los anticuerpos en el lumen intestinal principalmente IgM e IgA
bloquean la entrada de la bacteria, probablemente por la inhibicién de la adhesién
de ésta a las células M y epiteliales 2. También la opzonizan para provocar la
fagocitosis y la fijacion de complemento. Debido a que la respuesta de anticuerpos
contra S. typhi es muy efectiva para evitar la fiebre tifoidea el uso de vacunas
proporciona muy buenos resultados para evitar esta enfermedad.
# El perfil de anticuerpos.

Como se menciond anteriormente, la respuesta inmune humoral contra
Salmonella es importante para el control y prevencién de la infeccion, se sabe que
ademas de los anticuerpos de clase IgM e IgA del lumen intestinal también
participan anticuerpos de clase IgG y las subclases de estos anticuerpos se
encuentran relacionadas con el balance Th1/Th2.

En el ratén la IgG1 generalmente se encuentra asociada con una respuesta
de tipo Th2, favorecida por interleucina 4 (IL4) , mientras que respuestas de tipo
Th1 se encuentran asociadas con la induccién de IgG2a, IgG2b, e 1gG3
favorecida por IFN-y en el caso de IgG2a y TGF-Ben el caso de IgG2b.

Cada una de estas subclases contribuye de manera diferente en la
eliminacién de distintos patégenos, IgG2a e IgG2b se unen con mayor fuerza a los
receptores Fc y junto con la IgG3 pueden fijar complemento mejor que la 1gG1;
|gG3 puede unir bacteria y brinda proteccion al igual que IgG1 *'.

La respuesta humoral inducida por algunos antigenos (generalmente

bacterianos, virales o provenientes de parasitos) y adyuvantes promueven la
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generacion de las diferentes subclases de IgG, hacia un perfil adecuado para la
proteccion.

Se ha visto que el balance Th1/Th2 se ve modificado por la naturaleza del
antigeno, la dosis en que este se encuentra o la presencia de adyuvantes, algunos
ejemplos son los siguientes, en el caso de la ovoalbumina, se ha visto que esta
genera anticuerpos principalmente IgG1 (Th2) sin embargo en altas dosis de este
antigeno o en presencia de LPS se puede inducir un cambio en este balance y la
produccién de anticuerpos, en este caso la aparicion de anticuerpos IgG2a y la
disminucion de los anticuerpos IgG1 '>'€,

En ofros casos se ha observado que la presencia de un perfil tanto Th1
como Th2 se encuentra relacionado con la proteccion, como es el caso de la
luminazina sintasa de Brucella spp. La cual al ser inmunizada en ratones,
disminuye la infeccion y confiere proteccion contra Brucella abortus, y este perfil
mixto (titulos altos de anticuerpos IgG1 e IgG2a), es independiente del adyuvante
que se utilice. Otro ejemplo es el caso del disefio de vacunas con muiltiples
antigenos virales para la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia
simio/humano, en este se pudo observar que al probar multiples antigenos virales
solamente cuando estos antigenos generan un perfil Th1/Th2 mixto, se indujo
proteccion en monos contra la infeccion del virus".

Se puede observar este tipo de respuestas aun en el caso de ratones que
cuentan con células B especificas para un solo antigeno irrelevante, y que al
infectarlos en este caso, con el virus de la estomatitis vesicular, virus de la polio y
virus de la linfo coriomeningitis, se lleva a cabo una reedicion de receptor la cual al

genera anticuerpos neutralizantes especificos contra el virus, estos anticuerpos
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IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 tienen el mismo comportamiento que los generados por
ratones normales retados con el virus de la estomatitis vesicular lo cual indica que
este tipo de respuestas son importantes para la supervivencia a la infeccion.'®.

# Tratamiento contra la fiebre tifoidea.

La fiebre tifoidea se trata invariablemente con antibidticos. Un tratamiento
eficaz reduce drasticamente el padecimiento y pérdida de vidas. Una respuesta
clinica favorable se observa usualmente 1-2 dias después de iniciar el tratamiento.

De manera mas significativa, han aparecido y se han diseminado en todo el
mundo muchas cepas de S. typhi que son resistentes a los antibidticos
cominmente utilizados *°.

Desde 1948 hasta la década de 1970 se utilizé ampliamente el cloranfenicol
en todo el mundo, y en algunos paises en vias de desarrollo, todavia es
considerado el tratamiento estandar. Sin embargo, se han generado cepas de S.
typhi resistentes al cloranfenicol. Lo anterior, unido al hecho de que el farmaco
produce numerosos efectos colaterales indeseables incluyendo anemia aplasica,
ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos. La amoxicilina, el cotrimazol y el
trimetroprim-sulfametoxazol son tan eficaces como el cloranfenicol, y son seguros
para el tratamiento en nifios, sin embargo, en algunos lugares se han aislado
cepas resistentes por lo que actualmente las quinolonas como la ciprofloxacina y
las cefalosporinas de tercera generacion son los farmacos de eleccion para el
tratamiento de la fiebre tifoidea. Desafortunadamente, estos farmacos son caros,
en el caso de los paises en desarrollo no se encuentran al alcance de la mayoria

de la poblaciébn y representan una carga sustancial para los presupuestos
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sanitarios de estos paises ', por lo que la prioridad es la prevencion de la

enfermedad y por lo tanto la generacion y empleo de vacunas.

# Vacunas contra la fiebre tifoidea.
Vacuna de bacteria completa inactivada por calor (L)

La vacuna de bacteria completa inactivada por calor “L" (Pfeiffer y Kolle,
Wright y colaboradores, 1896 2 fue por mucho la vacuna parenteral de bacteria
completa inactivada mas ampliamente utilizada en el mundo, es relativamente facil
de preparar y estandarizar. Se produce basicamente calentando el medio en
donde haya crecido S. typhi previamente por una hora a 56°C y resuspendiéndola
en una solucién al 0.5% de fenol en una concentracién de 1x10° microorganismos
por mililitro. La administracion de dos dosis de esta vacuna proporciona una
proteccion de aproximadamente 3 afios, sin embargo, los efectos secundarios
ocasionados principalmente por la cantidad de endotoxina son muy comunes,
pueden ser fiebre, malestar generalizado, eritema local, induracién y dolor; esto es
un gran inconveniente para la administracion de esta vacuna por lo que
actualmente ya no se utiliza 2.

Vacuna de bacteria completa inactivada por Acetona (K).

Esta vacuna se prepard por la evidencia de que la inactivacion por acetona
preserva el antigeno Vi, lo que incrementa la proteccion de esta vacuna
comparada con la vacuna L mejorando también su estabilidad para el
almacenamiento. Para su preparacion, las bacterias son inactivadas con acetona
después se secan o liofilizan. Aun cuando la proteccion conferida por esta vacuna

es mayor que la de la vacuna L, aproximadamente de 7 afios, los efectos
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secundarios son iguales por lo que presenta las mismas desventajas que la
anterior 2.
Vacuna de cepa atenuada TY21a (Vivotif™)

La cepa Ty21a (Germanier et al 2'2"‘21) es una cepa rugosa mutante de gal
E, proviene de la cepa silvestre Ty2 de S. typhi tratada con nitrosoguanidina, un
agente mutagénico no especifico. Se escogié una mutante que exhibia ausencia
total de actividad de la enzima uridin difosfato galactosa-4-epimerasa y una
reduccion de aproximadamente el 80% de actividad de las enzimas galactocinasa
y galactosa-1-fosfato uridil transferasa. De esta mutante se escogi6 una cepa que
ademas estaba mutada para carecer del antigeno Vi, esta cepa se llamé Ty21a 2

Los residuos de galactosa son un componente importante del antigeno O
del LPS de la S. typhi. La enzima codificada por el gen galE, UDP-galactosa-4-
epimerasa isomeriza la UDP-glucosa en UDP-galactosa y viceversa. La UDP-
galactosa proporciona la galactosa necesaria para el antigeno O del LPS liso de S.
typhi. Cuando Ty21a crece en ausencia de galactosa no expresa el antigeno O
porque no tiene una fuente de UDP-galactosa, en este estado no es
inmunogénica, sin embargo, si crece con una fuente exégena de galactosa las
otras vias de las enzimas de Leloir permiten que se asimile y se utilice para la
sintesis del antigeno O >?°. Atin asi, por la falta de la UDP- galactosa-4-epimerasa
la cepa Ty21a acumula galactosa-1-fosfato y UDP-galactosa cuando crece en
presencia de galactosa exdgena porque no puede convertirlas en glucosa. In vitro
se ha demostrado que la acumulacién de estos productos intermedios lleva a la
muerte de la bacteria por lisis. Durante mucho tiempo se pens6 que las

mutaciones de gal E y Vi producian la inocuidad de Ty21a, sin embargo
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actualmente se sabe que estas mutaciones no explican por si mismas la
atenuacién de esta cepa. Otras mutaciones también inducidas por el agente
mutagénico no especifico deben contribuir a la seguridad de esta vacuna.

Esta vacuna se administra en cuatro dosis orales, produce una proteccion
de aproximadamente 5 afios y no provoca reacciones adversas, sin embargo su
costo es muy alto, por lo que no se utiliza en camparias de vacunacion en paises

en desarrollo 2%,

Vacuna de Antigeno capsular Vi. (Thyphim Vi™)

Esta vacuna esta compuesta por el polisacarido Vi de la superficie celular
extraido de la cepa Ty21 de Salmonella typhi **. El organismo se crece en medio
de cultivo y el polisacarido capsular se precipita del cultivo con bromuro de
hexadeciltrimetilamonio y se purifica por centrifugacion diferencial y precipitacion.
Este método de extraccion da por resultado un polisacarido Vi no desnaturalizado
que preserva sus residuos O- y N- acetilos. La potencia y capacidad protectora del

polisacérido Vi depende del peso molecular y la cantidad de residuos o-acetilo.

CO:H

NHAc
n

Fig. 3. Composicién quimica del polisacéarido Vi, un homopolimero de (1—4)-a-D-GalpANAC

que es acetilado variablemente en el carbono 32,
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Esta vacuna no provoca efectos adversos notorios, sin embargo por su
naturaleza polisacaridica la proteccion proporcionada es de corta duracion,
aproximadamente 3 afios ya que no induce memoria, por lo que no es ideal para
utilizarse en zonas endémicas 2. Ademas el reporte de brotes de tifoidea por S.
typhi sin Ag Vi 2 hace necesario buscar nuevas vacunas. Esta vacuna ha sido
conjugada con el toxoide tetanico con el fin de incrementar la capacidad protectora
y la memoria inmunolégicas inducidas por el Ag Vi. Esta vacuna se encuentra en

estudios de fase 3 de desarrollo de vacunas® .

# Moléculas inmunodominantes de S. typhi

En la bisqueda de nuevas vacunas que ofrezcan una mayor protecciéon por
mas tiempo, se estudiaron los componentes de la bacteria para encontrar las
moléculas inmunodominantes. Los anticuerpos contra el LPS (antigeno O)
correlacionan con la infeccién, no obstante, no inducen proteccién al igual que los
anticuerpos contra el antigeno flagelar H, aunque se ha encontrado que la
proteina de flagelo FIiC produce cierta proteccion. Las proteinas de membrana
externa (Omps) de Salmonella typhi provocan una proteccion del 100% del reto
con 500 DLsg de la bacteria virulenta en ratones .

Las Omps de Salmonella typhi son principalmente las porinas OmpC, OmpF,
etc., y la proteina modificable por calor OmpA. Estudios realizados con sueros de
pacientes con fiebre tifoidea en fase convaleciente demuestran que la mayor parte

de las inmunoglobulinas de clase IgG reconocen a las porinas .
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# La membrana externa.

Las células eucariontes asi como las bacterias poseen membranas que
separan su ambiente interno del externo que les permiten realizar actividades
necesarias como el paso de nutrientes y desechos (Figura 4). Para realizar estas
funciones, las membranas tienen vias de comunicacion y transporte que consisten
en receptores y canales %°.

Las bacterias Gram-negativas estan formadas por una membrana
citoplasmatica delgada y una membrana externa mucho mas resistente,
separadas por el espacio periplasmico. La membrana externa que se encuentra
rodeando a la capa de peptidoglicana tiene varias funciones importantes:

1. Constituye una barrera para antibidticos, detergentes y otras sustancias

toxicas para la célula.

2. Contiene cadenas de carbohidratos hidrofilicos, generalmente cargados

negativamente, que le ayudan a evitar la fagocitosis.

3. Su estructura superficial ha sufrido diversificacién considerable con lo cual

evade anticuerpos existentes y evita la digestién enzimatica.

4. Contiene maquinaria para adherirse a componentes superficiales de las

células del hospedero.

La membrana externa contiene al menos dos tipos de lipidos: LPS (distribuido
unicamente en la capa externa de la membrana), fosfolipidos (distribuidos
predominantemente, sino es que Unicamente, en la porci6n interna de la bicapa),
asi como también proteinas caracteristicas totalmente diferentes a las que
componen la membrana citoplasmatica entre las que dominan la lipoproteina

mureina, cuya funcién es basicamente estructural, proteinas involucradas en
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procesos de difusién especifica, proteina OmpA, algunas enzimas como

fosofolipasa A1 y proteasas ademas de porinas

27,28
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Fig. 4 Esquema de la

membrana de las bacterias Gram-negativas *°.
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# Porinas

Las porinas son poros o canales protéicos no especificos que pueden ser
atravesados por pequefias moléculas hidrofilicas. En la membrana externa se
encuentran otras proteinas que funcionan como canales de difusion especificos y

facilitan el paso de di, tri y oligosacaridos.

Las porinas se encuentran formando parte de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas, mitocondrias y cloroplastos. Forman canales o poros
que permiten el paso de pequefias moléculas hidrofilicas con limite de exclusion
de solutos aproximadamente de 600Da. Estas proteinas transmembranales se
ensamblan como trimeros de subunidades idénticas de forma cilindrica semejante
a un barril y cada homotrimero es muy estable a la accion de detergentes y

proteasas (Figura 4) o,

El término porina fue empleado por primera vez por Nakae para sefialar en
Escherichi coli las propiedades de difusion general de las proteinas que forman
poros, este tipo de canales permiten el paso de moléculas menores a 600Da, pero
también facilitan el paso de cationes o aniones con cierto grado de selectividad,
incluso algunas porinas como LamB y Tsx poseen alta selectividad para solutos

como maltodextrina y nucleétidos respectivamente '3,

Debido a la hidrofobicidad de las porinas, no se posee informacién
cristalogréfica de la mayoria de estas proteinas transmembranales. La primer

porina en cristalizarse dando los primeros datos sobre su estructura mediante
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difraccion de rayos X fue OmpF de E. Coli, obtenida por Garavito y Ronsenbursch
3 Se demostrd que son trimeros compuestos de subunidades idénticas, cada
subunidad consiste de 16 hojas B-plegadas antiparalelas unidas por asas con
algunas o - hélices intercaladas. Cada monémero expone ocho asas cortas hacia
el espacio periplasmico y ocho asas largas situadas hacia el exterior de la
membrana externa. La forma cilindrica que caracteriza a las porinas se forma al
cerrarse las estructuras B-plegadas de forma pseudociclica, mediante un enlace
iénico entre el extremo carboxilo de la hoja B-16 y el extremo amino de la hoja p-1

3 (Figura 5).

La entrada al poro la delimitan largas prolongaciones del cilindro que al
inclinarse hacia el centro del canal restringen su acceso. A la mitad de la altura, el
diametro del poro se reduce por el doblamiento de la hoja B-3 hacia el interior lo
que constituye la zona de restriccion que determina el paso de moléculas por su
tamario y polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva sus dimensiones hasta el
otro extremo que desemboca en el espacio periplasmico de la bacteria. Esto le
confiere una forma parecida a un reloj de arena. En el centro del barril se forma un
canal inclinado con respecto al eje longitudinal, que esta rodeado de “cinturones”
de aminoacidos aromaticos que por su orientacién e interaccién con la membrana

le permiten anclarse fuertemente a la misma *'.

La estructura del trimero se forma mediante el entrecruzamiento de

regiones hidrofébicas de las vueltas B-15 y B-16, donde los diez residuos carboxilo
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de la regién B-16, en particular el dltimo (una fenilalanina conservada en las
porinas) son esenciales para el ensamblaje correcto y estabilidad de las porinas.
Ademas la insercion de la hoja B-2 de una porina en el espacio que deja la
internalizacién de la hoja -3 en el poro de la porina adyacente y la insercion de su
respectiva hoja B-2 en el espacio de la tercera, refuerza la forma trimerita 263°3¢,
Las porinas entre si presentan gran homologia, siendo las regiones mas
conservadas los segmentos p transmembranales y las mas variables las asas
externas *°.

En E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium se han identificado
las porinas OmpC, OmpF y PhoE, ademas de OmpD solo presente en S.
typhimurium. En condiciones de |aboratorio S. typhi sintetiza OmpC y OmpF

ademés de otra proteina de membrana externa OmpA

AFig. 5 A) Modelo del monémero de la porina OmpF de E. coli ¥ B) Modelo del trimero de la

porina OmpF de E. coli * .
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La cantidad de porinas presente en la membrana externa es relativamente
constante aproximadamente de 2x10° siendo ademas una de las proteinas mas
abundantes en términos de masa que pueden llegar a representar hasta un 2% de
las proteinas totales en la célula %_Se ha sefialado que la cantidad relativa de las
porinas OmpF, OmpC y PhoE de E. coli y S. typhimurium, son reguladas por las
condiciones del medio como son la osmolaridad, temperatura, concentraciéon de
fosfatos y disponibilidad de oxigeno *2. PhoE sélo se expresa bajo condiciones de
escasez de fosfatos #. La regulacion reciproca de las porinas se ha propuesto

como una respuesta adaptativa de las bacterias a diferentes entornos *'.

#* Actividad Bioldgica de las porinas.

Las proteinas de las bacterias Gram-negativas se han utilizado como
acarreadores para mejorar la respuesta inmune a diferentes antigenos o como
antigenos candidatos a vacuna “**',

Durante la interaccién con el hospedero, las porinas de gran parte de las
bacterias Gram-negativas, incluyendo Salmonella, activan al sistema inmune tanto
innato como adaptativo y tienen actividades biol6gicas diversas en diferentes
células eucaritticas. Por ejemplo, la inoculacién de porinas de Salmonella enterica
serovar Typhimurium en la pata de ratas induce edema de manera dosis
dependiente y que este no se encuentra asociado a complemento, también se ha

visto que las porinas son pirogénicas en conejos y que este fendbmeno no se

encuentra relacionado con contaminacion de LPS “2
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Se tiene evidencia de que las porinas de S. typhimurium inducen aumento de
TNFa, interleucina 1a (IL-1a) e interleucina 6 (IL-6) en monocitos humanos y de
IFN-y e interleucina 4 (IL-4) en linfocitos humanos 2.

Entre los efectos generados por las porinas se encuentra el de inducir
aumento de NO en macréfagos peritoneales de ratén tratados con IFN-y*2,

Utilizando células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) y células de
sangre periférica humana se encontré que las porinas de S. fyphimurium pueden
estimular la migraciéon de leucocitos a través del endotelio previamente activado
con IL-1B o sin activar; y tienen influencia en el aumento de la expresion de B7-2
en los linfocitos B.*2.

Recientemente se demostré que las porinas de Neisseria, se unen a uno de
los receptores de la familia de receptores de reconocimiento patrén (PRR), el toll
like receptor-2 (TLR-2) que unen a moléculas llamadas PAMPs (patrones
moleculares asociados a patégenos 34,

Por otro lado , Galdiero et al reportaron recientemente que las porinas de S.
typhimurium activan los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB en la linea celular
U937 42, a través de la via de sefializacién de las proteina cinasas activadas por
mitégenos (MAPK), participando de manera muy importante p38. Esta activacion
es diferente en tiempo y elementos a la activacion generada por el LPS en la

misma célula, mediante la utilizacién de inhibidores .
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# Diferencias entre OmpC y OmpF de S. typhi.

En S. typhi, la porina OmpC se presenta de manera constante tanto en alta
como en baja osmolaridad, mientras que OmpF se osmorregula de manera similar
alade E. coliy S. typhimurium *2. En un medio con contenido de nutrientes pobre
y baja temperatura, la porina OmpF se expresa preferentemente en cambio la
expresion de OmpC se efectlia cuando la bacteria se desarrolla en un medio con
alto contenido de nutrientes, como el intestino de un hospedero mamifero, donde
se presentan condiciones de alta osmolaridad, temperatura y baja disponibilidad
de oxigeno. La concentracién de oxigeno influye en la expresion de las porinas, en
anaerobiosis se induce la expresion de OmpC en S. typhi y E. coli, sin embargo,
OmpF se desregula. Con respecto a la temperatura, cuando esta cambia de 30°C
a 37°C se induce OmpC en S. typhi *°.

La expresion de las porinas se regula mediante el operon ompB que
codifica para las proteinas OmpR y EnvZ %,

La porina OmpC por tener un didmetro mas pequefio, reduce la
permeabilidad a las sales biliares y otras moléculas hidrofébicas grandes, también
a los antibiéticos, pero aun permite aproximadamente el 50% de la permeabilidad
de OmpF para la glucosa. OmpC es mas Uutil para la bacteria dentro del hospedero
debido a que restringe la entrada de solutos dafiinos para la misma, ademas de
que dentro del hospedero se encuentran condiciones suficientes de nutrientes

para su supervivencia "
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Mientras que el diametro de OmpF es mas grande que el de OmpC lo que

le permite tener un flujo mas alto para moléculas importantes como la glucosa /.

38306 ‘ Se: e;pre;:l .:S.e éxpi‘esa

a baja | expresion a|mayormente

osmolaridad |37°C en aerobiosis

OmpC 0.54nm 37083 Da |Expresion |Mayor Se expresa

Constante |expresién a|mayormente
37°C en

anaerobiosis

Tabla 2.Diferencias en la estructura y expresion de las porinas OmpC y OmpF

# Respuesta inmune contra Porinas de Salmonella typhi.

Debido a que uno de los blancos de la respuesta inmune contra S. typhi son
las porinas, éstas se purificaron y los estudios de proteccion en ratones
demostraron que inducen el 90% de proteccién contra el reto de hasta 500 DLs de
S. typhi *®. También se demostré que estas proteinas son el blanco no sélo de los
anticuerpos sino también de linfocitos T en humanos que se recuperan de la
enfermedad y en individuos vacunados con la cepa atenuada Ty21a. Resultados
obtenidos en estudios realizados previamente en nuestro laboratorio *° indican que
la vacuna oral de Germanier induce respuesta inmune celular contra porinas y

OMPs de S. typhi probablemente debida a una infeccién autolimitada producida
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por la cepa Ty21a capaz de generar proteccion a través de respuestas celulares y
humorales similares a aquellas que se generan en pacientes convalecientes de
fiebre tifoidea. Estos resultados también muestran que las porinas son buenos
inmunégenos y que fungen como blanco de la respuesta inmune celular contra S.
typhi. Tanto las celulas mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes
con fiebre tifoidea como las PBMCs de voluntarios humanos vacunados oralmente
con Ty21a respondieron contra porinas y proteinas de membrana externa de S.
typhi *°.

Por ello en la Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica del Hospital
de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, se disefio una
vacuna a base de porinas de S. typhi a la que se le denominé Isipor, que ademas
de inducir la proteccion, por su naturaleza proteica, es capaz de producir memoria
y no requiere de cadena fria por ser estable a temperatura ambiente. Esta vacuna

se encuentra actualmente en estudio clinico fase | %,

# Inmunogenicidad de OmpC y OmpF de S. typhi

El estudio molecular demostrd que la preparacion de porinas esta constituida
por una mezcla proteica donde fueron identificadas OmpC y OmpF.

Para estudiar los mecanismos de proteccién inducidos por estas proteinas se
identificd y clon6 el gen ompC de S. typhi dentro del plasmido pST13. La porina
OmpC de S. typhi fue expresada en E. coli (UH302) carente de sus propias
porinas 3'. La OmpCr purificada de esta bacteria fue capaz de conferir proteccion

hasta de un 40% contra el reto con 100 DL50 de S. fyphi en el modelo del rat6n®".
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La inmunogenicidad de la porina OmpF de S. typhi se estudio purificando la
porina de la cepa de Salmonella typhi STYC171 la cual carece de la porina OmpC,
en este estudio se encontré que la OmpF induce una proteccion hasta de 60%
contra 100DLso, mientras que protege hasta un 90% contra 20DLso *2. También se
probé la capacidad protectora de una mezcla 1:1 de OmpCr y OmpF en la cual se
observé que la capacidad protectora de esta es mucho menor a la de las porinas,
por lo se necesita aislar la porina OmpC nativa de Salmonella typhi para poder
estudiar y comparar la participacién dentro de la proteccion de estos dos
componentes .

IV. Planteamiento del problema.

Se ha estudiado que las porinas de Salmonella enterica serovar Typhi
(constituidas por las porinas OmpC y OmpF) inducen una proteccion del 90%
contra 500 DLsp del reto con Salmonelia typhi, estas porinas se estan estudiando
como candidatos a vacuna contra la fiebre tifoidea en estudios clinicos fase 1. Con
el fin de entender los mecanismos moleculares de induccién de proteccion se
encontrd que la porina OmpF nativa protege hasta un 60% contra el reto 100 DLsp
S. typhi e induce una respuesta inmune humoral bactericida elevada y de larga
duracién. La contribucion de OmpC en la proteccion ha sido estudiada a través de
una porina OmpC recombinante (OmpCr) obtenida de E. coli UH302pST13,
OmpCr protege menos que la OmpF, hasta un 40% contra 100 DLsp, sin embargo
induce una mayor respuesta humoral bactericida de larga duracion. Con el
propésito de resolver esta paradoja y dilucidar la contribucion verdadera de OmpC

en la inducciéon de la respuesta inmune humoral y proteccién, en el presente
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trabajo se estudié la respuesta inmune humoral bactericida y capacidad protectora

de la porina OmpC nativa de S. typhi.

V.  HIPOTESIS.

La OmpC nativa de Salmonella enterica serovar Typhi induce una mejor

respuesta inmune humoral bactericida y de protecciéon que OmpF nativa.

VI. OBJETIVO GENERAL.

v’ Evaluar la capacidad inmunogénica y protectora de la porina OmpC
nativa de Salmonella enterica serovar Typhi y compararia con la de

OmpF e Isipor.

VIl. OBJETIVOS PARTICULARES.

v Purificar y caracterizar la porina OmpC a partir de la cepa Salmonella
enterica serovar Typhi STYF 302.

v' Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por OmpC vy
compararla con OmpF.

v Evaluar la capacidad bactericida de los anticuerpos inducidos por
OmpC y compararla con la inducida por OmpF.

v Evaluar la capacidad protectora de OmpC y compararla con la de

OmpF y la de la mezcla OmpC + OmpF.
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Viil. MATERIALES.

# Cepas Bacterianas:
Salmonella enterica serovar Typhi cepa ATCC 9993 (cepa de Salmonella
enterica serovar Typhi ATCC)
Salmonella enterica serovar Typhi cepa STYF 302 (Cepa de Salmonella
enterica serovar Typhi carente de OmpF)
Salmonella enterica serovar Typhi cepa STYC 171 (Cepa de Salmonella

enterica serovar Typhi carente de OmpC)

# Animales de laboratorio.
Se utilizaron ratones de cepa BALB/c (lty sensible) hembras y machos de 8-10

semanas (Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental UNAM)

# Biologicos.
Porinas purificadas por el método de Nikaido a partir de S. typhi ATCC 9993.
OmpF purificada por el método de Nikaido a partir de S. typhi STYC 171
OmpCr purificada por el método de Nikaido a partir de E. coli cepa
UH302/pST13 51,
Sueros de raton

Los ratones fueron sangrados por cavidad retroorbital colectando la sangre
en tubos microtainer con gel serparador (Becton Dickinson).

La sangre se centrifugd a 7500 rpm durante 5 minutos para separar el
suero del paquete celular. El suero fue almacenado a —20°C hasta el momento

de su utilizacion.
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IX. METODOS

Caracterizacion Bioquimica de las cepas.

Las cepas de S. typhi, ATCC 9993 STYC171 y STYF302 fueron
caracterizadas bioquimicamente con las siguientes pruebas.

*TSI (Triple azlcar y hierro)

*MIO (movilidad, indol, ornitina)

*Citrato de Simmons.

# Obtenciéon de la Porina OmpC a partir de la cepa STYF302 de S.
typhi, a través del método de Nikaido modificado.

Se cultivd S. typhi STYF302 en 10 L de medio minimo A ( 70g K;HPO,, 30g
KH,PO4, 10g (NH4)S04, 5g citrato de sodio, 10g extracto de levadura, 50g
glucosa, 0.1% MgS0O;) hasta obtener una densidad optica de 1.0 a 540 nm que
corresponde a la fase logaritmica tardia del crecimiento de la bacteria. Se cosechd
centrifugando a 7,000 rpm 15 minutos a 4°C, y se lavd 2 veces con una solucién
de Tris-HCI 0.06M (pH 7.7). La pastilla bacteriana se pesé y se resuspendié en
solucién de Tris-Cl 0.05M (pH 7.7) hasta obtener 50 mL de suspension bacteriana.
Se rompié la bacteria en un molino Dyno-mill y la suspensién se centrifugé a 7,000
rpm 30 minutos a 4°C .

El sobrenadante se retir6 y se traté con 25uL. de DNAsa 10000 U/mL y 25uL
de RNAsa 10000 U/mL y 2.77 mL de solucion de MgCl, 1M por cada 10g de
biomasa hiumeda obtenida de la cosecha, por 30 minutos a 37°C 120 rpm para

eliminar el DNA y RNA.
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Se ultracentrifugé a 45,000 rpm durante 45 minutos a 4°C. El boton se
resuspendié en 100ml de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se incubé 30 minutos a
32°C 120 rpm y se ultracentrifugdé a 40,000 rpm, 30 minutos a 20°C. El botén
resultante se resuspendi6 en 25 mL de solucién de Tris HCI-SDS 2%, se incubd
nuevamente por 30 minutos a 32°C 120 rpm y se ultracentrifugé a 40,000 rpm 30
minutos 20°C. El bot6n se resuspendié en 20 mL de amortiguador de Nikaido SDS
1% (Tris 0.05M, NaCl 0.4M, EDTA 0.005M) pH 7.7. Se incubé 2 horas a 37°C 120
rpm y se ultracentrifugéd a 40,000 rpm 45 minutos a 20°C. Se recupero el
sobrenadante.

El sobrenadante se purific6 en una columna de Sephacryl S-200 (XK100
Pharmacia) a un flujo de 5mL/min con amortiguador de Nikaido SDS 0.5% pH 7.7.
Se colectd el primer pico obtenido en el cromatograma y se dializé en PBS pH 7.2
durante 4 dias para eliminar el SDS.

# Determinacion de la Dosis Letal Media DLs,

Dado que la S. typhi no es un patégeno que cause infeccién en ratones se
utilizé un modelo infeccioso utilizando mucina por via intraperitoneal para simular
el proceso infeccioso.

Se crecio la bacteria hasta alcanzar una fase logaritmica temprana sobre
una caja de agar soya tripticaseina (Bioxon), se resuspendié en solucién salina
isotonica hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 540 nm esta suspensién
contiene 1x10° ufc/ml. A partir de esta suspension se realizaron las diluciones
2x10%, 2x107, 2x10°% 2x10°, 2x10%, 2x10°, 2x10% 2x10, 2 en una solucién de
mucina gastrica (Mucina tipo Il: Crudo de estémago de cerdo, SIGMA) al 5% en

amortiguador TE (tris 50 mM, EDTA 2.5mM) pH 7.2.
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Se realizaron cuentas viables por el método de vaciado en placa con agar
soya tripticaseina (Bioxon) de las dltimas 3 diluciones para conocer el nimero
exacto de ufc que se inocularon.

Con la dilucién 2x10° se prepararon 5ml de una suspension 1.2x10°, 6x10°,
3x10°, 1.5x10° y 7.5x10* ufc/mL. Cada una de estas diluciones se inoculé a
grupos de 6 ratones, 0.5 mL via intraperitoneal. Los ratones se mantuvieron en
observacién por 10 dias registrando el nimero de sobrevivientes.

Con el nimero real de ufc/mL y sobrevivientes se calcul6 la dosis letal
media por el método de Reed y Muench. Se graficaron la cantidad acumulativa de
sobrevivientes y muertos para cada dosis, asumiendo que un ratén que murié a
una dosis hubiera muerto también en las dosis mas altas y que un ratén que
sobrevivié a una dosis también hubiera sobrevivido a dosis mas bajas. Se calcula
el porcentaje de mortalidad para cada dosis. Y se aplica la siguiente ecuacion:

N
DL,, = NBi +(NBs - NB:‘{M]

Ms - Mi
Donde:

DLsg= Dosis letal media

NBi= ufc del porcentaje de mortalidad inferior

NBs=ufc del porcentaje de mortalidad superior

Mi= Porcentaje de mortalidad inferior

Ms=Porcentaje de mortalidad superior
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# Ensayo de Anticuerpos Bactericidas

Se utilizaron los sueros de ratones inmunizados los dias 0 y 15,
previamente descomplementados con una fuente de complemento externa en
presencia de un numero de bacterias (~250) en cultivo. Los sueros a ensayar
fueron descomplementados calentandolos en un Termoblock a 56°C por
30minutos. Como fuente de complemento externo se utilizd suero normal de
cobayo diluido (1:4) en PBS estéril.

En el ensayo de anticuerpos bactericidas se usaron placas de cultivo de
fondo redondo (Corning Incorporated, Costar® 3799) en donde se depositaron las
muestras.

Se hicieron diferentes diluciones de los sueros a ensayar para cada una de
las fechas, usando PBS estéril como diluyente. Posteriormente, de la dilucion
1:10° usada en la cuenta viable y previamente homogeneizada se toman 20pL y
se depositaron en cada uno de los pozos con las diluciones de suero. Se utilizé un
control estandar de crecimiento con 25uL de bacteria y 50uL de PBS, que dio un
numero de bacterias en todos los ensayos (~250).

A continuacién se agregaron 25uL de complemento en los pozos
respectivos. En el ensayo se realizaron controles de complemento agregando
25uL de PBS, 25uL de fuente de complemento y 20uL de bacteria, 25uL de

complemento inactivado y 20pL de la solucién bacteriana.
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Ensayos de proteccion.

Se utilizaron 15 grupos de 10 ratones los cuales fueron inmunizados con

10pg del antigeno correspondiente por via intraperiotoneal, se reinmunizaron el

dia 15 y se retaron el dia 25 con 24, 120 y 600 DLsp de S. typhi y se mantuvieron

en observacién durante 10 dias. La distribucion de los grupos se muestra en la

siguiente tabla.

Antigeno Dosis letal
10pg Isipor 24 DLso
120 DLso
600 DLso
10pg OmpC 24 DLso
120 DLso
600 DLso
10pg OmpF 24 DLso
120 DLso
600 DLso
10pgOmpC+10pgOmpF 24 DLsg
(Mezcla) 120 DLso
600 DLso
SSi 24 DLso
120 DLso
600 DLso

Tabla 3. Distribucién de los grupos de ratones utilizados para el ensayo de proteccién.

Esquema de inmunizacién.

Dia | l | |
0 15 25 35
inmunizacién reinmunizaciéon Reto bacteriano
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X. RESULTADOS.
#* |dentificacion bioquimica de la Cepa.
Se realizaron las pruebas bioquimicas TSI, MIO y Citrato de Simmons

para caracterizar las dos cepas utilizadas durante el desarrollo de los

experimentos.
Prueba Caracteristica | Caracteristicas| Cepa Cepa Cepa
Evaluada reportadas |ATCC9993 | STYF302 | STYC171
para S. typhi
Glucosa + + + +
TSI | Sacarosa/Lactosa - e " 5
H.S + + +
Producciéon de - - - -
gas
Movilidad + + + +
MIO Indol - - - -
Ornitina + + + +
Citrato Crecimiento - - - -
de
Simmons

Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas ATCC9993, STYF302.

Los resultados anteriores identifican a las cepas como S. typhi.
Se comprobé que la cepa STYF302 tiene resistencia a Kanamicina,
creciéndola en un medio que contenia este antibiético, de donde se obtuvo

la cepa que se utilizé durante los experimentos.

# Purificacién de la proteina.

La porina OmpC nativa se purificd por el método de Nikaido %, las
proteinas obtenidas fueron separadas por medio de cromatografia de
exclusion molecular obteniéndose diferentes fracciones que se representan

en el cromatograma de la figura 5.
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Perfiles de purificacion por FPLC :
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Fig. 6. Comparacién de los perfiles de purificacién por cromatografia de OmpF,
OmpC y OmpCr; en el caso de OmpCr la proteina se obtuvo de la fraccién 9 a la 15,

para OmpC de la 16 a la 24 y para OmpF de la 16 a la 26.

Con el fin de analizar la eficiencia de la purificacion de la OmpC y
verificar la pureza e identidad de ésta, se estudiaron muestras de los
diferentes pasos de la purificacién y el producto final por medio de
electroforesis en geles de poliacrilamida (Fig. 7a). La eliminacion de bandas
y el enriquecimiento de una banda con un corrimiento electroforético relativo
a 36 KDa que corresponde a la porina OmpC, nos indica que la purificacion
fue eficiente y que se obtuvo un producto sin contaminacion con otras
proteinas de diferentes pesos moleculares. La porina OmpC nativa

correspondi6 a la banda inferior de las porinas (Fig. 7a, 7b). Con el fin de
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verificar la presencia de trimeros de OmpC caracteristicos de esta proteina
en su forma nativa, se analizé6 la proteina purificada en un gel de
poliacrilamida en condiciones no reductoras mostrando el patrén
electroforético caracteristico de los trimeros con un peso aproximado de
110-120 Kda (datos no mostrados).

107 »
74 —»

49.3—»
36.4»

285 »

20.9—»

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 7a. SDS-PAGE Acrilamida 12% en condiciones reductoras de los diferentes
pasos de purificacién del método de Nikaido. 1 Pesos moleculares (New England
Biolabs), 2 Sobrenadante del primer paso de Nikaido, 3 Sobrenadante del segundo
paso del Nikaido, 4 botén obtenido en el tercer paso de Nikaido, 5 OmpC sin
purificar, 6 y 7 OmpC purificada por cromatografia, 8 Isipor.
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Fig. 7Tb. SDS-PAGE Arcilamida 12% en condiciones reductoras de las diferentes porinas 1)
Pesos moleculares(New England Biolabs), 2) Isipor 3) OmpF 4) OmpC nativa.

Para corroborar la identidad de la proteina purificada se realizdé una
inmunoelectrotransferencia (western blot). El corrimiento electroforético
corresponde a OmpC y la reaccion con el anticuerpo anti-porinas nos indica
que la OmpC conserva su identidad antigénica aun después de haberse
purificado de un cepa diferente que Isipor lo cual indica que la OmpC

purificada y la contenida en Isipor tienen las mismas cualidades antigénicas.
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Fig. 8. Westernblot 1.Pesos moleculares
pretefiidos ( New England Biolabs), 2. Isipor, 3.
OmpC,4. OmpF.

# Evaluacion de la participacion de OmpC dentro de la respuesta

humoral inducida por Isipor.

Para evaluar la participaciéon de la porina OmpC dentro de la respuesta
humoral y caracterizar los anticuerpos producidos, se inmunizaron grupos de 3
ratones con 10ug de OmpC al dia cero se reinmunizé al dia 15. En el caso de los
anticuerpos de clase IgM se observé un titulo maximo en la respuesta primaria de
anticuerpos, y este fue disminuyendo a lo largo de los dias. Para los anticuerpos
de clase IgG se observaron titulos desde el dia 4 después de la inmunizacién y se
obtuvo el titulo mas alto al dia 25 después de la reinmunizacion es decir, en la
respuesta secundaria y se pueden observar titulos altos en la respuesta de larga
duracién; al mismo tiempo se realizé un control con SSI el cual fue negativo en

cada uno de los casos.
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Titulo de anticuerpos
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Dias después de la inmunizacién

Fig. 9. OmpC induce altos titulos de anticuerpos de clase IgM e IgG de larga

duracién.

Con el fin de caracterizar la respuesta de anticuerpos IgG se
determinaron los isotipos inducidos por OmpC. La respuesta de anticuerpos
IgG1 se caracteriza por una elevacién del titulo de anticuerpos a partir de la
reimunizacién, lo que indica que este tipo de anticuerpos se empiezan a
producir en la respuesta secundaria de anticuerpos y ademas son de larga
duracion, ya que se pueden observar titulos altos hasta el dia 60 después
de la primera inmunizacién. Estos anticuerpos son importantes dentro de la
proteccion ya que funcionan como anticuerpos bloqueadores y estos se ven
favorecidos cuando se encuentra presente IL4 es decir un ambiente de tipo

Th2 %%,
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Fig. 10. OmpC induce altos titulos de anticuerpos IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 de larga
duracién en ratones inmunizados con 10pug por via intraperitoneal de la proteina en

los dias 0 y 15.

En el caso del isotipo IgG2a se observa la aparicion de anticuerpos
desde el dia 8, que aumenta a lo largo del tiempo obteniéndose titulos altos
y de larga duracion. Este isotipo esta relacionados con concentraciones
altas de IFN-y y son fijadores de complemento'>®,

Para el isotipo IgG2b se observa la misma tendencia que para los
anticuerpos de clase 1gG2a, titulos altos de anticuerpos de larga duracion;

estos anticuerpos al igual que los de IgG2a, estos anticuerpos son buenos

fijadores de complemento.
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El caso de IgG3 se encontraron titulos altos de anticuerpos de larga
duracion estos anticuerpos pueden unirse a la bacteria y proporcionan

proteccion'?.

Respuesta inmune humoral

inducida por OmpC

22 inmunizacion -O-1gG1
g. ——1gG2a
3 3 - 1gG2b
S t§, {1 1gG3
[+1]
o< - SSl
2
=

A
L= !

70

Dias después de la inmunizacién

Fig. 11. Grafica comparativa entre las diferentes subclases de IgG inducidas por

10pg de OmpC.

# Contribucién de OmpC en la induccién de anticuerpos bactericidas.

Con el fin de determinar la contribucion de OmpC en la capacidad
bactericida de los anticuerpos inducidos por Isipor se realizaron ensayos de
anticuerpos bactericidas con los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con
OmpC y se compar6 con la actividad bactericida de los sueros anti-Isipor y anti-
OmpF. Como titulo se consider6 la Ultima dilucién en la que se obtuvo el 50% de
lisis de S. typhi. Los resultados nos indican que la OmpC nativa tiene una mayor

actividad bactericida que OmpF y menor que Isipor.
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Actividad Bactericida

- Isipor
—— OmpF
v e a OmpCr
—¥—OmpC
-O-Ssl

Titulo Bactericida

0 5 10 15 20 25 30
Dias después de la Inmunizacién

Fig. 12. La porina OmpC es el componente principal de Isipor en la induccién de anticuerpos
con actividad bactericida. Grupos de 3 ratones fueron inmunizados con 10ug de OmpC por

via intraperitoneal al dia 0 y 15. Al dia indicado se determiné la actividad litica de la mezcla
de suero sobre S. typhi.

# Capacidad protectora de la porina OmpC
Con el fin de determinar la contribucién de OmpC en la proteccién inducida por
Isipor, se realizaron ensayos de proteccion los ratones se mantuvieron en
observacién durante 10 dias.

Los retos se realizaron considerando que una DLs, es equivalente a 117000
ufc de acuerdo a ensayos previos (datos no mostrados) en donde se determind
este nimero de bacterias.

Después de haber realizado el reto se observd el porcentaje de

supervivencia durante los 10 dias posteriores al reto.
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Antigeno(cantidad en . | Dosis letal Porcentaje de
inmunizacibny . Superviviencia
reinmunizacion) s R e

10pg Isipor 24 DLsg 100
120 DLgo 100

600 DLsg 90

10pg OmpC 24 DLso 70
120 DLso 30

600 DLsg 0

10pg OmpCr 24 DLso 20
120 DLso 20

600 DLsgo 0

10pg OmpF 24 DLsg 60
120 DLsg 20

600 DLsp 0

10pugOmpC+10ugOmpF 24 DLsg 50
(Mezcla) 120 DLgo 30
600 DLso 10

SSi 24 DLso 0

120 DLso 0

600 DLsg 0

Tabla 4. Ensayo de proteccién, Se muestra el antigeno inmunizado, DLs, Utilizada y

porcentaje de superviviencia de cada grupo del ensayo de proteccién.

La porina OmpC es capaz de inducir la proteccion hasta de 70% contra el

reto de 24DLsy y hasta un 30% contra le reto de 120DLso de S. typhi, el efecto

protector de esta porina no es suficiente para evitar la muerte de los ratones a

600DLso.
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Efecto Protector de OmpC

100
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—- 24DLg,
—A— 120DLg,
—¥- 600DLs,

Fig. 13. Capacidad protectora de OmpC frente a 24,120 y 600 DLs, de S. typhi durante un

periodo de 10 dias después del reto.

La mezcla OmpC y OmpF fue capaz inducir proteccion hasta de un 50%

contra 24 DLsg, 30% contra 120 DLsp y hasta un 10% contra 600 DLsy de S. typhi

esta proteccion se encuentra muy por debajo de la que induce Isipor (obtenida de

la cepa silvestre).

Efecto protector OmpC + OmpF

% de supervivencia

- 24DL50
—&— 120DL50
—¥-600DL50

Fig. 14. Capacidad protectora de la mezcla OmpC + OmpF frente a 24,120 y 600 DLs, de S.

typhi durante un periodo de 10 dias después del reto.
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Efecto protector de Isipor
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Fig. 15. Capacidad protectora de Isipor frente a 24,120 y 600 DLs, de S. typhi durante un

periodo de 10 dias después del reto.
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Fig. 16. Capacidad protectora de OmpF frente a 24,120 y 600 DLy, de S. fyphi durante un

periodo de 10 dias después del reto.
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Fig. 17. Comparacién de la capacidad protectora de Porinas OmpC, OmpF y de la mezcla
OmpC + OmpF durante 10 dias posteriores al reto.

Para determinar la contribucién de OmpC en la proteccion, se comparo la
capacidad protectora de Isipor, OmpF y OmpC. Isipor protege hasta 100% contra
24 y 120 DLsp y hasta en un 90% contra 600DLsy de S. typhi como ha sido
reportado previamente. OmpF indujo una proteccién hasta de 60% contra 24DLs
y de 20% contra 120DLso. No se observé proteccion en el caso de 600DLsg
(Fig. 17). Con base en los resultados obtenidos en la respuesta humoral,
capacidad bactericida y proteccion podemos concluir que OmpC es la porina que
tiene el papel dominante en la induccién de proteccién inducido por Isipor, Sin
embargo la contribucién de ambas porinas es importante para incrementar el nivel
protector, aunque OmpC y OmpF no fueron capaces de reconstituir el efecto
protector de Isipor, dejando en evidencia la participacion de otros factores

presentes en Isipor involucrados en la induccién de proteccion.
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XI. DISCUSION.

En el presente trabajo se reporta primero la purificaciéon de la porina OmpC
de Salmonelia enterica serovar typhi uno de los componentes de la vacuna que no
se habia purificado en su forma nativa, para poder realizar esto, se utilizé una
cepa carente de OmpF. Se caracterizé primero la cepa por medio de pruebas
bioquimicas y una vez que se tuvo la certeza de que se trataba de la cepa correcta
se purificé la proteina por el método de Nikaido y cromatografia de exclusién
molecular. La proteina obtenida fue sometida a pruebas para garantizar su
identidad, como electroforesis SDS-PAGE y western blot en los cuales de acuerdo
a los patrones de corrimiento electroforético se pudo identificar a la proteina,
ademas de que en el caso del western blot se observo la identidad antigénica de
la proteina. Otro control que se realizé y que es muy importante para poder
establecer una comparacion entre los resultados es la cuantificacion de LPS
presente en la mezcla mediante la cuantificacion de KDO, se observé que las
muestras se encontraban por debajo del limite de deteccion de la prueba, aun
cuando se sabe que no se puede eliminar completamente el LPS contenido en las
porinas debido a que al parecer contienen una pequefia cantidad dentro de su
estructura (El LPS es un activador policlonal de linfocitos aln en cantidades de
nanogramos), sin embargo como se mencioné en la introduccion, se han hecho
estudios en los que se ha bloqueado la accién del LPS y en los que se puede
observar que el efecto obtenido se debe Gnicamente a las porinas*.

Una vez purificada OmpC como segunda parte del trabajo se observo su
contribucién dentro de la produccion de anticuerpos bactericidas y en la

proteccion.



En el caso de la produccion de anticuerpos, se pudo observar que hay
titulos altos desde los primeros dias después de la inmunizacion tanto para IgM
como para IgG lo cual nos indica que la OmpC es un antigeno altamente
inmunogénico. En el caso de los anticuerpos de clase IgM se puede observar una
gran produccion de estos al dia 4 (titulo de 8) y esta produccion va disminuyendo
a lo largo de los dias pero sin desaparecer, esto nos habla de un antigeno
altamente inmunogénico y que produce una respuesta de larga duracion, al
comparar esta respuesta con las obtenidas para Isipor y OmpF, se puede
observar, que en el caso de OmpF se inducen titulos bajos de esta clase de
anticuerpos y estos también son de larga duracién aunque con titulos mas altos en
esta parte de la curva que para OmpC, en el caso de Isipor se observan titulos
altos de IgM desde un principio al igual que en el caso de OmpC y una respuesta
de larga duracién con titulos parecidos a los inducidos por OmpF por lo cual se
puede apreciar que ambas porinas participan activamente dentro de la produccién
de anticuerpos.

Para los anticuerpos de clase IgG, se puede observar que estos se
encuentran desde la respuesta primaria de anticuerpos, para OmpC y se ve un
claro incremento en la respuesta secundaria, la presencia de anticuerpos de clase
IgG desde los primeros dias se puede deber por una parte a cierta reactividad
cruzada con algin antigeno que se pudiera encontrar en la flora habitual del ratén
0 a que estos antigenos sean reconocidos por células B1 las cuales tienen la
capacidad de producir inmunoglobulinas de manera espontanea preferentemente
de clase IgM, pero también de clase IgG La respuesta secundaria de anticuerpos

es de larga duracién y como se puede observar con titulos extremadamente altos
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para una respuesta de memoria (alrededor de 9 al dia 60). Los anticuerpos
inducidos por las porinas siguen la misma tendencia que para la OmpC, mientras
que en el caso de inmunizacion con OmpF no se encuentra una respuesta de IgG
en etapas tempranas, por lo cual la porina OmpC es la que produce una respuesta
primaria de IgG dentro de las porinas.

Por uitimo, al detectar los isotipos de IgG presentes se puede observar una gran
cantidad de anticuerpos IgG2a y de IgG2b los cuales son fijadores de
complemento, ademas de titulos altos de IgG1 que se ven favorecidos cuando en
el microambiente se encuentran concentraciones altas de IL-4 caracteristica de
una respuesta de tipo Th2 y como se mencioné anteriormente se cuenta con
evidencia de que otras porinas (S. typhimurium) inducen la produccion de esta
citocina en linfocitos humanos** lo cual sugiere que OmpC tiene un
comportamiento similar; mientras que también se observan titulos altos de
anticuerpos IgG2a los cuales se favorecen en un ambiente con altas cantidades
de IFN-y, lo cual nos sugiere una respuesta de tipo Th1 correlacionando con lo
reportado en la literatura, que las porinas S. fyphimurium inducen produccién de
IFN-yen linfocitos humanos*2. Tomando en cuenta la cinética de estos isotipos se
puede ver claramente que se encuentran titulos altos de anticuerpos que pueden
participar en las etapas tempranas de la infeccion, ya sea como anticuerpos
bloqueadores o bactericidas, y también dado al perfil de anticuerpos relacionado
con un perfil de Th1, estos mediarian una respuesta que podria ser mas efectiva
en la etapa tardia de infeccién, es decir cuando S. typhi se comporta como

patégeno intracelular ya que sugieren una respuesta celular citotdxica, sin
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embargo son buenos fijadores de complemento asi que también pueden actuar
como bactericidas en etapas tempranas.

En los ensayos bactericidas se encontré que la OmpC produce titulos
mayores de anticuerpos bactericidas que la OmpF desde el dia 4 después de la
inmunizacion y los cuales van en aumento y se-mantienen aun al dia 30, y como
se esperaba, estos son menores a los de Isipor.

En los resultados obtenidos en el estudio de proteccion realizado para
OmpC se encontré una proteccion de hasta un 70% contra 24DLsy, y de 30%
contra 120DLso de S.typhi, sin embargo no se encontré proteccion a 600 DLso.
Comparando estos datos con los obtenido para la OmpF se puede observar que la
proteccién inducida por OmpC es mayor en un 10% tanto para 24 como para
120DLso, esto se puede deber que la porina OmpC se encuentra en una mayor
proporcién en la superficie de la bacteria y por lo tanto hay una mayor cantidad de
sitios de unién para los anticuerpos producidos, por lo cual puede haber una
mayor cantidad de complemento fijado a la bacteria, ademas de que estos
anticuerpos pueden funcionar como opsoninas para los macréfagos y de esta
manera también se podria ver incrementada la fagocitosis, y posteriormente la
activacion de otras células de la respuesta inmune haciéndola mas eficiente.

En cuanto a la proteccién ejercida por la mezcla de OmpC y OmpF, se
puede ver que esta es mucho menor que la ejercida por Isipor, sin embargo, es la
Unica que induce proteccién a 600DLso, esto se puede deber a que aunque se
encuentran las dos proteinas principales, estas no se encuentran en la proporcion
real, ademas de que puede haber otros componentes que estén influyendo dentro

de la proteccion.
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Previamente se encontré que OmpF indujo 60% de proteccion contra
100DLso, sin embargo, en los experimentos aqui reportados observamos una
proteccién de 20% a 120DLse. Desafortunadamente, aunque fue planeado el
experimento de la misma forma, la cantidad de bacterias utilizadas para el reto
finalmente correspondidé a un exceso de bacteria que se tradujo en la diferentes
DLsp utilizadas en el experimento.

Tomando en cuenta todos los resultados anteriores podemos decir que la
OmpC nativa es el componente principal dentro de la proteccién inducida por
Isipor y que ambas porinas (OmpC y OmpF) son esenciales para la induccion
tanto de la proteccién, como de la respuesta humoral caracteristica de Isipor.

Un punto importante, es el hecho de que la OmpC es el componente
mayoritario en la produccién de anticuerpos bactericidas ya que la capacidad de
OmpF en este rubro es casi nula.

El hecho de que se hayan encontrado titulos de anticuerpos con actividad
bactericida sumamente altos para OmpCr, una cinética de anticuerpos igual a la
de OmpC y sin embargo una proteccion menor a la de todas las demas porinas
denota que una molécula obtenida de forma recombinante no siempre reproduce
de manera exacta la actividad biolégica de la molécula original, y que la
produccién de anticuerpos bactericidas no es el dnico mecanismo que intewiéne

en la proteccion contra la infeccién de S. typhi medida por Isipor.
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XIl. CONCLUSIONES.

.

La proteccion inducida por 10pg de OmpC es de 70% contra 20DLsp y de
30% contra 100DLse.

La OmpC induce una alta produccion de anticuerpos de clase IgM desde
los primeros dias después de la inmunizacion y estos son de larga
duracion.

La OmpC induce la produccién de anticuerpos de clase IgG desde los
primeros dias después de la inmunizacion aumentando en la respuesta
secundaria, estos anticuerpos son de larga duracién, y de todos los
isotipos de IgG. .

La OmpC produce mayor cantidad de anticuerpos bactericidas que OmpF.
OmpC es el componente principal dentro de la proteccion inducida por
Isipor.

Ambas porinas (OmpC y OmpF) son esenciales para la induccion tanto de

la proteccién como de la respuesta humoral caracteristica de Isipor
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XIV. ANEXO.

# Determinacién de proteinas por el método de Lowry.

La cantidad de proteina obtenida en la solucion de OmpF se cuantifico por
el método de Lowry % Utilizando una curva patrén de albimina sérica bovina
(ABS) 0.05-0.6 mg/mL

Se tomaron 0.1 ml de la solucién de proteina respectivamente y se
precipitaron con 20ul de &cido tricloroacético al 72%, centrifugando a 12,000 rpm
por 30 minutos. Se adicionaron 200ul de NaOH 0.5 N y se hirvieron por 10
minutos. Se adicion6é 1ml de una soluciéon de NaCO3; 2%, CuSQ, 0.01% vy tartrato
de sodio y potasio 0.01%, y 100 upl de reactivo de Folin-Cicalteau 1 N, se
incubaron 45 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz y se leyé la
absorbancia a 750 nm.

La concentracién de proteinas se calculé con la siguiente ecuacién:

1.7512(100- %H X%N, )
0.2802VR

mg/ml de porinas=

donde:

Z= cantidad en pg de ABS de la interpolacién de la absorbancia de cada una de
las muestras con la curva patrén.

%H= Porcentaje de humedad de la ASB

%N2.=Porcentaje de Nitrégeno de la ASB

V=Volumen en pl de la muestra problema

R=JK

J= factor de correccion del porcentaje de humedad
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K=factor de correccion del porcentaje de nitrogeno

Determinacion de lipopolisacarido por cuantificacion de KDO

La cantidad de lipopolisacéarido (LPS) contaminante de la solucion de OmpF
se determiné de manera indirecta cuantificando el contenido de &cido 2-ceto-3-
desoxioctonato (KDO) de acuerdo al método de Karkhanis %, empleando una curva
patrén de KDO (Sigma Co.) de 1-20 pg/mL. Se tomé la cantidad correspondiente de
la solucién y se lleva a 500 pL con HSO4 0.2N, se hirvié por 30 minutos. Se
agregaron 0.25 mL de HIO4 0.04M y se incub6é por 20 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 0.25mL de NaAsO, 2.6, cuando el color café desaparecio
se agregaron 0.5mL de Acido tiobarbittrico 0.6% y se hirvid por 15 minutos. Se
agreg6é 1 mL de Dimetilsulfoxido y se ley6 la absorbancia a 548 nm. La cantidad de

KDO se calculé interpolando la absorbancia de la muestra en la curva patron

* Electroforésis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE de proteinas se realizé en una unidad
electroforética para geles verticales en placa (Biorad) y sistemas de amortiguadores
discontinuos. El gel separador contenia 11.2 % de acrilamida, 0.32% de bis-
acrilamida, 0.10% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 8.8. El gel
introductor contenia 4.2% de acrilamida, 0.12% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en
amortiguador de Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se us6
Tris 0.125 M pH 6.8, que contenia SDS al 2%, glicerol al 10% y azul de bromofenol

al 0.005%. Las muestras se analizaron en condiciones reductoras y no reductoras.
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Para las condiciones reductoras el amortiguador de muestra contenia ademas B-
mercaptoetanol al 5% y las muestras se hirvieron 3 minutos en él. El corrimiento
electroforético se llevd a cabo con 10 mA en el gel introductor y 15 mA en el
separador. El amortiguador de corrimiento contenia Tris 0.025M, glicina 0.192 M,
SDS al 0.1%, pH 8.3. Posteriormente los geles se tifieron 30 minutos en una solucién
de azul de Coomasie R-250 al 0.1% en metanol-acido acético-agua (5:1:4). Se

decoloraron empleando una solucién de metanol-acido acético -agua (1:1:8).

¢ |dentificacion de Proteinas por Inmunoelectrotransferencia
(Western blot)

Las proteinas separadas electroforéticamente, fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Micron Hybond-C Amersham), en una unidad de
transferencia electronica (Biorad) por 14 horas a 16V con una solucion
amortiguadora de transferencia (25mM Tris, 200mM Glicina en metanol-agua 1:4)
pH 8.3 .En los siguientes pasos se utiliza la solucibn amortiguadora TBS (100mM
de Tris-Cl y 0.9% de NaCl pH7.5). La membrana de nitrocelulosa se bloquea con
una solucién de TBS-leche al 5% (Svelty Nestlé) incubando 1 hora a 37°C 60rpm.
Se lava con TBS-tween 20 al 0.05% 4 veces y una vez con TBS. Como primer
anticuerpo se utiliza suero de ratébn en una dilucién 1:500 en TBS-leche 5%
incubandose por 1.5hr a 37°C 60 rpm. Se lava 5 veces con TBS-tween 20 0.05%
y una vez con TBS. Como segundo anticuerpo se utiliza un anticuerpo de cabra
anti 1gG totales de ratdbn conjugado a peroxidasa de rabano (Zymed) en una
dilucién 1:800 en TBS-leche 5%; se incuba i hora a 37°C 60 rpm. Terminada la

incubacién se lava 7 veces con TBS-Tween 0.05% y una vez con TBS . La
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membrana se revela con una solucién de 4-Cloro-a-naftol (0.3% 4-cloro-a-naftol
en metanol -PBS 1:5 y H,0, 1:1000). Cuando se observan las bandas se lava

con agua destilada para detener la reaccion.

+ Ensayo Inmunoenzimatico en Fase Sélida (ELISA)

Se recubrieron microplacas de 96 pozos (costar®) con el antigeno
correspondiente (OmpF, OmpCr, porinas de S. typhi) en una concentracién de
10pg/mL en amortiguador de carbonatos pH 9.5, y se incubé durante 1 hora a
37¢°C (incubadora Shel-lab, 2100) y toda la noche a 4°C. Se dieron cuatro lavados
con una solucién agua - Tween 0.1% y se bloquearon con PBS - leche 5.0%
(Svelty, Nestle) incubando durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se lavaron 4
veces con la solucién de lavado usada anteriormente.

El primer anticuerpo (sueros de ratén) se agregd en diluciones seriadas
dobles, partiendo de una dilucién 1:40, en PBS — leche 5% y se incubé durante 1.5
horas a 37°C Nuevamente se lavaron las placas 4 veces. El segundo anticuerpo
(anticuerpo de cabra anti IgM, IgG totales, 1gG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3 de raton
conjugado a peroxidasa de rabano, Zymed) se afiadié en una dilucién 1:1000 en
PBS - leche 5% y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Por ultimo se lavaron 4 veces
y se revelaron agregando una solucion de 0.5mg/mL de o-fenilendiamina en
solucion amortiguadora de citratos pH 5.6 y H20,, dejando incubar durante 10
mi}nutos a temperatura ambiente y en ausencia de luz. La reaccién se detiene
agregando H.SO4 2.5 N. Se determiné la densidad 6ptica a 490 nm utilizando un

lector de microplacas (Dynex Technologies, MRX Il). Los titulos del suero se
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determinaron a partir del nimero de diluciones consecutivas del suero antes de
perder la sefal de la reaccién, tomando en cuenta el triple del valor promedio de
los controles negativos para determinar ese punto. Se utilizaron como controles

positivos sueros de ratén previamente titulados para el antigeno respectivo.

70



	Portada
	Índice
	I. Abreviaturas
	II. Resumen 
	III. Antecedentes
	IV. Planteamiento del Problema
	V. Hipótesis   VI. Objetivo General    VII. Objetivos Particulares 
	VIII. Materiales
	IX. Métodos
	X. Resultados
	XI. Discusión 
	XII. Conclusiones
	XIII. Bibliografía
	XIV. Anexo



