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Respuesta de linfocitos T citotóxicos contra la proteína OmpC 
durante infecciones por Salmonella 

Resumen 

Los linfocitos T citotóxicos (L TC) son células con fenotipo coa+ (T CDB +) que 
reconocen péptidos unidos a moléculas de clase 1 del complejo principal de 
histocompatibilidad (MHC-1) en la membrana de las células infectadas. Debido a 
que la mayoría de los péptidos que se unen a MHC-1 provienen de proteínas 
citosólicas, las células T coa+ participan fundamentalmente en la defensa contra los 
microorganismos que introducen antígenos al citosol de las células infectadas, 
como los virus. 
El presente trabajo describe la identificación de dos epítopes de una proteína muy 
abundante de la membrana externa de Sa/monella enterica que pueden ser 
generados a través del procesamiento citosólico de la proteína, presentados por 
moléculas MHC-1 clásicas, y posteriormente reconocidos por L TC activados 
durante infecciones in vivo con los serotipos Typhi y Typhimurium (S. typhi y S. 
typhimurium) . 
Para identificar epítopes de la porina OmpC de Salmonella reconocidos por L TC, 
se utilizaron dos algoritmos de predicción: ProPred, que predice la generación de 
péptidos por el proteasoma que pueden unirse a moléculas MHC, y BIMAS que 
predice el tiempo medio de disociación de los péptidos unidos a MHC. El resultado 
mostró que las secuencias de los péptidos 73-TRVAFAGL (OmpC73_80) y 132-
RNTDFFGL (OmpC132-139) pueden ser ligandos naturales de la molécula H2-Kb. 
Los péptidos sintéticos se unen y estabilizan in vitro a la molécula H2-Kb de 
manera dosis dependiente. Unidos a la molécula, OmpC73-ao y OmpC132-139 
convierten a una línea celular, el timoma RMA-S, en blanco de una respuesta 
citotóxica. La infección con S. typhimurium induce la activación de L TC que 
reconocen de manera específica a los péptidos sintéticos. La homología entre 
OmpC de S. typhimurium y OmpC de S. typhi es del 98% y poseen las secuencias 
idénticas a nivel de los epítopes predichos. En consecuencia , la respuesta 
citotóxica se induce también en ratones después de la administración 
intraperitoneal de S. typhi en mucina, lo cual involucra a los macrófagos como las 
células responsables de la activación de las células citotóxicas in vivo . 
Los datos presentados en este trabajo demuestran la activación de L TC 
específicos en el control de infecciones por Salmonella y sugieren su participación 
en la eliminación de macrófagos infectados, donde la bacteria se multiplica 
intracelularmente. El modelo desarrollado también proporciona un sistema para 
estudiar la respuesta de células citotóxicas durante procesos infecciosos activos 
como la salmonelosis en ratones y la fiebre tifoidea en humanos. 
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Cytotoxic T Lymphocyte response to the OmpC protein during 
infections by Sa/mone//a 

Abstract 

Cytotoxic T lymphocytes (CTL) are cells with phenotype coa+ (T coa+) that 
recognize peptides bound to molecules of the major histocompatibility complex 
class 1 (MHC-1) in the membrane of infected cells. Since most peptides that bind to 
MHC-1 come from cytosolic proteins, T coa+ fundamentally participate in the defense 
against microorganisms, like viruses, that introduce antigens into the cytosol of 
infected cells. 
This work describes the identification of two epitopes of a very abundant outer 
membrane protein of Sa/monel/a enterica that can be generated through the 
cytosolic processing of the protein, presented by classic MHC-1 molecules and 
subsequently recognized by CTL activated during in vivo infections with the 
serotypes Typhi and Typhimurium (S. typhi and S. typhimurium). 
In order to identify epitopes of the Salmonella OmpC porin recognized by CTL, two 
prediction algorithms were used: ProPred, that predicts peptide generation by the 
proteosome that can bind to MHC molecules and BIMAS that predicts mean 
dissociation time far peptides bound to MHC. The result showed that peptide 
sequences 73-TRVAFAGL (OmpC73-ao) and 132-RNTDFFGL (OmpC132-139) can be 
natural ligands of molecule H2-Kb. The synthetic peptides bind to and stabilize in 
vitro molecule H2-Kb by way of dependent doses. Once bound to the molecule, 
OmpC73_80 and OmpC132-1 39 convert a cell line, thymome RMA-S, into the target of 
a cytotoxic response. lnfection by S. typhimurium induces activation of CTL that 
specifically recognize the synthetic peptides. Homology between the OmpC of S. 
typhimurium and the OmpC of S. typhi is 98% and they have identical sequences 
at predicted epitope level. As a consequence, the cytotoxic response is also 
induced in mice after intraperitoneal administration of S. typhi in mucin, which 
involves macrophages as cells responsible for the activation of cytotoxic cells in 
vivo. 
The data presented in this work show the activation of specific CTL in the control of 
infections by Salmonella and suggest their participation in the elimination of 
infected macrophages, where the bacteria multiply intracellularly. The developed 
model also provides a system far studying cytotoxic cell response during active 
infectious processes, such as salmonellosis in mice and typhoid fever in humans. 
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Abreviaturas y Acrónimos 

2-ME 

Ab 

Ag 

AIF 

APCs 

P2M 

BHI 

ºC 

CD 

CLIP 

cpm 

DCs 

DMEM 

FACS 

FAE 

FMOC 

g 

2-Mercapto Etanol (p-Mercapto Etanol). 

Anticuerpo (del inglés «Antibody» ). 

Antígeno. 

Adyuvante incompleto de Freund. 

Células presentadoras de antígeno profesionales (del inglés «Antigen 

Presenting Ce/Is » ). 

p2-microglobulina. 

Infusión de cerebro y corazón (del inglés «Brain and Heart lnfusiom> ). 

Grados centígrados. 

Grupos de diferenciación (del inglés «Clusters of Differenciation» ). 

Péptido derivado de li (del inglés «C/ass 11-associated invariant chain 

peptide» ). 

Cuentas por minuto. 

Células dendríticas (del inglés «Dendritic Cells» ). 

Medio Modificado de Dulbecco (del inglés «Dulbecco 's Modified 

Eagle Medium» ). 

Citometría de flujo (del inglés «Fluorescence-Activated Ce// Sorting» ). 

Epitelio asociado al folículo (del inglés «Follicle-associated 

Epithelium» ). 

9-fluorenylmethyloxycarbonyl. 

Gramos. 
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HPLC Cromatografía líquida de alta resolución (del inglés «High 

Performance Liquid Chromatography» ). 

HSP Proteínas de fase aguda (del inglés «Heat Shock Proteins») 

IELs Linfocitos intra-epiteliales (del inglés «lntraepithelial lymphocytes» ). 

IFNy lnterferón gama. 

lg lnmunoglobulina. 

li Cadena invariante (del inglés «invariant chain» ). 

IL- lnterleucina. 

kDa Kilodaltones. 

KO Adjetivo aplicado a células o individuos a los que se les eliminó un 

gen por recombinación homóloga (del inglés «Knock Out»). 

LAMP 

LPS 

lt 

LTC 

mAb 

MALT 

MHC 

mif 

µg 

Proteína de membrana asociada a lisosoma (del inglés «Lysosomal­

Associated Membrane Proteim> ). 

Lipopolisacárido. 

Litro. 

Linfocitos T Citolíticos (Citotóxicos). 

Anticuerpo monoclonal (del inglés «Monoclonal Antibody» ). 

Tejido linfoide asociado a mucosas (del inglés «Mucosa-Associated 

Lymphoid Tissue» ). 

Complejo principal de histocompatibilidad (del inglés «Mayor 

Histocompatibility Complex» ). 

Media de intensidad de fluorescencia. 

Microgramo. 
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mg 

µI 

mi 

ng 

NK 

nm 

Nramp 

OmpC 

Miligramo. 

Microlitro. 

Mililitro. 

Nanogramo. 

Células asesinas naturales (del inglés «Natural Killer» ). 

Nanómetro. 

Proteína asociada a la resistencia natural de infecciones (del inglés « 

Natural resistance associated-macrophage protein» ). 

Proteína de membrana externa (del inglés «Outer membrane protein 

C») de Salmonella. 

Ova Ovalbúmina. 

pag Genes activados por PhoP (del inglés «PhoP-activated genes»). 

PBS Amortiguador salino de fosfatos (del inglés «Phosphate-buffered 

saline» ). 

RE Retículo endoplásmico. 

rpm Revoluciones por minuto. 

RPMI Medio de cultivo nutritivo (Roswell Park Memorial lnstitute) . 

SCV Vacuola que contiene a Salmonella (del inglés «Salmonella-

Containing Vacuo/e»). 

SDS Dodecilsulfato de sodio (del inglés «Sodium Dodecy/ Sulfate»). 

SFB Suero fetal de bovino. 

SPI Isla de patogenicidad de Salmonella (del inglés «Salmonella 

Pathogenicity lsland» ). 
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TAP 

Tco4+ 

Tcoa+ 

TCR 

Th1 

Th2 

TNFa 

UFC 

Transportador asociado al procesamiento de Ags (del inglés 

« Transporter associated with Antigen Processing» ). 

Células T que expresan la molécula CD4. 

Células T que expresan la molécula CD8. 

Receptor de la célula T (del inglés « T Ce// Receptor»). 

Células T cooperadoras tipo 1 (del inglés «T helper 1»), 

Células T cooperadoras tipo 2 (del inglés « T helper 2» ), 

Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés «Tumor Necrosis Factor 

alpha» ). 

Unidades formadoras de colonias. 
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l. Introducción 

Las especies del género Salmonella son de interés mundial debido al espectro de 

huéspedes susceptibles, que pueden ser desde ratones y pollos, hasta primates. 

Pueden causar infecciones localizadas y sistémicas, además de estados 

asintomáticos crónicos. Algunas sub-especies pueden causar bacteriemia, 

meningitis, enfermedad respiratoria, daño cardiaco, osteomielitis , y otras 

infecciones locales (1 ). Salmonella enterica serotipo Typhi (S. typh1) es un 

patógeno adaptado a los humanos que induce fiebre tifoidea en más de 16 

millones de personas anualmente y es responsable de 600,000 muertes al año (2). 

Salmonel/a enterica serotipo Typhimurium (S. typhimurium) causa gastroenteritis 

en una gran cantidad de mamíferos, incluyendo a los humanos. En ratones, la 

infección con S. typhimurium induce una fiebre entérica con síntomas similares a 

los observados en humanos después de la infección con S. typhi, por lo que este 

modelo se ha convertido en estándar de oro para estudiar la patogénesis de la 

fiebre tifoidea y la respuesta inmune contra el patógeno (3). 

Después de la ingestión de alimentos o agua contaminada, Salmonella utiliza el 

tracto gastrointestinal como ruta normal e inicia su ciclo de infección después de 

atravesar el ambiente ácido del estómago. Tanto S. typhi (4, 5) como S. 

typhimurium (6, 7) invaden de manera selectiva a las células del epitelio intestinal 

membranoso (células M) en el epitelio asociado al folículo (FAE). En ratones y 

bovinos, S. typhimurium puede adherirse también a otras células, como los 

enterocitos (8), pero se une de manera preferente a las células M (9). La entrada 

de Sa/monella a las células M induce muerte celular, además de la destrucción del 
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epitelio asociado al folículo, lo que contribuye a una invasión bacteriana masiva (7, 

1 O). Después de invadir y atravesar el epitelio intestinal, la bacteria coloniza la 

lámina propria y las placas de Peyer (7). Aquí infecta macrófagos, para alcanzar 

después los ganglios linfáticos mesentéricos, y se disemina al sistema circulatorio 

a través de los vasos linfáticos eferentes, lo que produce una bacteriemia 

transitoria. En el bazo y el hígado, los fagocitos eliminan una gran parte de la 

bacteria presente en la sangre (11-13). Estos primeros estadios de la infección se 

realizan en pocas horas, luego la bacteria se multiplica y aumentan los títulos 

bacterianos en el bazo y el hígado durante varios días (3). Después de alcanzar 

una carga de 108 bacterias, los animales ya no controlan la infección, por lo que 

sobreviene una bacteriemia secundaria, el choque endotóxico y finalmente la 

muerte. En una infección subletal, los ratones restringen la bacteriemia y la 

infección se caracteriza por esplenomegalia, supresión inmune y el nivel de carga 

bacteriana que se mantiene depende de la cepa de ratón y de la cepa bacteriana 

utilizada. 

Esto quiere decir que el resultado de la infección depende de varios factores, entre 

los que se incluyen los determinantes genéticos de virulencia de la bacteria, la 

respuesta inmune innata, la capacidad del huésped para montar una respuesta 

inmune adquirida adecuada, y finalmente de la capacidad para eliminar al 

patógeno. La protección contra Salmonella resulta de una combinación entre la 

inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. 

19 



1.1. LA INFECCIÓN POR SALMONELLA 

El género Salmonella es muy heterogéneo. Comprende más de 2500 serotipos, o 

serovares (14), de los cuales solo unos cuantos son patógenos humanos 

importantes. A pesar de esta complejidad, las especies de Salmonella son 

genéticamente muy parecidas, y las diferencias entre los serotipos representan 

diferencias en antígenos de superficie como el LPS o los flagelos. Los serotipos de 

Salmonel/a pueden causar tres enfermedades importantes en humanos: fiebre 

tifoidea (causada por S. typhi y cepas relacionadas); gastroenteritis (causada por 

la mayoría de las cepas de Salmonella); y una enfermedad invasiva (causada por 

S. choleraesuis). 

1.1.1. Determinantes genéticos de virulencia 

La mayoría de los genes de virulencia de S. typhimurium se encuentran agrupados 

en distintas secuencias que se denominan islas de patogenicidad de Salmonel/a 

(SPl's). Las SPl's se caracterizan por una gran cantidad de nucléotidos GC, sitios 

críticos de integración (15-17) y una estructu ra muy parecida a la de los 

bacteriófagos o transposones (18, 19). SPl-1 y SPl-2 codifican un aparato secretor 

(sistema de secreción tipo 111), que permite la inyección de proteínas efectoras en 

el citoplasma de la célula huésped, a través de lo que se ha denominado una 

"jeringa molecular" (20). El sistema de secreción tipo 111 se activa después del 

contacto de la bacteria con células eucarióticas (21 ), e inyecta proteínas que 

inducen la modificación del citoesqueleto de actina en células de mamífero, lo cual 

resulta en la formación de proyecciones de la membrana celular denominadas 

"ruffies" y en la internalización de Sa/monel/a (22-27). SPl-2 contiene genes que 
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controlan la replicación bacteriana en compartimentos intracelulares de células 

fagocíticas y en células epiteliales (28-30). Se requiere SPl-3 para que la bacteria 

sobreviva en macrófagos bajo condiciones limitadas de Mg2
+ (16, 31 ). SPl-4 

codifica un sistema de secreción tipo 1 que media la secreción de toxinas, y se 

piensa que participa también en la adaptación de Salmonella al ambiente 

intracelular del macrófago (32). SPl-5 codifica factores involucrados en la 

secreción de líquidos por parte de la célula y en reacciones inflamatorias en la 

mucosa intestinal por S. dub/in, y en la invasión por S. typhimurium (15, 33). En la 

figura 1 se muestra un diagrama de la distribución de las SPl's en el cromosoma 

de la bacteria. 

Salmonella tiene que adaptarse a cambios drásticos de medio ambiente cuando 

viaja a lo largo del tracto gastrointestinal, y cuando se mueve del ambiente 

extracelular al intracelular. Esto lo lleva a cabo modulando su metabolismo y 

produciendo algunos factores de virulencia (34, 35). Los genes de virulencia se 

regulan de forma coordinada durante los diferentes estadios de los ciclos 

infecciosos. El mecanismo de regulación integra una gran variedad de señales 

ambientales y controla la adaptación de la bacteria activando y/o reprimiendo los 

genes de virulencia. Para obtener este control, Sa/monel/a utiliza varios sistemas 

de regulación de dos componentes, entre los que se incluyen un sensor de 

cinasas de histidina y un regulador transcripcional (36). Los sistemas PhoP/PhoQ, 

PmrB/PmrA, SsrA/SsrB y EnvZ/OmpR, regulan la invasión y supervivencia de la 

bacteria en compartimentos intracelulares, pero también regulan la supervivencia 

de las células huésped (37-41 ). Los sistemas de control de dos componentes 

controlan a su vez a otros reguladores, como HilA, que en cambio activa la 
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expresión de genes de virulencia (38, 42). La expresión del gen hi/A está 

controlado por los sistemas PhoP/PhoQ y SirA; esto quiere decir que el regulador 

PhoP reprime a hi/A, mientras SirA estimula su trascripción. Las señales que 

activan a SirA son concentraciones bajas de oxigeno, alta osmolaridad y un pH 

ligeramente alcalino, mientras PhoP se enciende en condiciones limitadas de 

Mg2
+, lo cual podría reflejar el lúmen del intestino y el ambiente intracelular, 

respectivamente (42, 43). De esta manera, Salmonel/a se adapta a las distintas 

condiciones ambientales que encuentra durante su ciclo infeccioso. 
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Figura 1. Localización de las islas de patogenicidad en el cromosoma de 
Salmonella. Las SPl 's se muestran representadas por triángulos. Las distancias 
en el cromosoma bacteriano se indican en minutos. 
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1.1.2. Adhesión e invasión de células M 

Salmonella debe sobrevivir al ambiente ácido del estómago para llegar al intestino 

delgado, donde se mueve a través de las células del epitelio intestinal y alcanza a 

las células M. Las bacterias interactúan con células epiteliales por medio de las 

fimbrias, de las cuales se han descrito varios tipos (codificadas por los operones 

lpf, fim, agf, y pef) involucradas en la adhesión de S. typhimurium a células 

epiteliales (44-46). Sa/monella invade a las células por un mecanismo muy 

peculiar, caracterizado por la remodelación local de la membrana y del 

citoesqueleto cortical de actina. Esto lleva a la formación transitoria de unas 

estructuras muy características denominadas ruff/es (6, 7, 4 7), lo que permite que 

la célula atrape a la bacteria en un proceso semejante a la macropinocitosis que 

induce el factor de crecimiento epidérmico en células epiteliales (48, 49). La 

invasión de células epiteliales depende también de otros factores bacterianos, 

como los reguladores de dos componentes (PhoP/PhoQ, SirA y HilA), y efectores 

de secreción tipo 111, codificados en SPl-1 (23, 50-52). La variedad y la 

redundancia de factores de invasividad favorecen que S. typhimurium alcance los 

tejidos de la mucosa, a través de diferentes tipos de células epiteliales en 

diferentes huéspedes. 

Durante el proceso de entrada, S. typhimurium induce la orientación de una gran 

cantidad de moléculas de la superficie celular en células epiteliales, entre ellas 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1 (MHC-1), el 

receptor de fibronectina y CD44 (53). Dentro de la célula epitelial , S. typhimurium 

reside en una vacuola caracterizada por concentraciones bajas de Mg2
+ y Fe2

+ , y 

un pH ligeramente ácido (54 ). La bacteria viva se acumula en una vacuola que 
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posteriormente forma extensiones filamentosas dependientes de microtúbulos, y 

contiene algunos marcadores lisosomales [lysosomal-associated membrane 

protein (LAMP)1, LAMP2 y cd63] (55, 56). La vacuola que contiene a Salmonella 

(SCV) forma un compartimento único, que es distinto de la vía de degradación 

endocítica, lo que indica que la bacteria puede regular la composición del 

compartimiento que la contiene (57). Después de la infección por S. typhimurium 

hay destrucción de células M, lo que facilita la invasión de los tejidos subyacentes 

y la infección de otras células epiteliales en la superficie basolateral (7, 4 7). 

1.1.3. Invasión de células fagocíticas 

El destino de S. typhimurium depende del lugar donde la bacteria atraviese la 

barrera de la mucosa y parece que esto depende del fenotipo invasivo de la 

bacteria . Los serotipos invasivos utilizan a las células M en el epitelio para cruzar 

la barrera intestinal (7, 1 O); los serotipos no invasivos pueden penetrar la barrera 

intestinal de una manera independiente de las células M (58, 59). Después del 

transporte por las células M y/o los enterocitos de las vellosidades, S. typhimurium 

se libera en la lámina propria donde es fagocitada por los macrófagos (47, 60, 61 ), 

que por mucho tiempo se ha considerado la principal célula blanco que encuentra 

la bacteria una vez que ha cruzado la barrera epitelial. Los macrófagos residentes 

constituyen una primera línea de defensa que previene la progresión de la 

infección por Salmonella, pero también son un reservorio en el que la bacteria 

puede multiplicarse y "ocultarse" del sistema inmune. Se ha descrito que en el 

domo de los folículos, en las placas de Peyer, hay una gran cantidad de DCs y 

linfocitos B (62, 63) y muy escasos macrófagos (64). Después de cruzar el FAE, 
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las DCs también fagocitan S. typhimurium (65-67). En contraste a los macrófagos, 

las DCs no son residentes y pueden migrar a ganglios linfáticos distales después 

de la ingestión de la bacteria, por lo que pueden ser un nicho importante para la 

diseminación sistémica de Salmonella (68, 69). Por distintas razones, la mayoría 

de los estudios de patogenicidad in vivo se han enfocado a la interacción de 

Salmonella con los macrófagos. Sa/monel/a puede infectar a los macrófagos y es 

capaz de sobrevivir en estas células (70). Inicialmente se pensaba que Salmonella 

inhibía la fusión fagosoma-lisosoma (71 ), pero más bien parece que la bacteria 

controla la composición de la vacuola donde reside . Estas vacuolas contienen 

algunos marcadores lisosomales, entre ellos LAMP1 y fosfatasa ácida lisosomal, 

pero no tienen actividad de catepsina, ni expresan el receptor de manosa-6-fosfato 

(72, 73). La bacteria muerta por calor se localiza en compartimentos degradativos 

que expresan todos los marcadores mencionados. Esto sugiere una participación 

activa de la bacteria en la composición de las vacuolas. Así que, tanto en células 

epiteliales como en macrófagos, Sa/monella puede controlar la fusión de vesículas 

de la vía secretora y modular la naturaleza de la vesícula donde reside (7 4 ). Para 

sobrevivir en los macrófagos, S. typhimurium utiliza un grupo de genes regulados 

por el sistema PhoP/PhoQ, que incluye los genes activados por PhoP (genes pag), 

el sistema de dos componentes PmrA/PmrB, que controla genes involucrados en 

la resistencia a péptidos catiónicos, y genes que codifican para transportadores de 

magnesio (SPl-3). 
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1.1.4. Diseminación sistémica 

Después de la infección de las mucosas, S. typhimurium alcanza el bazo y el 

hígado donde se replica, inicialmente dentro de neutrófilos y macrófagos, y 

después exclusivamente en los macrófagos (13). Se ha propuesto que la 

bacteriemia puede alcanzar órganos distantes viajando dentro de los macrófagos. 

Sin embargo, no hay evidencia experimental que indique que los macrófagos 

pueden viajar desde la mucosa, drenar a los ganglios linfáticos, alcanzar la 

circulación, y migrar al bazo. La diseminación sistémica depende del plásmido de 

virulencia y de la región SPl-2 en la bacteria (29, 30, 75), y las DCs son los 

mejores candidatos para transportar antígenos, como se mencionó anteriormente 

(58, 59). Para prevenir la diseminación sistémica y el daño a los tejidos, el 

huésped infectado requiere de una inmunidad innatacompetente 
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1.2. RESPUESTA INMUNE CONTRA SALMONELLA 

La respuesta inmune contra infecciones primarias por Sa/monella se ha estudiado 

en detalle. El curso de un reto subletal podría resumirse como: 

i) Eliminación rápida de una gran cantidad de bacteria; 

ii) Replicación masiva de la bacteria remanente en células del sistema retículo­

endotelial (mononucleares y polimorfonucleares) en bazo e hígado; 

iii) Control del crecimiento masivo de la bacteria en estas células, lo que permite 

mantenerla en una fase estacionaria; y 

iv) Eliminación de la bacteria de los tejidos, lo cual requiere de la participación de 

mecanismos controlados por genes del complejo MHC y de respuestas 

específicas de células T. 

Se ha demostrado que durante la infección se inducen respuestas inmunes 

humorales y celulares. También se presenta infiltración masiva de leucocitos 

polimorfonucleares, hiperplasia de ganglios linfáticos y formación de centros 

germinales, además de incremento en los títulos de anticuerpo y expresión de 

citocinas por células presentes en los linfáticos eferentes (76-78). Los mecanismos 

de protección a largo plazo no están bien definidos, ya que dependen de las 

combinaciones huésped-parásito, del grado de virulencia de la cepa utilizada, y de 

la resistencia o susceptibilidad innata del huésped. Sin embargo, lo que si está 

documentado es que la vacunación con bacteria viva proporciona inmunidad 

humoral y celular, que ofrece protección óptima en hospederos susceptibles (79, 

80). Las vacunas a base de bacterias muertas solo protegen en hospederos 

resistentes; esto se puede asociar a que solo pueden inducir respuestas 

humorales y no inducen respuestas celulares (81 ). 
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1.2.1. Respuesta inmune innata 

La respuesta inmune innata controla los estados agudos de salmonelosis en los 

ratones. La sobrevida de los animales durante la primera fase de la infección 

depende de su resistencia natural, que controla la multiplicación de Salmonella en 

los macrófagos. Se han descrito varios genes que modifican la resistencia a las 

infecciones por Salmonella (82). El control de la replicación de S. typhimurium en 

el bazo y el hígado depende de la proteína específica de macrófagos / neutrófilos 

Nramp1 [Natural resistance-associated membrane protein, este gen se conoce 

también como lty, Bcg o Lsh (83, 84 )]. Los ratones que producen una molécula 

Nramp1 deficiente, como BALB/c o C57BL6, son susceptibles (lty5
) a la infección 

por S. typhimurium (85, 86). Se ha descrito que Nramp1 también influye en el 

procesamiento de los antígenos de la bacteria y en el resultado final de la 

respuesta inmune (87, 88). 

Los macrófagos son responsables de muchos de los mecanismos iniciales de la 

respuesta inmune temprana, y se reconocen como las principales células 

efectoras contra el patógeno (60, 61 ). Los PMN aparecen en la sub-mucosa dentro 

de las primeras horas de la infección, y son las primeras células que infiltran 

tejidos extraintestinales (89). También se ha descrito que existe activación de 

células NK, entre 2 y 4 días después de la infección (90, 91 ). Durante estas etapas 

tempranas de infección, algunos componentes de Salmonella, como el 

lipopolisacárido (LPS) y otras lipoproteínas en la membrana externa de la bacteria, 

inducen una respuesta inflamatoria masiva en los tejidos cercanos y señalizan la 

presencia de la bacteria dentro de las células del huésped. En respuesta, las 

células endoteliales sobreexpresan moléculas de adhesión (92). El LPS también 
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activa la producción de citocinas, como factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (93, 

94), interleucina (IL)-1 (95-97), interferón gamma (IFNy) (98-100), IL-12 (101-103), 

y una gran cantidad de quimiocinas que reclutan células del sistema inmune hacia 

el sitio de la infección (104, 105). Estas citocinas son reguladores muy importantes 

durante los estadios iniciales de la infección porque inducen mecanismos 

bactericidas en los macrófagos, que incluyen la producción de intermediarios 

reactivos de oxígeno y nitrógeno, y el manejo celular de la bacteria para dirigirla a 

los lisosomas (106). La presencia temprana de citocinas pro-inflamatorias estimula 

la respuesta de células T cooperadoras tipo 1 (Th1 ), que se require para 

establecer la inmunidad protectora (105). 

Todos los mecanismos efectores de la respuesta inmune innata descritos 

controlan la multiplicación de la bacteria, al tiempo que empieza a disminuir la 

colonización (entre los 7 a 14 días), y la respuesta inmune específica se desarrolla 

durante la fase de eliminación de la bacteria . 

1.2.2. Respuesta inmune específica 

Aunque los mecanismos iniciales de resistencia restringen la multiplicación inicial 

de Salmonella durante varios días, los mecanismos efectores de la respuesta 

inmune innata son incapaces de eliminar a la bacteria del huésped. Los 

mecanismos efectores de la respuesta inmune específica son los que controlan y 

erradican a la bacteria, además de proporcionar protección contra la reinfección 

(3). 

30 



1.2.3. Células B y anticuerpos 

La participación de las células B, a través de la producción de anticuerpos 

específicos, durante las infecciones con Sa/monella está bien documentada. 

La infección de ratones con Salmonella induce una fuerte respuesta de 

anticuerpos contra antígenos proteicos, y también contra antígenos no proteicos, 

como el LPS y el polisacárido Vi (107-110). Sin embargo, los resultados en 

distintos modelos de protección, mediada por anticuerpos específicos, han sido 

muy contradictorios: 

La vacunación de ratones resistentes (lti) con cepas muertas o atenuadas de 

Salmonella induce protección contra la infección secundaria usando dosis letales 

de bacteria virulenta, y la protección se puede transferir con suero (111, 112). En 

ratones susceptibles (lty5
), la situación es diferente, las vacunas a partir de 

bacterias muertas solo generan una protección parcial contra el reto con la 

bacteria virulenta, y la transferencia del suero no transfiere la protección (81 ). La 

vacunación de ratones susceptibles con vacunas vivas induce protección contra el 

reto con la bacteria virulenta, pero para transferir la protección se requiere de la 

combinación de anticuerpos y de células T (113). 

Como se puede ver, la transferencia de suero puede proteger a ratones 

resistentes, pero no protege a cepas de ratones congénicos con genes de 

susceptibilidad. Esto ofrece una explicación a la inconsistencia de los resultados 

de protección mediada por anticuerpos (81 ). La infección de ratones deficientes 

de células B (KO de lgµ) confirma que los anticuerpos no son indispensables en el 

control de cepas atenuadas. Sin embargo, estos ratones son más susceptibles a la 
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infección con bacteria virulenta, durante las respuestas primarias y secundarias 

(114). 

Se puede concluir que en animales lt/, los anticuerpos son suficientes para 

controlar a la bacteria virulenta . En cambio, en ratones lty5 donde la infección con 

Sa/monella virulenta representa un reto todavía mayor, los anticuerpos participan 

en el control de la bacteria, pero la protección depende de otros mecanismos 

adicionales, principalmente la participación de las células T. 

1.2.4. Linfocitos T co4 + 

La localización intracelular de Salmonella predispone a que la vía de presentación 

de antígeno por MHC-11 sea la más significativa. De hecho, las células Tco/ 

participan de manera importante en la inmunidad contra la bacteria. Los ratones 

deficientes de células T co/ (ratones KO de MHC-11, o ratones a los que se les 

eliminaron las células T co/ con anticuerpos) no eliminan a la bacteria de manera 

eficiente cuando se infectan con cepas atenuadas de S. typhimurium (115). En 

ratones vacunados, la eliminación de las células T co4 + reduce la resistencia contra 

la infección, y la transferencia de células T co4 + procedente de ratones donadores 

vacunados puede proteger a los ratones receptores (115-118). S. typhimurium 

induce una fuerte respuesta de células Th1, que es la responsable de la 

protección (3, 119). Las citocinas producidas por las células Th1, principalmente 

IFNy y TNFa, son escenciales durante los estadios iniciales de la infección porque 

están involucradas en la inducción de mecanismos bactericidas en los macrófagos 

(94, 120). Además, las células T co/ también cooperan con las células B para 
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producir anticuerpos, ayudan a la formación de granulomas que restringen la 

diseminación de la bacteria, y activan células T coa+ específicas contra Salmonella 

(3,121). 

1.2.5. Linfocitos T coa+ 

Son varios y muy diversos los estudios que involucran a los Linfocitos T coa+ en la 

inmunidad contra Sa/monel/a. Desde 1990 se reconoce que existe una respuesta 

de tipo citolítica contra la bacteria (122, 123), y se ha demostrado que las células 

T coa+ participan en infecciones primarias y secundarias en el modelo de ratón 

(124, 125). En humanos, también se pueden inducir respuestas de L TC 

inmunizando con cepas atenuadas de S. typhi (126-129). En los primeros estudios 

de las células T coa+ inducidas por Salmonella, se demostró que la bacteria 

utilizaba el sistema de secreción tipo 111 para inyectar proteínas bacterianas en el 

citosol de la célula blanco de la respuesta . Esto permite el acceso directo de los 

antígenos a la vía de procesamiento de antígeno por MHC clase 1 (130), 

proporcionando inmunidad protectora (131, 132). Distintas cepas de S. typhi y S. 

typhimurium se han utilizado para expresar antígenos extraños y activar células 

T coa+ específicas contra los antígenos recombinantes (133-135). Utilizando este 

sistema "acarreador", se ha demostrado actividad de L TC en modelos de 

protección contra patógenos como Listeria (136-138), Plasmodium (122, 139), 

Leishmania (140) y virus de influenza (141 ). Los LTC de los ratones infectados con 

S. typhimurium reconocen células infectadas in vitro con Sa/monella (142), y 

también reconocen células que presentan péptidos provenientes de macrófagos 

infectados (143). Estos estudios demuestran que, al igual que otras bacterias 
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intracelulares, existen antígenos de Salmonella que pueden ser procesados y 

presentados en moléculas MHC-1 para ser reconocidos por L TC. 

En 1996 se demostró que los ratones deficientes de células T coa+ (p2M-1
-, o 

tratados con anticuerpo anti-CDS) eliminan cepas de S. typhimurium avirulentas 

con la misma eficiencia que los ratones normales (117). Este trabajo permitía 

concluir que las células T coa+ no eran críticas para la inmunidad protectora contra 

Salmonel/a. Sin embargo, en el modelo natural de reto oral, con bacteria virulenta, 

se requieren las dos poblaciones de linfocitos T (T co4 + y T coa+) para la 

transferencia efectiva de la inmunidad protectora. Esto concuerda con 

experimentos posteriores de infección con cepas atenuadas de S. typhimurium, 

donde los ratones p2M-1-tienen una respuesta ligeramente disminuida (79, 144 ). 

Pero cuando los ratones son vacunados con cepas atenuadas e infectados con 

cepas silvestres, la protección se reduce de manera considerable (115, 117, 118, 

142, 145), los animales tienen colonización de hígado y bazo por Sa/mone//a 

virulenta después del reto (115, 118, 124, 125), y la transferencia de células de 

estos animales a ratones no inmunes ya no transfiere la inmunidad observada 

(115, 146). Todos estos datos indican que existen antígenos de Sa/mone//a que 

pueden ser procesados y presentados a poblaciones de L TC, y además sugieren 

que estas células pueden tener una participación importante en la inmunidad 

protectora. 

La activación de las células T durante la infección por Salmonella requiere del 

coestímulo por CD28 (147). Después de 3-4 semanas de establecida la infección, 

entre el 20% y 30% de las células T coa+ tienen un fenotipo activado y una gran 
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proporción de estas células producen IFNy (119). Después de la eliminación 

bacteriana, una fracción de estas células mantienen una alta expresión de CD44 y 

una baja expresión de CD62L (CD44high, CD62L10w), característica de las células T 

de memoria (119, 148). Potencialmente una mayoría de las células T coa+ 

productoras de IFNy podrían recircular al tejido mucoso, ya que expresan la 

integrina ~7 (129). Pero, no se sabe si estas células T coa+ activadas y productoras 

de IFNy, reconocen antígenos de Salmonella de manera específica. Actualmente 

se conocen muy pocos epítopes para Tco/ (149, 150) y solo uno para Tcoa+ (151). 

1.3. PROCESAMIENTO Y PRESENTACIÓN DE ANTÍGENOS A LINFOCITOS T 

El procesamiento y la presentación de antígenos son necesarios para la inducción 

de respuestas inmunes específicas contra los antígenos proteicos, ya que el 

procesamiento proteolítico de antígenos produce péptidos que se pueden unir a 

las moléculas MHC para producir complejos MHC-péptido, que posteriormente son 

presentados a las células T (152). Las moléculas MHC clase 1 (MHC-1) presentan 

antígenos a Linfocitos T coa+ mientras que las moléculas M HC-11 presentan 

antígeno a las células T co4 +. En la figura 2 se muestra un esquema de las 

moléculas MHC-1 y MHC-11, con los sitios de unión a los péptidos antigénicos 

1.3.1. Vía citosólica del procesamiento de antígenos: Vía de clase 1 

La mayoría de las moléculas MHC-1 unen péptidos derivados de antígenos 

presentes en el citosol ("antígenos endógenos") como las proteínas virales, 

antígenos tumorales, proteínas propias, y antígenos de bacterias o parásitos que 

penetran al citosol. 
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Figura 2. Esquema de las Moléculas MHC-1 y MHC-11. (A) La cadena alfa de las 
moléculas MHC-1 tiene tres dominios extracelulares, a 1, a2 y a3, y se asocia de 
manera no covalente con lh-microglobulina. La cadena a es muy polimórfica, 
principalmente en los dominios a1 y a2. (B) En las moléculas MHC-11, las dos 
cadenas son polimórficas, principalmente en los dominios a 1 y 131 . Existen 
grandes homologías entre las moléculas MHC-1 y MHC-11. En las dos moléculas, 
los dominios más externos interactúan para formar una hendidura donde se unen 
los péptidos antigénicos, que son reconocidos por el TCR. Tomado de 
Biochemistry, © 2002 (W. H. Freeman and Company). 
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Figura 3. Localización de los residuos polimóñicos en la molécula MHC-1. 
Los polimorfismos de las moléculas MHC-1 están localizados en los dominios N­
terminales (a1 y a2), y forman el sitio de unión a los péptidos antigénicos. La 
variabilidad entre alelos se localiza en sitios específicos en el piso o en las 
paredes internas de la hendidura. Tomado de Biochemistry, © 2002 (W. H. 
Freeman and Company). 
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Los antígenos que se unen a MHC-1 son degradados por el sistema ubiquitina­

proteasoma, que de manera normal está involucrado en la proteólisis de proteínas 

endógenas (153, 154 ). En esta vía, la ubiquitina se conjuga primero a los grupos E­

amino de las proteínas (155) y requiere de la enzima E1 para activarse y otras dos 

enzimas, E2 (una proteína acarreadora de ubiquitina), y E3 (una proteína ligasa) 

para transferir la ubiquitina activada a la proteína que va a ser degradada (155). La 

cadena de poli-ubiquitina sobre la proteína sirve como una marca que dirige la 

proteína a la degradación por la partícula proteolítica, el proteasoma 26S (figura 

4). 

La estructura catalítica de la partícula 26S es el proteasoma 20S, que se compone 

de 14 diferentes subunidades, arreglados en 4 anillos concéntricos con un canal 

interno donde se lleva a cabo la proteólisis (153, 154 ). Los dos anillos externos 

contienen 7 subunidades a cada uno y no son catalíticos, pero se necesitan para 

el ensamble de la partícula. Tres de las 7 subunidades p localizadas en los dos 

anillos internos proporcionan las actividades hidrolíticas de la estructura 20S. Por 

lo tanto, cada proteasoma contiene seis sitios activos con actividades de tripsina, 

quimotripsina y glutamil-peptidasa (156). Los complejos reguladores 19S se unen 

a los dos extremos (anillos-a heptaméricos de la estructura 20S) y contienen sitios 

de unión a poli-ubiquitina, lo que permite el reconocimiento de las proteínas 

marcadas por ubiquitina (153, 157). El IFNy aumenta la presentación de antígenos 

induciendo la expresión de moléculas MHC y TAPs. Además, induce la 

incorporación de tres inmuno-subunidades [LMP2 (ip1 ), LMP7 (ip5) y MECL-1 

(ip2)] para reemplazar a las subunidades p1 (o), p2 (MB1) y p5 (Z) constitutivas en 
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la estructura del proteasoma 20S (158, 159) (figura 4 ). Los "inmunoproteosomas" 

son más eficientes para generar péptidos antigénicos que los "proteosomas 

constitutivos" (160). LMP2 y LMP7 son importantes para la respuesta inmune 

celular ya que tienen influencia en la especificidad de la respuesta inmune (161, 

162). El IFNy también regula la expresión de otras dos proteínas, PA28a y PA28p, 

que forman el complejo heptamérico activador del proteasoma PA28. Este 

multímero es capaz de unirse a los anillos a del proteosoma 20S, aumentando su 

actividad proteolítica. PA28ap aumenta la actividad proteolítica por el proteosoma 

20S, y aumenta también la liberación de epitopes y la sensibilidad a la lisis por 

L TC (163, 164 ). Aunque el proteasoma es el principal sistema proteolítico que 

produce péptidos antigénicos, existe evidencia de otros sistemas de enzimas 

proteolíticas en el citosol (165). 

Los péptidos antigénicos generados en el citosol entran al RE a través de los 

transportadores asociados al procesamiento de péptidos (TAPs). El dímero de 

TAP (TAP1 y TAP2) transporta péptidos de entre 6 - 30 aminoácidos de longitud 

con residuos carboxi-terminal (C-terminal) básicos o hidrofóbicos. TAP se 

encuentra unida a moléculas MHC-1 en la membrana interna del RE a través de 

Tapasina. Cuando los péptidos antigénicos entran al lúmen del RE se unen a la 

molécula MHC-1; entonces el complejo MHCl-péptido se libera de tapasina, y 

egresa del RE hacia la membrana celular. En ausencia de péptido los dímeros 

cadena a/p2M son inestables, por lo que no se transportan de manera eficiente 

hacia la superficie celular y son degradados en el RE o en el citosol por un 

proceso conocido como degradación asociada al RE, ERAD (166). 
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Figura 4. Estructura del proteasoma. El proteasoma 20S consiste de 28 (14 
diferentes) subunidades, y se compone de 4 anillos heptaméricos concéntricos. 
Los anillos más externos contienen las subunidades a., los anillos internos las 
subunidades p. Tres de las 7 subunidades en cada anillo son sitios activos (p1, p2 
y p5). El regulador 19S, que se une a ambos lados de la estructura 20S, se 
compone de la "base" (6 subunidades con actividad ATPasa) y la "tapa" (8-1 O 
subunidades). El IFNy induce la síntesis de tres subunidades p con sitios activos. 
Estas inmuno-subunidades (LMP2, LMP7 y MECL 1) se incorporan al complejo 
20S, y junto con las otras subunidades, forman el inmunoproteasoma. Tomado de 
Current Opinion in lmmunology (2004) 16:76-81 (165). 
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1.3.2. Vía exógena del procesamiento de antígeno: Vía de clase 11 

A diferencia de la vía de clase 1, el procesamiento y la presentación de antígenos 

por MHC-11 la realizan APCs especializadas, como los macrófagos, las DCs y las 

células B. Las moléculas MHC-11 unen péptidos que provienen de antígenos 

internalizados por endocitosis, y los degradan en la vía endocítica . Estos 

antígenos incluyen "antígenos exógenos" (proteínas solubles y antígenos 

particulados de los patógenos), además de proteínas de la membrana plasmática 

y membranas de compartimentos vacuolares (152). Los antígenos solubles 

pueden ser internalizados por las APCs a través de una endocitosis mediada por 

receptor (dependiente de clathrina) o a través de macropinocitosis (independiente 

de clathrina) para alcanzar la vía endosomal. Después de la incorporación al 

sistema de vesículas, las proteínas sufren un desplegamiento y la reducción de los 

puentes disulfuro, además de la degradación por cistein-proteasas (catepsina L y 

S) y aspartil-proteasas (catepsina D), que tienen actividad óptima a pH ácido (167-

169). Las moléculas de clase 11 se sintetizan de novo en el RE donde se 

ensamblan y se transportan al Aparato de Golgi reguladas por proteínas 

chaperonas, entre ellas la cadena invariante (li)(170). Los complejos MHC-11-li 

pueden dirigirse tanto a los endosomas (171 , 172), como a los fagosomas (173). 

Junto con las chaperonas DO y DM, li regula la unión de péptidos a la molécula 

MHC-11(174,175). El péptido derivado de li (CLIP) permanece asociado en la 

hendidura de la molécula MHC-11 hasta que DM cataliza su disociación y la unión 

de los péptidos antigénicos (176). Después de que los péptidos se unen a las 
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moléculas MHC-11 los complejos son exocitados a la superficie celular para ser 

presentados a las células T co/ (172, 177). 

1.4 PRESENTACIÓN CRUZADA 

Las dos vías de presentación de antígenos descritas anteriormente están bien 

documentadas (178, 179). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que las 

APC profesionales pueden procesar antígenos exógenos y presentarlos en 

moléculas MHC-1 (180-182), a través de un proceso conocido como presentación 

cruzada (del inglés «cross-presentatiom>) (183, 184 ). 

1.4.1. El fenómeno de presentación cruzada 

Inicialmente se demostró actividad de L TC en respuesta a antígenos de células 

alogénicas presentados por moléculas MHC-1 (183), esto implicaba a las 

moléculas MHC-1 en la presentación de aloantígenos exógenos en células APCs 

del huésped. Otro trabajo demostró respuestas de linfocitos T coa+ restringidas a 

MHC-1 contra el antígeno T de SV40, después de la inyección de células 

singénicas, alogénicas o xenogénicas (185), demostrando de nuevo que las APCs 

del huésped podían incorporar antígenos derivados de las células inyectadas, y 

presentarlos en moléculas MHC-1. Distintos experimentos in vitro han confirmado 

la presentación de antígenos exógenos por moléculas MHC-1 , en modelos tan 

diversos como células fagocitadas (181, 186), antígenos encapsulados en 

liposomas (187), antígenos expresados por bacterias que residen en vacuolas 

(188, 189), antígenos unidos a partículas de látex (190, 191 ), cuerpos apoptóticos 

42 



atrapados por DCs (192-194), antígenos de virus de hepatitis B, y virus de Sendai 

inactivados por calor (195-197). 

1.4.2. Mecanismos de presentación cruzada 

Se han propuesto algunos modelos para explicar los mecanismos de 

procesamiento y presentación de antígenos exógenos por MHC-1. Algunos 

estudios demuestran que los antígenos particulados son fagocitados y procesados 

por los macrófagos (143, 188), y que los antígenos bacterianos no escapan del 

citosol, lo que sugiere que el procesamiento se puede iniciar dentro de los 

fagosomas de los macrófagos (143, 189, 198, 199). Otros autores sugieren que 

las DC's son las células más importantes en la presentación cruzada (200, 201 ). 

Con solo un par de excepciones (202, 203), se ha documentado que este 

fenómeno solo ocurre en macrófagos y las células dendríticas. 

Los mecanismos de procesamiento de antígeno utilizados en la presentación 

cruzada podrían resumirse en dos rutas posibles, aunque pueden existir variantes 

de las mismas. En la primera, una ruta endosomal, los antígenos proteicos 

internalizados en la vía endocítica se degradan por proteasas lisosomales y los 

péptidos se unen a moléculas MHC-1 de reciclaje en endosomas/lisosomas, o en 

la membrana celular. En la segunda, una ruta citosólica, las proteínas 

internalizadas se transfieren de los endosomas al citosol, y son procesadas por 

degradación proteosomal y traslocación de péptidos al RE. Normalmente la 

utilización de TAPs se toma como evidencia de la ruta citosólica. 
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1.4.3. Los fagosomas como organelos involucrados en la presentación 

cruzada 

En las APCs profesionales se ha demostrado que los fagosomas contienen 

proteínas de RE (204) y que se requiere reclutamiento directo de la membrana del 

RE para la formación de estos fagosomas (205). En las membranas de los 

fagosomas, en estas células , están presentes dos de los componentes que se 

requieren para explicar la presentación cruzada por el segundo mecanismo (la ruta 

citosólica). Uno es el aparato que transloca proteínas del RE al citosol para la 

degradación de proteínas asociada al RE (ERAD). El otro es el complejo cargador 

de péptidos, que reúne a TAPs, tapasina, calreticulina, Erp57 y dímeros MHC­

B2M (206). La retro-translocación de proteínas del RE por ERAD se realiza a 

través de componentes del complejo Sec61 , cuya función es la transferencia co­

traduccional de proteínas sintetizadas de novo en el RE (166). Sec61 está 

presente en los fagosomas de macrófagos y DCs, junto con todos los 

componentes del complejo de cargaje de péptidos (207-209). La aminopeptidasa 

del RE (ERAP) es crítica para generar muchos péptidos restringidos a MHC clase 

1, y también está presente en los fagosomas de DCs (209-211 ). En estos trabajos 

se ha demostrado que los fagosomas de los macrófagos contienen proteínas 

ubiquitinadas y proteosomas asociados en el lado citosólico, de tal manera que las 

proteínas retro-translocadas del RE al citosol son degradados por los proteosomas 

(207). Estos datos sugieren que los fagosomas son capaces de llevar a cabo la 

degradación de proteínas adquiridas por fagocitosis y que pueden generar 
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péptidos citosólicos a partir de proteínas exógenas, lo cual reforzaría la segunda 

hipótesis descrita arriba. 

Es probable que todavía puedan existir otros mecanismos de presentación 

cruzada. Al parecer, la presentación cruzada de antígenos exógenos es un 

mecanismo importante para la activación de T coa+ en enfermedades infecciosas, 

ya que permitiría la activación de L TC contra patógenos que no infectan 

directamente APC profesionales o contra patógenos que inhiben la actividad de 

las APC profesionales. 

1.5. LAS PORINAS Y OmpC COMO MODELOS DE ESTUDIO 

1.5.1. Estructura y función de las porinas 

La membrana externa (ME) de S. typhimurium contiene una familia de proteínas 

formadoras de poro denominadas porinas. Estas proteínas, que oscilan entre 30 y 

50 kDa, funcionan como canales que permiten la difusión pasiva de nutrientes a 

través de la ME, formando homotrímeros que permiten el paso de solutos menores 

a 600 Da (212). S. typhimurium sintetiza cuatro porinas: OmpC, OmpF, PhoE y 

OmpD (212, 213), que en términos de masa pueden representar hasta un 2%, por 

lo que constituyen las proteínas más abundantes de la bacteria (214, 215). Las 

estructuras de OmpF y PhoE de E. coli, una porina de Rhodobacter capsu/atus y 

OmpC de S. typhi ya fueron analizadas por cristalografía de rayos-X (216-218). 

Cada monómero es un cilindro hueco, que forma el poro a lo largo del eje del 

barril, con hebras p antiparalelas, /oops hidrofílicos de longitud irregular en la 

superficie externa, y giros p cortos que conectan las hebras en la superficie 
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periplásmica de la ME; presentan una longitud aproximada de 55 A y un diámetro 

mínimo de -7 A. (216, 217, 219, 220). Las cadenas laterales de la superficie 

expuesta a la membrana son no-polares, lo que permite la formación de una 

banda hidrofóbica de -25 A de altura que rodea al trímero (Figura 5). En contraste, 

las cadenas laterales de la superficie de la proteína expuesta al solvente son 

polares. Todas las porinas descritas en la literatura son muy semejantes entre sí, y 

solo difieren en su selectividad por grupos iónicos; presentan una alta estabilidad 

en presencia de detergentes como el SOS y sales biliares; además son muy 

resistentes a la acción de algunas proteasas (214, 221 ). La estructura primaria 

varía entre las porinas (222), pero la estructura de hebras p (7 a 14 residuos cada 

una) se conserva en el barril de la proteína (Figura 5). 

Las porinas de S. typhi y S. typhimurium están relacionadas inmunológica y 

estructuralmente (223, 224 ). Éstas contienen 5 o más epítopes en la superficie, 

entre 6 a 25 residuos de longitud (225-227), que son parcialmente enmascarados 

por el Lipopolisacárido (LPS) y por los azúcares del antígeno O (228, 229). 

También se ha descrito que tienen epítopes conservados en las hebras p 

transmembranales (224, 225, 227). 
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A) B) 

Figura 5. Estructura de OmpC de S. typhi. A; Monómero visto a lo largo del eje 
de la membrana. L 1 a LB se refieren a los Loops expuestos al exterior de la 
bacteria. Los giros cortos están expuestos hacia el espacio periplásmico. B; 
Trímero visto a través del poro. M1, M2 y M3 representan los monómeros. Imagen 
cortesía del Dr. Krishnaswamy, J Biomol Struct Dyn (2000) 18: 261-71 (230). 
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1.5.2. lnmunogenicidad de OmpC de S. typhi 

La participación de las porinas en la inducción de respuestas inmunes está bien 

documentada. Diversos estudios han mostrado que la inmunización con porinas 

de bacterias gram-negativas como Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis induce 

protección contra las infecciones causadas por estas bacterias (231-234 ). Las 

porinas de otras bacterias gram negativas también inducen un estado de 

protección en modelos experimentales (235-237). 

La vacunación de ratones con porinas purificadas de S. typhi proporciona 

protección contra el reto con cepas virulentas de Sa/monel/a (238-242), y se ha 

demostrado que las porinas OmpC y OmpF participan en esta inmunidad 

protectora, donde actúan tanto la respuesta de anticuerpos como respuestas de 

Linfocitos T co4 + (238, 243). 

Las porinas de S. typhi tambien inducen respuestas inmunes en el humano. Al 

evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes con fiebre tifoidea en fase de 

convalecencia, se encontraron anticuerpos con isotipo lgG que reconocen a las 

porinas (244 ). Los individuos con fiebre tifoidea y los individuos a quienes se 

administró una vacuna oral presentaron una respuesta inmune celular en contra 

de las porinas (245). Además, la vacunación de voluntarios sanos con una dosis 

subcutánea de porinas induce una respuesta de anticuerpos de subtipo lgG1 e 

lgG2, y respuestas de células T caracterizadas por la producción de IFNy (246). 

Estos resultados demuestran la utilidad de estas proteínas en la inducción de un 

status protector contra S. typhi, tanto en el modelo de ratón como en el modelo 

humano. 
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El gen de la porina OmpC ha sido clonado y secuenciado (24 7), y la inmunización 

de ratones con la proteína recombinante induce una protección de 40% al reto con 

100 DL50 de la bacteria viva (248). El monómero de OmpC tiene 357 aminoácidos 

y un peso molecular de 39 kDa. OmpC se expresa durante la infección (224) y se 

ha demostrado que puede expresar epítopes heterólogos en la superficie 

bacteriana (249, 250). Dado que OmpC es uno de los principales antígenos con 

epítopes únicos expuestos en la superficie de la bacteria (251, 252), esta proteína 

se podría utilizar en el diagnóstico y diseño de vacunas polivalentes. Por todo 

esto, la proteína OmpC de S. typhi ha sido un buen antígeno candidato para 

realizar estudios estructurales y de caracterización de regiones antigénicas (218, 

253). 
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11. Justificación 

La respuesta inmune protectora contra infecciones bacterianas intracelulares 

requiere de una respuesta inflamatoria mediada por Linfocitos T co4 + y Linfocitos T 

Citotóxicos (L TC), donde el IFNy juega un papel fundamental. La vacunación con 

porinas de S. typhi protege ratones contra el reto con cepas virulentas de S. typhi 

y S. typhimurium. Las proteínas OmpC y OmpF en la membrana externa de la 

bacteria son las responsables de este efecto protector, donde es evidente una 

respuesta inmune celular tanto proliferativa como citotóxica. Se ha descrito que los 

L TC de ratones infectados por Salmonella pueden estar restringidos por moléculas 

MHC no clásicas (MHC-lb) y por moléculas clásicas (MHC-la). Para la respuesta 

restringida por MHC-lb solo se ha descrito un antígeno, y no se han identificado 

antígenos blanco de la respuesta citotóxica para MHC-la. La ingestión de cepas 

atenuadas de S. typhi por voluntarios sanos induce respuesta de L TC restringidos 

a MHC-1 (126); Pasetti y colaboradores describieron una respuesta de L TC 

restringidos por la molécula clásica H2-L d después de la infección con cepas 

atenuadas de Salmonella (254); y la infección de macrófagos, activados por IFNy, 

con Salmonella virulenta induce la secreción de péptidos que pueden estabilizar a 

la molécula clásica H2-Kb en la superficie de células RMA-S (143). Estos hallazgos 

involucran a las moléculas MHC-la en la activación de los L TC. Este trabajo está 

dirigido a demostrar la presencia de L TC en un modelo particular de salmonelosis 

en ratón (fondo genético H2b/Kb), por un lado; y por otro, a conocer la especificidad 

de los mismos caracterizando a la porina OmpC, una proteína muy abundante en 
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la membrana externa de Salmonella y uno de los dos componentes de la 

preparación utilizada en ensayos de protección (238). 
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111. Hipótesis 

Durante la infección con Salmonella enterica se generan Linfocitos T Citotóxicos 

restringidos por moléculas MHC clase 1 dirigidos contra la proteína de membrana 

externa OmpC. 
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IV. Objetivos 

Objetivo General 

Identificar la secuencias de la proteína OmpC que se presentan por moléculas 

MHC clase 1 y que son blanco de Linfocitos T Citotóxicos. 

Objetivos Específicos 

1. Identificar las secuencias de OmpC que presenten las características de unión a 

la molécula MHC clase 1 H2-Kb, y que puedan ser generados por el proteasoma. 

2. Sintetizar los péptidos en fase sólida y demostrar su capacidad de unión a la 

molécula H2-Kb. 

3. Demostrar la presencia de clonas que reconocen las secuencias identificadas 

en ratones inmunizados con los péptidos de OmpC. 

4. Evaluar la respuesta de Linfocitos T Citotóxicos de ratones infectados con los 

serotipos Typhi y Typhimurium, contra células que presentan los péptidos 

sintéticos de OmpC. 
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V. Materiales y Métodos 

5.1. Reactivos 

Todas las sales y reactivos utilizados fueron de marca Sigma (St. Louis, MO), a 

menos que se indique otra marca en el texto. 

5.2. Animales de experimentación 

Se utilizaron ratones hembras C57Bl/6j (86, H2b/Kb), de 8 a 1 O semanas de edad, 

obtenidos de Jackson Laboratory (Bar Harbar, ME). Los animales se mantuvieron 

en el bioterio de Posgrado de Facultad de Química, UNAM, donde se les 

suministró alimento y agua ad libitum. 

5.3. Líneas celulares 

Todas las líneas celulares se cultivaron en medio RPMl-1640 (Gibco, Grand 

lsland, NY). Para los ensayos de citotoxicidad solo se utilizó medio DMEM (Gibco) 

con 20% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y 50 µM de 2-

ME. La línea celular RMA-S (donación del Dr Günter Hammerling; German Cancer 

Research Center, DKFZ, Heidelberg, Alemania) es un timoma deficiente en TAP2 

que expresa moléculas de clase 1 H-2Kb sin péptido en la superficie celular (255). 

Esta línea celular se usó en los ensayos de unión de péptidos a la molécula Kb, y 

como blanco en los ensayos de citotoxicidad. Las líneas celulares utilizadas se 

resumen en la tabla l. 
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5.4. Hibridomas y anticuerpos monoclonales (mAb). 

Los hibridomas se mantuvieron en cultivo en medio RPMl-10 a una densidad 

máxima de 2x106 células por mi. Las células se separaron por centrifugación a 

2000 rpm en una centrífuga (SORVALL ® RT 60000) y se colectó el sobrenadante 

(SN) de cultivo. El mAb producido por el hibridoma Y3 reconoce a la molécula H2-

Kb estabilizada presentando péptidos (256). Se utilizaron también mAbs obtenidos 

de los SN de los hibridomas anti-Db 28-14-88 (ATCC HB-27, Rockville MD (257)) y 

anti-Kd SF1-1.1.10 (ATCC HB-159). Los sobrenadantes de cultivo se utilizaron 

para hacer evidente la unión de péptidos a las moléculas H2-Kb, Db y Kd en los 

ensayos de unión de los péptidos a las moléculas. 
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Tabla l. Líneas celulares e hibridomas. 

Líneas 
Fuente o 

Celulares e Descripción 
Referencia 

hibridomas 

Línea celular proveniente de un linfoma de células T. Ref (256) 

RMA Fue donada por el Dr. Günter Hammerling. German 

Cancer Research Center, DKFZ, Heidelberg, Alemania. 

Línea celular mutante derivada de RMA con deficiencia Ref (258) 

en TAP2. Donada por el Dr. Günter Hammerling. 
RMA-S 

German Cancer Research Center, DKFZ, Heidelberg, 

Alemania. 

Donada por el Dr. Günter Hammerling. Es un hibridoma Ref (259) 
Y3 

productor del mAb anti-Kb (subtipo lgG2a). 

Obtenido de ATCC. Es un hibridoma productor del mAb ATCC 
28-14-8S 

Anti-Db (Subtipo lgG2a). HB-27 

Obtenido de ATCC. Es un hibridoma productor del mAb ATCC 
SF1-1.1 .10 

Anti-Kd (subtipo lgG2a). HB-159 
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5.5. Cepas bacterianas 

La cepa virulenta de S. typhi 9, 12, Vi:d (9, 12,Vi:d) se aisló originalmente de un 

paciente con fiebre tifoidea, y se ha mantenido en el laboratorio de 

lnmunoquímica, CMN Siglo XXI IMSS, desde 1979 (239). 

S. typhimurium SL3261 (SL3261) es una mutante derivativa aroA (SL 1344 

atenuada .1aroA, hisG, xyl , rpsL) de la cepa virulenta de ratón SL 1344 (138). 

S. typhimurium 14028 es una cepa virulenta, serotipo 4,5, 12:i: 1,2, que se obtuvo 

de American Type Culture Collection (ATCC CDC 6516-60) y fue un obsequio de 

la Dra. Celia Alpuche-Aranda (Laboratorio de lnfectología, Microbiología e 

Inmunología; Hospital General de México-UNAM). 

Todas las cepas bacterianas se crecieron en caldo BHI (Bioxon; Becton Dickinson 

de México) ó en placas de agar BHI (Bioxon). La descripción de las cepas 

bacterianas utilizadas se resume en la tabla 11. 
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Tabla 11. Cepas bacterianas. 

Cepas Fuente o 

Bacterianas 
Descripción 

Referencia 

Sa/monella enterica serotipo Typhi. Aislada de un Refs. (238, 
9, 12,Vi:d 

paciente mexicano. CMN Siglo XXI, IMSS. 239) 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium. Cepa 

SL3261 atenuada obtenida a partir de la cepa SL 1344 ~aroA, Ref. (260) 

hisG, xyl, rpsl. 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium, cepa ATCC 

14028 Wild type, depositada como Salmonella typhimurium. CDC 6516-60 

Donada por la Dra. Celia Alpuche-Aranda. Ref. (261) 
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5.6. Determinación de LDso para Salmonella typhimurium 

El número de bacterias se calculó a partir de una curva estándar graficando UFC 

vs Absorbancia a 540 nm (A540). Las cepas bacterianas se crecieron toda la noche 

en BHI caldo a 37 ºC, en un baño de agua con agitación. Al día siguiente, los 

cultivos bacterianos en fase logarítmica se diluyeron en el mismo medio de cultivo 

(1:1000), y se incubaron con agitación hasta alcanzar una densidad de 0.59- 0.61 

unidades de A540 (considerando este punto= 1x109 bacterias por mi). El número 

de bacterias se confirmó en cada experimento realizando diluciones seriadas (1 :5) 

del cultivo bacteriano en solución salina fisiológica y cultivando 18 h a 37 ºC, por 

duplicado, en placas de agar Me Conckey. Se agregaron 100 µI de cada dilución, 

se esparcieron en las placas, y se contaron las UFC a las 24h de cultivo. Se 

consideró un número confiable cuando el promedio de los duplicados correspondió 

a la dilución. Previo a la infección con S. typhimurium, los ratones recibieron 100 µ1 

de NaHC03 para neutralizar el pH ácido del estómago usando una 

sonda/alimentador de acero inoxidable (22 X 1 [1/2] no. 7920. Popper & Sons, lnc., 

New Hyde Park, NY). Inmediatamente después, los ratones se infectaron de 

manera orogástrica (o.g.) utilizando la misma sonda/alimentador con 4, 20, 100, 

500, 2560, 12800, y 64000 bacterias de la cepa S. typhimurium 14028. La 

sobrevida de los animales se registró diariamente y se representó como 

porcentaje de los animales vivos. 
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5.7. Síntesis de péptidos y HPLC 

Los péptidos correspondientes a OmpC de S. typhimurium en las secuencias [73-

TRVAFAGL], [132-RNTDFFGL] y el correspondiente a ovoalbúmina [257-

SllNFEKL], se sintetizaron en el laboratorio de lnmunoquímica CMN Siglo XXI del 

IMSS. Se obtuvieron utilizando síntesis Fmoc (fluorenyl-methoxicarbonyl) en un 

sintetizador automático Synergy modelo 432A (Applied Biosystems; Foster City, 

CA), de acuerdo a los procedimientos descritos (262). Después de la síntesis, 

cada péptido unido a la resina se transfirió a un tubo falcan de 50ml (Becton 

Dickinson; San Jase, CA) donde se desprendió de la resina , y se eliminaron los 

grupos protectores usando métodos estándar (263, 264 ). Brevemente, se preparó 

un coctel con 0.75 g de fenal cristalino ultrapuro, 0.25 mi de 1,2-etanedithiol, 0.5 

mi de thioanisole, 0.5 mi de agua desionizada y 1 O mi de ácido trifluoroacético. Se 

agregaron 2.5 mi de esta mezcla y se incubó a temperatura ambiente por 1 h 30 

min. con agitación. Posteriormente se agregaron 15 mi de metil tert-butil eter frío 

(4 ºC) para lavar, y se agitó vigorosamente en un vórtex. Los tubos se 

centrífuga ron a 2000 rpm por 1 O min a 4 ºC. Se decantó el sobrenadante y se 

repitieron los lavados en 3 ocasiones. Se permitió que los péptidos se secaran a 

temperatura ambiente, y se reconstituyeron en 3 mi de agua desionizada. La 

pureza de los péptidos se verificó inyectando un volumen de 50 µI en un HPLC 

(Waters-Millipore, Bedford, MA) usando una columna delta pak C18 fase reversa 

(Millipore Corporation; Bedford, MA; 3.9 X 150 mm). Los péptidos se liofilizaron en 

un sistema de liofilización (Heto-Holten, Allemd, Denmark), y se almacenaron a 

temperatura ambiente. Para los ensayos, los péptidos se reconstituyeron en buffer 
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salino de fosfatos (PBS) a una concentración de 1 mg/ml, y posteriormente se 

diluyeron en medio RPMl-1640 (GIBCO; Grand lsland, NY) a las concentraciones 

requeridas. 

5.8. Ensayos de unión y citometría de flujo 

En una placa de 96 pozos de fondo plano (Nalge Nunc lnternational) se incubaron 

300,000 células RMA-S con 5, 25, 50 y 100 µM de cada péptido por 6-8 hrs, en un 

volumen final de 200 µ1 de medio de cultivo RPMI amortiguado con NaHC03 y 

suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal de bovino (SFB; Equitek, BQ; 

México), 2 mM L-glutamina (GIBCO; Grand lsland, NY), y 50 µM 2-ME. La 

incubación se realizó en una estufa de cultivo (NUAIRE, Plymouth, MN) a 37 ºC y 

atmósfera con 5% de C02 . Después de tres lavados con solución de lavado (PBS 

conteniendo 2% SFB), las células se centrifugaron 1100 rpm (290 x g) en una 

centrífuga (SORVALL ® RT 60000) por 2 min. Se retiró el sobrenadante (SN) y las 

células se resuspendieron en 100 µI de SN de cultivo de los hibridomas Y3 (anti Kb 

(256)), 28-14-8S (anti-Db(257), ATCC HB-27) o SF1-1.1 .1 (anti-Kd, ATCC HB-159) 

por 30 mina 4 ºC (Tabla 1). Se lavaron las células en tres ocasiones con solución 

de lavado y se incubaron 30 min. con un segundo anticuerpo (dilución 1:100), de 

cabra anti-lgG de ratón y conjugado a isotiocianato de fluoresceína (GIBCO BRL ®, 

Grand lsland, NY). Las células se lavaron en tres ocasiones y se agregó ioduro de 

propidio (25 µg/ml en solución de lavado) para excluir las células muertas en un 

ensayo de separación celular activada por fluorescencia (FACS). Las células se 
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analizaron en un citómetro de flujo FACSort (Becton Dickinson; San Jase, CA) 

usando el software CellQuest (Becton Dickinson). 

5.9. Inmunización y estimulación in vitro 

La inducción de L TC contra los péptidos se evaluó de manera restringida a MHC-1. 

Se inmunizaron grupos de 5 ratones de manera subcutánea en la base de la cola 

con 100 µg de péptido libre en adyuvante incompleto de Freund (AIF), en tres 

ocasiones con intervalos de 1 semana, como se ha descrito (265). Diez días 

después de la última inmunización, se sacrificaron los animales. Se les extrajo el 

bazo, que se disgregó en cajas petri esteriles de vidrio con 5 mi de medio DMEM-5 

usando agujas estériles calibre no. 22. Las células se recuperaron centrifugando 

por 5 min. a 1100 rpm a 37 ºC. Se descartó el medio de cultivo y se eliminaron los 

eritrocitos utilizando 5 mi de buffer de lisis ACK por cada bazo de ratón. Las 

células se incubaron por 5 min a 37 ºC . Se lavaron en 2 ocasiones con medio 

DMEM-5 y finalmente se resuspendieron en DMEM-20 a una densidad de 6x106 

células/mi en un volumen de 5 mi. Las células se estimularon in vitro en botellas 

de cultivo de 25cm2 (Nalge Nunc lnternational) con 50 µM de cada péptido, por 5 

días. Después de la incubación, las células se colectaron y se centrifugaron 5 min. 

a 1100 rpm, se resuspendieron en medio DMEM-20 y se contaron las células 

viables en un hemocitómetro por exclusión de azul tripano. Estas células se 

usaron como efectoras en los ensayos de citotoxicidad. 
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5.1 O. Infecciones in vivo 

El número de bacterias se calculó a partir de una curva estándar graficando UFC 

vs Absorbancia a 540 nm (A540). Las cepas bacterianas se crecieron toda la noche 

en BHI caldo a 37 ºC, en un baño de agua con agitación. Al día siguiente, los 

cultivos bacterianos en fase logarítmica se diluyeron en el mismo medio de cultivo 

(1:1000), y se incubaron con agitación hasta alcanzar una densidad de 0.59- 0.61 

unidades de A540 (considerando este punto= 1x109 bacterias por mi). El número 

de bacterias se confirmó en cada experimento realizando diluciones seriadas (1 :5) 

del cultivo bacteriano en PBS y cultivando 18 h a 37 ºC, por duplicado, en placas 

de agar Me Conckey. Se agregaron 100 µI de cada dilución, se esparcieron en las 

placas, y se contaron las UFC a las 24h de cultivo. Se consideró un número 

confiable cuando el promedio de los duplicados correspondió a la dilución. 

Previo a la infección con S. typhimurium (SL3261 o 14028) a los ratones se les 

administró 100 µI de NaHC03 para neutralizar el pH ácido del estómago usando 

una sonda/alimentador de acero inoxidable (22 X 1 [1/2] no. 7920. Popper & Sons, 

lnc., New Hyde Park, NY). 

Inmediatamente después, los ratones se infectaron de manera orogástrica (o.g .) 

con 1 X 106 UFC's de la cepa SL3261 utilizando la misma sonda/alimentador. 

Después de 6 semanas se obtuvieron los bazos de los ratones, se restimularon las 

células con péptido in vitro y se evaluó la actividad citotóxica. La infección de 

ratones con S. typhi se realizó por vía intraperitoneal (i.p.) con 5 X 103 UFC de la 

cepa 9, 12,Vi:d en 0.5 mi de PBS. Otro grupo se infectó con la misma cantidad de 

bacteria usando 0.5 mi de mucina al 5% en PBS. Seis semanas después de la 
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infección se sacrificaron los ratones, se obtuvieron los bazos, y las células se 

estimularon in vitro como se describió anteriormente. 

5.11. Ensayo de citotoxicidad 

La actividad de L TC se evaluó en un ensayo estándar de liberación de 51 Cr con 

diferentes relaciones efector:blanco de acuerdo al protocolo descrito (266). Los 

linfocitos obtenidos del bazo de ratones infectados, o inmunizados con péptido, se 

estimularon in vitro como se describió anteriormente (ver inmunización y 

estimulación in vitro), y se evaluó su actividad citolítica sobre las células 

apropiadas (RMA-S pulsadas con el péptido correspondiente). 

Células blanco. Las células RMA-S (800,000 cels/pozo) se mantuvieron a 37 ºC 

por 24 h, en placas de 12 pozos (Nalge Nunc lnternational). Posteriormente, se les 

agregó péptido a una concentración de 50 µM por 6-8 h, en un volumen final de 2 

mi de medio DMEM-10. Se lavaron en tres ocasiones con DMEM-5, y se marcaron 

con 100 µCi de 51 Cr04Na2 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) por 2 

ha 37 ºC. Después de tres lavados con DMEM-5, las células RMA-S pulsadas con 

péptido se resuspendieron en DMEM-20, se contaron, se ajustaron a 30,000 

células/mi, y se usaron como blanco para la lisis por L TC. 

Células efectoras. Se prepararon diluciones por triplicado en placas de 96 pozos 

de fondo redondo (Nalge Nunc lnternational). Se preparó una suspensión celular a 

3,000,000 cels/ml y se tomaron 100 µ1 para depositar por triplicado en la placa de 

96 pozos para la primera dilución. Se agregaron 100 µI de medio DMEM-20 a los 

siguientes pozos para realizar diluciones seriadas 1 :2, a partir de esta primera 
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dilución de células efectoras. Se depositaron 100 µI de la suspensión de células 

blanco (30,000 células/mi) en toda la placa. La placa se centrifugó a 1000 rpm por 

1 min y se depositó en la estufa de cultivo por 5 horas. El volumen final para cada 

pozo fue de 200 µI conteniendo 300,000 células efectoras para 3,000 células 

blanco en la primera dilución (relación 100: 1 ); 150,000 efectoras para 3,000 para 

la segunda (relación 50:1 ); 75,000 para 3,000 (relación 25:1) y 37,500 para 3,000 

(relación 12.5:1 ). 

Los resultados se expresan como porcentaje de la lisis específica y se calcularon 

de la siguiente manera: 

% de Lisis= 100 X [liberación experimental - liberación espontánea] 
[liberación máxima - liberación espontánea] 

La liberación espontánea para todas las células blanco utilizadas nunca excedió el 

15% de la liberación máxima. 
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VI. Resultados 

6.1. Identificación de epítopes OmpC que se unen a la molécula H2-Kb 

Los péptidos eluídos de la molécula MHC-1 de ratón H-2Kb tienen, en promedio, 8-

9 aminoácidos de longitud y presentan en la posición 5 (P5) un residuo aromático 

(como Tirosina ó Fenilalanina) y en P8 un aminoácido hidrofóbico (como Leucina, 

Valina, o lsoleucina) (267): XXXXF/YXXLN/I (los aminoácidos están expresados 

en código de una letra, donde X puede ser cualquier aminoácido). Varios procesos 

celulares contribuyen a la generación de epítopes para L TC, y entre los más 

importantes se encuentran la producción de péptidos por el proteosoma, el 

transporte de péptidos al RE, y la unión de péptidos a las moléculas MHC-1 dentro 

del RE (268, 269). Las reglas que rigen estos mecanismos son bien conocidas, y 

se han utilizado para diseñar algoritmos de predicción. Los algoritmos que están 

disponibles en la red ("world wide web") se basan en estructuras, motivos de 

unión, matrices o redes neurales artificiales (270, 271 ). El e-terminal de la mayoría 

de los ligandos de MHC-1 es generado por el proteosoma. El N-terminal se 

produce directamente por el proteosoma o puede "ajustarse" al tamaño correcto 

por la acción de aminopeptidasas residentes del RE (165). Para la identificación 

de epítopes (péptidos octámeros) para células T coa+ derivados de OmpC de S. 

typhimurium, se siguieron los siguientes pasos: 

• Primero, se seleccionó el alelo de ratón Kb (H2-Kb), utilizando el programa 

BIMAS (en la dirección electrónica: http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/), 

para predecir potenciales ligandos de OmpC. SIMAS clasifica péptidos octámeros, 

nonámeros o decámeros, basado en estimaciones del tiempo medio de 
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disociación del péptido que se une a la molécula MHC. El análisis se basa en 

tablas de coeficientes deducidas de la literatura publicada por el Dr. Kenneth 

Parker (272, 273). Se ingresó la secuencia de la proteína OmpC madura (sin 

secuencia señal) al programa, y se solicitaron péptidos de ocho residuos 

aminoácidos. Los péptidos listados en la tabla 111 representan , en el orden descrito, 

los mejores ligandos potenciales dentro de la secuencia de la proteína OmpC. El 

análisis de Ovalbúmina reportó la secuencia [257-SllNFEKL] como el mejor 

ligando para la molécula H2-Kb con un score de 17.424. Este péptido (Ova257_264) 

se describió a partir de la elusión y secuenciación de ligandos naturales de la 

molécula H2-Kb, y es un péptido utilizado como testigo en la mayoría de los 

ensayos de unión debido a que se une con una gran afinidad a la molécula Kb 

(258). 

• Segundo, se utilizó el programa ProPred-1 (disponible en la dirección 

electrónica: http://www.imtech.res.in/raghava/propred1/index.html) para predecir la 

generación proteosomal del e-terminal para los péptidos potenciales de H2-Kb. 

ProPred-1 predice la generación de péptidos por el proteasoma que pueden unirse 

a moléculas MHC-1. Para esto, ProPred-1 utiliza matrices para 47 alelos MHC-1, 

modelos proteasomales y modelos inmuno-proteasomales para identificar las 

regiones "promíscuas" en una secuencia dada (27 4 ). El análisis de OmpC de S. 

typhimurium proporcionó las secuencias de péptidos listadas en la tabla IV. La 

secuencia [11-FCFDVFKEL] de Ova fue el mejor péptido predicho tener el mejor 

score para ser generado por el proteasoma (score 28.8; Lag score 3.3604; y 52.95 

% del mejor score ), y se muestra con fines comparativos (tabla IV). 
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• Tercero, se seleccionaron las secuencias que cumplieron ambos criterios 

para sintetizar los péptidos y realizar los ensayos biológicos. De manera 

interesante, el péptido mejor ligando potencial predicho para H2-Kb por el 

programa SIMAS a partir de OmpC, [31-GDQTYMRI], aparece en la posición 39 

con muy pocas posibilidades de ser generado por el proteasoma (tabla IV). 
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Tabla 111. Predicción de epítopes de OmpC§ que se unen y estabilizan a H2-/<!J 
utilizando el programa BIMAS. 

Residuo 
Score" (t% de disociación del 

Prioridad Secuencia y, péptido con esta secuencia a la 
aminoácido 

molécula H2-Kb) 

1 31 GDQTYMRI 21.600 
2 132 RNTDFFGL 15.840 
3 236 YFQTYNAT 7.200 
4 314 TYYFNTNM 6.600 
5 325 VDYKINLL 6.000 
6 43 ETQVNDQL 3.600 
7 262 KAQNFEVV 3.300 
8 73 TRVAFAGL 3.300 
9 127 GYATYRNT 2.880 
10 94 YGVTYDVT 2.880 
11 304 DIVKYVDV 2.880 
12 227 ANNIYVAA 2.640 
13 312 GATYYFNT 2.400 
14 232 VAAQYFQT 2.400 
15 292 ISNGYGAS 2.200 
16 216 ATVYTGGL 2.200 
17 100 VTSWTDVL 2.000 
18 78 AGLKFADA 1.742 
19 29 SDGDQTYM 1.452 
20 13 LFGKVDGL 1.320 
... ... ... ... 

1 OVA257 SllNFEKL 17.424 

§El análisis se realizó sobre la secuencia "madura" de OmpC de S. typhímuríum, eliminando la 

secuencia del péptido líder (acceso GenBank 052503). 

'l'La secuencia de aminoácidos está expresada en código de una letra. 

~Tiempo medio de disociación de ~2m de complejos H2-Kb / péptido, en minutos a 37 ºC. 
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Tabla IV. Predicción de epítopes OmpC generados por el proteosoma§ utilizando 
el programa ProPred-1. 

Alelo: MHC H2-Kº 

Secuencia"" 
Residuo 

Log Scoret 
% del mejor 

Prioridad Score 
aminoácido (escala Log) 

1 RNTDFFGL 132 12.000 1.2809 20.18 
2 TRVAFAGL 73 6.600 0.6931 10.92 
3 NTDDIVAL 344 3.600 0.4600 7.25 
4 ENTNGRSL 159 2.880 0.1823 2.87 
5 AFAGLKFA 76 2.400 -1.4271 o 
6 AITTSKRT 191 2.400 -1.8426 o 
7 VAFAGLKF 75 2.400 -3.4112 o 
8 TRDAGINT 338 2.200 -3.7297 o 
9 DFGLRPSV 275 2.200 -3.9120 o 
10 DSWTRVAF 70 2.000 -5.8091 o 
... ... ... . .. ... . .. 

39 GDQTYMRI 31 0.600 -9.7211 o 
... . .. ... ... . .. . .. 

1 (OVA) FCFDVFKEL 11 28.800 3.3604 52.95 

§El análisis se realizó sobre la secuencia "madura" de OmpC de S. typhimurium, eliminando la 

secuencia del péptido líder (acceso GenBank 052503). 

"'La secuencia de aminoácidos está expresada en código de una letra . 

t El score más alto alcanzable por un péptido, en escala logarítmica, es 6.346. 
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De acuerdo al análisis de las dos predicciones anteriores, los péptidos [132-

RNTDFFGL] y [73-TRVAFAGL] mostraron las posibilidades más altas de 

constituir epítopes naturales para H2-Kb, y por esta razón se seleccionaron para 

los ensayos biológicos. En adelante, estos péptidos serán referidos como OmpC73-

ao y OmpC132-139 (tabla V). Los péptidos OmpC73-ao y OmpC132-139 se sintetizaron 

como ya se describió y la pureza en todos los casos fue >90% de acuerdo con los 

datos obtenidos por HPLC (figura 6). 

El hecho de que los epítopes OmpC73-ao y OmpC132-139 pueden unirse a la 

molécula H2-Kb se evaluó por su capacidad para incrementar la expresión de H2-

Kb nativa en la superficie de RMA-S, como se ha descrito previamente (275). 

RMA-S es una línea celular mutante proveniente de un !infama de células T, que 

expresa en la superficie celular <10% de la cantidad de moléculas MHC-1 

comparado con el control, la línea celular RMA de la cual deriva (258, 276). RMA­

S es ineficiente para presentar antígenos endógenos a L TC restringidos por MHC-

1, y esto se ha atribuido a la incapacidad de las células para liberar péptidos 

antigénicos al RE, donde se deben asociar con moléculas MHC-1 (275). Sin 

embargo, en condiciones fisiológicas (37 ºC) aparecen moléculas H-2 sin péptido 

(a las que se ha designado como "moléculas vacías") en la membrana celular. En 

la superficie celular, las moléculas pierden conformación rápidamente y persisten 

en una forma desnaturalizada (277). 
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Tabla V. Péptidos seleccionados para los ensayos de unión a la molécula H2-f<!. 

Péptido Origen Posición Secuencia"' 

OmpC73-ao OmpC de S. typhi 73-80 TRVAFAGL 

OmpC132-139 OmpC de S. typhi 132-139 RNTDFFGL 

OVA2s7-264 Ovalbúmina 257-264 SllNFEKL 

"' La secuencia de aminoácidos está expresada en código de una letra. 
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Figura 6. Pureza de los péptidos sintéticos. Los péptidos se sintetizaron en un 
sintetizador automático. Para el análisis se inyectaron 50 µI de cada uno de los 
péptidos sintéticos, y se analizó la pureza por HPLC utilizando una columna C18 
en fase reversa . A) OmpC73.ao B) OmpC132.139 y C) OVA2s7-264· 
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El ensayo de unión de los péptidos se realizó usando distintas concentraciones y 

se estandarizó a una concentración de 50 µM. Después de los lavados, las células 

se incubaron, de manera independiente, con anticuerpos monoclonales anti-Kb 

(Y3), anti-Db (28-14-8S) y anti-Kd (SF1-1.1.1), y se analizaron en un ensayo de 

citometría de flujo activado por fluorescencia (FACS). La figura 7 muestra los 

perfiles de expresión de la molécula H2-Kb para células RMA-S cultivadas con los 

péptidos predichos de OmpC de S. typhi. Como se esperaba, OmpC73_80 y 

OmpC132-139 pueden unirse a las moléculas H2-Kb y estabilizan a las cadenas 

pesadas en la membrana de las células RMA-S (figura 7 A). Esto sucede de 

manera dosis dependiente, ya que se observa un incremento de 3.8 veces la 

media de intensidad de fluorescencia (mif) cuando se utilizan 100 µM comparado 

contra la concentración de 50 µM del péptido OmpC73_80• También se observa un 

incremento de 2.1 veces la mif con 100 µM contra 50 µM del péptido OmpC132_139. 

La unión es específica a la molécula H2-Kb debido a que cuando se utilizaron altas 

concentraciones de los péptidos, las moléculas Db no se estabilizaron (la mif fue 

de 16.26 en las células sin péptido, 21.19 en muestras con OmpC73_80 , y 25.84 en 

muestras con OmpC132-139). Estos resultados son claros para los péptidos OmpC, 

sin embargo, el péptido OVA2s1-264 mostró unión inespecífica a la molécula Db 

cuando se cultivaron las células RMA-S con 100 µM del péptido (fig. 78). En todos 

los experimentos se utilizó un anticuerpo anti-Kd (SF1-1.1 .1 O) como control de 

isotipo y no se observó aumento de la mif en las células RMA-S en ninguno de los 

ensayos realizados (figura 7C). 
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Figura 7. Los péptidos OmpC se unen específicamente a la molécula H2-Kb. 
Se cultivaron células RMAS con 50 y 100 µM de los péptidos OmpC73_80 ( D ), 
OmpC132-139 ( • ) y OVA2s7-264 ( D ) por 6 h. Testigo sin péptido, ( • ). Se tiñeron 
las moléculas MHC-1 en la superficie celular, y se analizaron por FACS. En la 
figura se muestran los resultados utilizando anticuerpos anti-Kb (A), anti-Db (B) y 
anti-Kd (C). 
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6.2 .. OmpC73.ao y OmpC132.139 inducen respuesta de L TC péptido-específico in 

vivo 

La unión de los péptidos sugirió que las células RMA-S presentando estos 

epítopes podrían convertirse en blanco de una respuesta citolítica. Para evaluar si 

los péptidos de OmpC podrían inducir respuesta de L TC in vivo, se inmunizaron 

ratones con los péptidos OmpC73-ao y OmpC132.139 de manera subcutánea en la 

base de la cola, en una emulsión con 100 µg de péptido en AIF. Este régimen se 

repitió tres veces con intervalos de una semana. En el día 31 se sacrificaron los 

ratones para obtener el bazo, obtener las células y realizar una estimulación in 

vitro con los péptidos OmpC73.80 y OmpC132.139. Las células que sobrevivieron 

después de 5 días de cultivo se evaluaron en su capacidad de inducir citotoxicidad 

contra células RMA-S presentando péptido, como ya se decribió (266, 275). En la 

figura 8 se muestra que los L TC de ratones inmunizados con OmpC73.ao y re­

estimulados in vitro reconocen de manera específica células RMA-S que 

presentan el péptido correspondiente. Estas células no lisan a la RMA-S que 

presenta el péptido OVA257.264, lo que indica que la actividad de L TC observada es 

específica y que no se debió a la actividad de otras células citolíticas (como 

células NK). Es importante subrayar que los péptidos derivados de OmpC 

estabilizan a la molécula H2-Kb, lo cual no sucede para H2-Db, una molécula que 

también está presente en la membrana de las células RMA-S (figuras 7 A y 78). 

Esto demuestra que los L TC de ratones inmunizados con péptido reconocen los 

epítopes de manera restringida a la molécula H2-Kb. Además, OmpC132.139 indujo 

una respuesta más intensa que la observada durante la inmunización con OmpC73. 
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80, lo cual correlaciona con la predicción obtenida de los análisis en SIMAS y 

ProPred-1 (tablas 111 y IV) y con el nivel de unión de los péptidos a las células RMA­

S que se observa en la figura 7. 

El resultado anterior también demuestra que las clonas que reconocen a OmpC73-

8o y OmpC132-139 de Salmonella typhimurium, están presentes en el fondo genético 

(H2b) de los ratones C57Bl/6J. Además, el modelo RMA-S + péptido se puede 

utilizar para evaluar la participación de OmpC en la inducción de respuestas 

citotóxicas contra la bacteria viva en este mismo modelo. 
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Figura 8. Respuesta citotóxica contra los epítopes predichos de OmpC de 
Sa/monella. Se inmunizaron ratones con los péptidos sintéticos OmpC73_80 y 
OmpC132-1 39 de manera subcutánea en AIF. Después de 4 semanas se obtuvieron 
las células del bazo, y se expandieron in vitro con el péptido correspondiente a la 
inmunización, estas células se consideraron como efectoras. El ensayo de 
citotoxicidad se realizó utilizando la célula RMA-S (blanco), cargada con el péptido 
OmpC correspondiente (OmpC73-ao u OmpC132-139) y utilizando diferentes 
relaciones efector:blanco como se ilustra. OVA, células RMA-S cargadas con 
péptido testigo de ovalbúmina (OVA2s?-254). 
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6.3. La infección con S. typhimurium y S. typhi induce L TC específicos 

contra OmpC73.ao y contra OmpC132.139 

C57Bl6/J es una cepa de ratón sensible (lty5
) que no resiste una infección con S. 

typhimurium virulenta (85). Dosis tan pequeñas como 4 bacterias de la cepa 

patógena, S. typhimurium 14028, administrados de manera oral fueron suficientes 

para matar al 100% de los ratones infectados (figura 9). Para resolver este 

problema, y para evaluar el curso natural de una infección por Salmonella, se 

infectaron ratones con 1 X 106 UFC de la cepa de S. typhimurium atenuada AroA"1-

SL3261 , de manera oral. Se sabe que este protocolo induce una respuesta 

inmune específica y, además, la eliminación de la bacteria en ratones (278). 

Después de 6 semanas de infección, se obtuvieron los bazos de los ratones, las 

células se estimularon con péptido y se evaluó la actividad de L TC, como se 

describió en Materiales y Métodos anteriormente. En la figura 1 O se muestra que 

los ratones que recibieron una dosis de la bacteria atenuada AroA"1- SL3261 

generan in vivo una respuesta de L TC específicos contra ambos péptidos, 

OmpC73.8o y OmpC132.139, ya que no reconoce a las células presentando el péptido 

OVA257.254. 

Los genomas de S. typhimurium y S. typhi están estrechamente relacionados, y 

tienen una gran cantidad de genes transferidos de manera lateral entre los dos 

serotipos (279). El alineamiento de las secuencias de la proteína OmpC en los dos 

serotipos revela una homología de mas del 98%, lo cual puede implicar que la 

infección con cualquiera de los serotipos puede inducir actividad de L TC contra los 

epítopes descritos. Sin embargo, S. typhi no infecta de manera natural al ratón, 
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Figura 9. Susceptibilidad de ratones C57816/j a la infección con S. 
typhimurium 14028. Los ratones se infectaron de manera o.g. con los números 
de bacterias mostrados en SSI; el grupo control solo recibió SSI. La sobrevida se 
registró diariamente y se muestra como porcentaje de los animales vivos a lo largo 
del tiempo. 

80 



por lo que no le causa una enfermedad sistémica (280). Para simular la infección 

se ha utilizado la administración de la bacteria de manera intraperitoneal (ip) 

suspendida en mucina, lo cuál permite una infección transitoria de las células 

fagocíticas peritoneales (principalmente macrófagos) del ratón, aunque el 

mecanismo de entrada de la bacteria a las células se desconoce. Esta infección 

transitoria en el ratón produce un esquema similar al observado en la fiebre 

tifoidea en humanos (281 ). Para confirmar que se requiere la invasión de 

macrófagos por Sa/monella en la generación de la respuesta de L TC específicos, 

se aplicaron 5,000 UFC de la cepa S. typhi 9, 12,Vi:d en mucina de manera 

intraperitoneal (dosis de bacteria sub-letal, datos no mostrados). Un grupo 

utilizado como control recibió la misma dosis de bacteria en un amortiguador de 

fosfatos (PBS). Seis semanas después, las células del bazo se evaluaron en 

cuanto a la actividad de L TC contra los péptidos de OmpC, como ya se describió. 

La figura 11 muestra que solamente los ratones que recibieron S. typhi en mucina 

fueron capaces de generar una respuesta de L TC contra células RMA-S 

presentando los péptidos de la porina OmpC. Al parecer, Salmonella necesita 

colonizar macrófagos para generar una respuesta de L TC contra los péptidos de la 

porina OmpC. El resultado también sugiere que los macrófagos infectados son las 

células que contribuyen a la generación de los complejos MHCl-péptido. Sin 

embargo, no se puede excluir la contribución de otras APCs (como células 

dendríticas o linfocitos B) en la presentación de antígenos de Salmonella en este 

modelo (69, 134, 282). 
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Figura 1 O. La infección con Salmonella typhimurium induce respuesta de 
L TC contra OmpC73-ao y contra OmpC132-139. Se infectaron ratones 
orogástricamente con S. typhimurium SL3261 . Después de 6 semanas, se 
obtuvieron las células de bazo y se trataron como se describió en la figura anterior. 
OmpC132/132 significa que las células efectoras se re-estimularon con el péptido 
OmpC132-139 y se evaluaron contra células RMA-S presentando el péptido 
OmpC132-139. 
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Figura 11. S. typhi infecta ratones cuando se administra en mucina y la 
infección genera respuesta de L TC. Los ratones recibieron una dosis de 5,000 
bacterias de manera intraperitoneal en PBS o mucina al 5%. Seis semanas 
después, se obtuvieron las células de bazo y se trataron como se describió en la 
figura 8. Mucina/132/132 significa que las células efectoras se obtuvieron de 
ratones infectados con Salmonella en mucina, se re-estimularon con el péptido 
OmpC132_139 y se evaluaron contra células RMA-S presentando el péptido 
OmpC132-139. 
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VII. DISCUSIÓN 

En este trabajo, se demuestra la actividad de dos clonas de L TC específicos 

contra la proteína de membrana externa OmpC durante infecciones con 

Sa/monella. La infección con S. enterica (en este caso se analizaron los serotipos 

Typhi y Typhimurium) induce la activación in vivo de L TC restringidos por la 

molécula MHC de clase 1 H2-Kb. Estas células son específicas y reconocen dos 

péptidos de la porina OmpC (OmpC73-ao [73-TRVAFAGL] y OmpC132-139 [132-

RNTDFFGL]). Lo anterior significa que durante las infecciones con Salmonella, 

OmpC -y muy probablemente otras proteínas de la membrana de la bacteria­

es procesada, aparentemente por el sistema proteasoma, hasta generar péptidos 

capaces de unirse a moléculas MHC-1 clásicas. Los epítopes generados son 

presentados a linfocitos T citotóxicos que podrían tener alguna participación en la 

protección observada. 

7.1. El modelo de Salmonella para estudiar inmunidad celular y respuestas 

de LTC 

Desde hace algunos años el modelo de infección con Salmonel/a ha sido mucho 

más interesante que cualquier otro modelo bacteriano para estudiar la respuesta 

inmune (en particular el procesamiento y la presentación de antígenos bacterianos 

en moléculas MHC) por varias razones: Primero, porque Salmonella puede 

sobrevivir y replicarse en macrófagos y células dendríticas (13, 283, 284 ), las 

células que inician la inmunidad específica y que restringen la replicación de la 

bacteria. Esto quiere decir que la bacteria puede modificar la capacidad de las 
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APCs infectadas para presentar antígenos y activar a las células T. Segundo, 

Salmonella permanece en compartimentos celulares endocíticos, donde se lleva a 

cabo la degradación y el procesamiento de los antígenos bacterianos en las APCs. 

Además, Salmonella puede modificar la fisiología de estos compartimentos (72, 

73, 285). El modelo de infección por Salmonella y la respuesta inmune celular 

contra la bacteria es tan interesante que se han escrito muchas revisiones 

recientes al respecto (286-290). 

Para el estudio de la inmunidad celular en el modelo de Salmonella los ratones 

sensibles a la infección (lty5
) son más útiles que los ratones resistentes (lt/). Los 

animales lt/ pueden controlar dosis bajas de Salmonella virulenta, y logran 

mantener a la bacteria en un estado estacionario por periodos de tiempo cortos sin 

participación de las células T (291 ). En esta combinación de huésped - bacteria, la 

transferencia pasiva de anticuerpos puede proteger (292). En contraste, los 

ratones lty5 no pueden controlar la infección con Salmonella virulenta, donde 

incluso las dosis muy bajas (menos de 10 bacterias, figura 9) son letales. Los 

ratones lty5 infectados con cepas de Salmonella atenuadas representan el mejor 

modelo, debido a que utilizan la respuesta inmune innata y todo el espectro de 

mecanismos efectores de la respuesta inmune adquirida, incluyendo a las células 

T. Aunque S. typhimurium es una bacteria intracelular facultativa limitada a 

compartimentos vacuolares, después de varios días de la infección se inducen 

L TCs restringidos por moléculas MHC clásicas y no clásicas (142, 254). Por lo 

tanto, resulta interesante el análisis de actividad de L TC y la búsqueda de 

antígenos de Salmonella que se presentan por moléculas MHC-la, ya que la 
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principal fuente de los antígenos presentados por las moléculas MHC-1 son las 

proteínas citosólicas (268). 

7.2. Implicaciones de la presencia de LTC durante infecciones con 

Sa/monella 

¿Cuál podría ser la importancia de la presencia de L TC en infecciones por 

Salmonella? La respuesta no parece sencilla, porque muchos participantes de la 

inmunidad innata y de la inmunidad específica se traslapan con la respuesta de 

L TC durante la infección. Existe suficiente evidencia de que los antígenos de 

Salmonella pueden ser procesados y presentados a L TC, y que la actividad de 

estas células puede constituir un mecanismo de defensa importante contra la 

bacteria. Sin embargo, los mecanismos de la función efectora de los L TC durante 

infecciones con Sa/monel/a no están bien documentados. Debido a que 

Sa/monel/a es un patógeno intracelular, la presentación de los péptidos por MHC-1 

puede inducir citotoxicidad directa in vivo de las células infectada a través de 

perforina, granzima By Fas-L acumulados en los gránulos citotóxicos (293). La 

lisis de células infectadas puede ser uno de los mecanismos principales para 

eliminar las infecciones, permitiendo la salida de las bacterias de las células, 

dejándolas accesibles a la acción de los macrófagos activados y de los 

anticuerpos específicos. Los gránulos de los L TC también contienen granulisina, 

una proteína que posee actividad microbicida y actúa de manera directa contra un 

amplio rango de bacterias, entre las que se incluye a Salmonella (294, 295). Por lo 

tanto, los L TC pueden destruir células y liberar a las bacterias, además de 

participar en la muerte bacteriana de manera directa. También es posible que los 
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L TC lleven a cabo otras funciones efectoras como la producción de TNFa e IFNy 

que participan de manera importante en las infecciones bacterianas. Los L TC 

activados por Salmonella también podrían expresar quimiocinas para atraer 

células inflamatorias al sitio de la infección (296). 

7.3. Diferentes especies y diferentes porinas comparten secuencias similares 

con residuos de anclaje para la molécula H2-Kb 

La especificidad de las células citotóxicas activadas durante la infección con 

Salmonella se desconocía hasta hace poco. En un artículo de 1999, Lo y 

colaboradores demostraron que algunas células T coa+ son específicas para un 

péptido derivado de la proteína bacteriana de shock térmico GroEL en el contexto 

de la molécula no clásica (MHC lb), Qa-1 b (142). Este dato es interesante porque 

el péptido GroEL es conservado entre diversas especies de bacterias Gram­

negativas. El péptido de GroEL es tan similar a una secuencia de la proteína HSP-

60 de los mamíferos que las células T coa+ específicas contra GroEL reconocen 

péptidos propios de manera cruzada cuando son presentados por la molécula Qa-

1 b (151 ). 

En este mismo sentido, un hallazgo muy interesante del presente trabajo es que 

dos secuencias de una misma proteína son reconocidos como inmunogénicos en 

el contexto de moléculas MHC-1 clásicas (MHC la). Esta es la primera descripción 

de un antígeno de Salmonella que es presentado por moléculas MHC-la y 

reconocido por L TC, durante infecciones in vivo. OmpC es una molécula muy 

abundante en la membrana externa de Sa/monella, y los epítopes descritos son 
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altamente conservados, ya que todos los serotipos de Salmonella analizados son 

idénticos en las secuencias de los péptidos OmpC73-ao [TRVAFAGL] y OmpC132-139 

[RNTDFFGL] en la proteína (Tabla VI). De manera interesante, otras especies 

diferentes a Salmonella (como E. coli, Shigella flexneri, Yersinia pestis, Klebsiella 

pneumonie) y diferentes porinas (OmpF, Omp1 b, OmpS, OmpN, OmpD, OmpK36) 

comparten secuencias similares y los mismos residuos de anclaje para la molécula 

H2-Kb. Resultaría interesante sintetizar los péptidos y evaluar la capacidad de 

estas secuencias para unirse y estabilizar a la molécula H2-Kb, así como 

evidenciar una respuesta citotóxica contra estos epítopes durante las infecciones 

bacterianas in vivo. 

A más de 200 años del descubrimiento de la vacunación, el desarrollo de vacunas 

para prevenir enfermedades infecciosas sigue siendo una prioridad en el mundo. 

Uno de los retos más grandes de la vacunación es inducir CTLs capaces de 

proteger los tejidos de las mucosas contra patógenos intracelulares (297). En el 

futuro, utilizando la metodología descrita en este trabajo, se podrían utilizar 

cocteles de péptidos bacterianos, restringidos por moléculas MHC (tanto 

moléculas MHC-la como moléculas MHC-lb) como vacunas contra Salmonella. 

Durante la realización de este trabajo con la proteína OmpC, se logró la clonación 

de la proteína OmpF en nuestro laboratorio (298). Se sintetizaron también las 

secuencias de OmpF con los residuos de anclaje a la molécula H2-Kb. Estos 

péptidos se podrán analizar también como blanco de respuesta citotóxica, y los 

resultados permitirán evaluar la participación conjunta de OmpC y OmpF (las dos 

proteína involucradas en la protección originalmente descrita contra Sa/monella en 

nuestro modelo). 
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Tabla VI. Homología en las secuencias OmpC de Salmonella y Omp's de otras 
bacterias Gram-negativas. 

Número de OmpC1J-ao OmpC132-139 

Accesol{! 
Proteína Bacteria de origen 

[TRVAFAGL] [RNTDFFGL] 

A59139 OmpC S. typhimurium +i + 

CAA30688 OmpC S. typhi + + 

CAB96613 OmpC S. minnesota + + 

AAL92500 OmpC S. dublin + + 

AAL92499 OmpC S. gallinarum + + 

NP 754644 OmpC Escherichia coli + + 

NP 708110 Omp1b Shigella flexneri + RN'SIDFFGL 

NP 456059 OmpS S. typhi TRIJAFAGL + 

AAC38644 OmpN Escherichia coli TRUAFAGL + 

NP 460531 OmpD S. typhimurium TRUAFAGL + 

AH0147 OmpC2 Yersinia pestis TRLG1FAGL + 

048473 OmpK36 Klebsiella pneumonie TRUAFAGL RNSiDFFGL 

P37432 OmpF S. typhimurium VRUAFAGL RNSIOFFGL 

056113 OmpF S. typhi VRll.IAFAGL 
~ 

RN:SIOFFGL 

09K3E7 OmpF S. minnesota VRUAFAGL RN~DFFGL 

P02931 OmpF E. coli TRUAFAGL RNSNFFGL 

074UK2 OmpC3 Yersinia pestis TRL.!AFAGL RN~FFGL 

087753 OmpK35 Klebsiella pneumonie TRUAFAGL RNSIDFFGL 

"' Referencia a la versión GenBank. 

i El signo + indica homología del 100% con los péptidos OmpC de S. typhimurium. 
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VIII. Conclusiones del trabajo 

Las secuencias OmpC73-ao [73-TRVAFAGL] y OmpC132-139 [132-RNTDFFGL], 

presentan los residuos aminoácidos de anclaje, se unen a la molécula de clase 1 

H2-Kb, y la estabilizan. 

Unidos a H2-Kb ambos péptidos convierten a la línea celular RMA-S en blanco de 

una respuesta citotóxica específica. 

La infección de ratones con S. typhimurium y con S. typhi induce una respuesta de 

L TC específica, dirigida contra los péptidos OmpC73-ao y OmpC132-139. 

Todas las cepas de Sa/monella analizadas comparten la secuencia exacta para 

los epítopes OmpC13-ao y OmpC132-139 en la porina OmpC. Otras especies y 

diferentes porinas comparten secuencias similares con los residuos de anclaje 

descritos para unirse a la molécula H2-Kb. 

Los péptidos OmpC13-ao y OmpC132-139 representan los primeros epítopes de 

Salmonella reconocidos por L TC que son restringidos por moléculas MHC-1 

clásicas. 
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IX. Perspectivas 

Es probable que las células citotóxicas descritas en este trabajo tengan una 

participación en la protección contra Salmonella. Sería muy interesante evaluar la 

frecuencia y evaluar otras funciones efectoras. Además, la generación de células 

T contra los péptidos descritos en este trabajo permitiría evaluar la capacidad 

protectora real de las células citotóxicas utilizando modelos de letalidad con 

bacteria viva. 

Otro aspecto interesante es la caracterización de las células. Se debe evaluar el 

estado de activación de las células citotóxicas por medio de marcadores de 

superficie; la participación de las diferentes funciones efectoras de estos linfocitos 

durante la infección (Fas vs exocitosis de gránulos); así como el patrón de 

citocinas producidas por las mismas. 

El análisis de la secuencia de la proteína OmpC en diferentes serotipos de 

Salmonella y otras bacterias gram-negativas demuestra que los epítopes que se 

pueden unir a la molécula H2-Kb son muy conservados. Un experimento 

interesante podría utilizar los péptidos de todas las variantes para evaluar si son 

blanco de una respuesta citotóxica, y demostrar en que grado participan en la 

protección. 

El uso de los péptidos sintéticos de la OmpF, con los residuos de anclaje a la 

molécula H2-Kb, permitirá evaluar a la proteína como blanco de respuesta 

citotóxica. Los resultados permitirán evaluar la participación conjunta de OmpC y 

OmpF en la protección inicialmente descrita contra Salmonella. 
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XI. APÉNDICES 

APÉNDICE DE MEDIOS DE CULTIVO 

Solo se utilizó agua desionizada (milliQ® Millipore, Carrigtwahill, lreland) para la 

prepación de los medios de cultivo. 

Suero Fetal Bovino descomplementado (SFB). 

Se descomplementó por 1 h, en un abño de agua a 56 ºC. El porcentaje de suero 

utilizado en cualquier protocolo se indica por un número seguido al nombre del 

medio base. Por ejemplo, "RPMl-10" significa que se utilizó 10% de SFB, "DMEM-

20" significa que se utilizó 20% de SFB. 

Medio DMEM completo. 

Medio DMEM (Gibco, Grand lsland, NY), formulación con alta glucosa (4500 mg/I 

de O-Glucosa), suplementado con 5%, 10% o 20% de SFB; 1 % aminoácidos no 

esenciales; 2 mM L-Glutamina; 1 mM piruvato de sodio; y 50 µM 2-ME. 

Medio RPMI completo. 

Medio RPMI (Gibco), suplementado con 5%, 10%, 15% o 20% de SFB (inactivado 

por 1 h a 56 ºC); 1 % aminoácidos no esenciales; 2 mM L-Glutamina; 1 mM piruvato 

de sodio; y 50 µM 2-ME. 
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APÉNDICE DE AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES 

EDTA, 0.5 M (pH B.O) 

Se disolvieron 186.1 g de EDTA disódico (dihidrato) en 700 mi de H20 . Se ajustó 

pH a 8.0 con 1 O M NaOH. Se aforó con H20 a 1 lt, y se esterilizó por filtración con 

filtros de 0.22µ (MillexGP. Millipore, Carrigtwahill, lreland). 

HCI, 1M 

Se mezclaron 913.8 mi de H20 con 86.2 mi de HCI concentrado. 

2-ME (2-mercaptoetanol), 50 mM 

Preparación de 1 M: 

0.5 mi de 2-ME, 14.3M 

6.6 mi de a H20 

Preparación de 50 mM (1 OOOX): 

5 mi de 2-ME, 1M 

95 mi de a H20 

Se almacenó a 4 ºC. Se diluyó a 50 µM (concentración final) para usar en medios 

de cultivo. 

NaOH, 10M 

Se disolvieron 400 g de NaOH en 450 mi de H20 y se ajustó a 1 lt 

PBS (Amortiguador salino de fosfastos) 

Se disolvieron 0.23 g de NaH2P04 (anhidro; 1.9 mM), 1.15 g de Na2HP04 (anhidro; 

8.1 mM), 9.0 g NaCI (154 mM) a 900 mi de H20 y se ajustó el pH a 7.2 - 7.4 con 

NaOH, 1 M o HCI, 1 M. Se aforó con H20 a 1 Lt. 

107 



SDS, 20% (plv) 

Se disolvieron 20 g de SOS (dodecilsulfato de sodio/ lauril sulfato de sodio) en 

agua destilada a un volumen final de 100 mi, con agitación. Se filtró por 0.45-µ 

(MillexGP. Millipore, Carrigtwahill, lreland). 

Tris.el, 1 M 

Se disolvieron 121 g de Tris base en 800 mi de H20 . Se ajustó el pH con HCI 

concentrado, y se ajustó el volumen a 1 lt con H20. 

Buffer de lisis ACK 

Se disolvieron 8.29 g NH4CI (0.15 M), 1 g KHC03 (1OmM),y37.2 mg Na2EDTA 

(0.1 mM). Se agregaron 800 mi de agua y se ajustó el pH a 7.2-7.4 con HCI 1 N. 

Se aforó a 1 Lt, se filtró por 0.22µ (MillexGP. Millipore, Carrigtwahill, lreland), y se 

mantuvo a temperatura ambiente. 
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We report the identification of two peptides from Salmonella OmpC porin that can bind to major histocom­
patibility complex class 1 Kb molecules and are targets of cytotoxic T lymphocytes from Salmo11ella-infected 
mice. These peptides are conserved in gram-negative bacteria! porins and are the tirst Salmonel/a porin-specitic 
epitopes described for possible CDS+ -T-cell elimination of infected cells. 

Sorne of the most-studied protective immunogens of Salmo­
ne/la are the outer membrane proteins (OMPs) called porins. 
Vaccination with purified porins can protect mice against the 
challenge of virulent Salmonella strains ( 4, 5, 6). In these pro­
tection processes, antiporin antibodies and T-cell-mediated 
immunity are required, and these T cells have been described 
as being Th2 type with predominant interleukin-4 and immu­
noglobulin Gl production (1 , 2, 10, 11, 19). The role of CD8+ 
T cells during Salmonella infection is unclear but has gained 
inte rest beca use humans and mice immunized with atten uated 
Salmonella strai ns can generate a CD8+-T-cell response (3, 8, 
15, 18). Also, the generation of major histocompatibility com­
plex class 1 (MHC-1) molecu le-restricted peptides from in­
fected cells is not well characterized. We previously described 
that macrophages infected with Salmone/la ente1ica serovar 
Typhimurium and activated with gamma interferon (IFN--y) 
can secrete peptides that stabilize Kb molecules on the surface 
of RMA-S cells (9). Lo et al. have described an MHC class 
Ib-restricted response during infection with vi rulent Salmo­
ne/la (7), and Pasetti et al. found an L c1- restricted response 
after intranasal adm inistration with attenuated Salmonella 
stra ins (14). 

ln the present study, we searched for MHC-1 epitopes from 
Salmonella OmpC porin, one of the two components of the 
porin preparation used in vaccine trials (5). 

Kb binding peptide search and chemical synthesis. In arder 
to identify CD8+ -T-cell epitopes de rived from Salmonella se­
rovar Typhimuriurn OmpC porin, we searched the sequence 
for eight-amino-acid-long peptides with the anchor amino acid 
mot if described for peptides th at bind to K" molecules. The 
tirst analysis of peptides was done with the ProPred-1 program 
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(http: //www. i m te ch. res. in/ raghava/ propred l / i nd ex . h tm 1 ) , 

which screens fo r MHC-I binding peptides that can be gene r­
ated by proteosome cleavage of the original protein (17). Four 
peptides from the serovar Typhimurium OmpC (gi 7428872) 
sequence were displayed by this analysis: 132-RNTDFFGL, 
73-TRVAFAGL, 343-NTDDIVAL, and 159-ENTNGRSL. A 
second analysis of the OmpC sequence was done with the 
Parker HLA peptide motif search program (http://bimas.dcrt­
.nih.gov/molbio/hla_bind/) , which estimates the half time of 
disassociation of an MHC molecule containing the predicted 
peptides (13). According to these two criteria, the peptides 
132-RNTDFFGL (OrnpC-132) and 73-TRVAFAGL (OmpC-
73) had the highest chances to be natural Kh epitopes and so 
were chosen for further analysis. Peptides were synthesized by 
solid phase by using an ABI 430A automated synthesizer (Ap­
plied Biosystems Inc. , Foster City, Calif.) and purifi ed to 
> 90% by reverse-phase high-performance liquid chromatog­
raphy with a C 18 column (Millipore, Bedford, Mass.). 

Peptide binding assays and ftow cytometry. To test the bind­
ing of OmpC pept ides to Kb molecul es, th e murine TAP 2 
(Ira nsporter associated wi1h ant ige n processing type 2) -defi­
cient RMA-S cell line was cultured with 50 and 100 µM con­
centrations of each peptide fo r 6 to 8 h at 37ºC. Kb binding of 
ovalburnin amino acids 257 to 264 (SIINFEKL peptide; 
OYA257_264) was used as a reference for positive peptide bind­
ing. Following extensive washes with phosphate-butfered saline 
(PBS), cells were independently surface stained with purified 
monoclonal antibodies (MAbs) against Kb (Y3 (12]), Db (28-
14-8S; ATCC HB-27), and Kc1 (SFl-1.l.l; ATCC HB-159) at 
4ºC. After two washes wi th PBS, counterstaining wilh fluores­
cein isothiocyanate-conjugated goat anti-mouse antibody 
(Sigma, St. Louis, Mo.) was perforrn ed under the same cond i­
tions. A total of 104 RMA-S cells for each treatment was 
analyzed by ftow cytometry on a F ACSort (Becton Dickinson, 
Mountain Yiew, Calif.) . Figure lA shows the K" profiles for 
RMA-S cells loaded with the predicted Salmonella OmpC pep­
tides, andas expected OmpC-132 and OmpC-73 can bind to K" 
molecul es and stabilize alpha chains on the surfaces of RMA-S 
cells in a dose-dependent manner (a 3.8-fold increase in the 
mean ftuorescence [mf] with 100 µM OmpC-73 and a 2.1-fold 
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FTG. 1. Salmonella OmpC peptides bind specifica lly to Kb molecules. RM A-S ce lls we re cultu red wi th 50 and 100 µ,M concentra tions of 
Om pC-73, OmpC-1 32, and OY A257_2M (OVA) peptides fo r 6 h, and then MHC-T molecu les were surface sta ined and analyzed with a flu o rescence­
activated ce ll so rte r. The results for anti -Kb MAb (A) , anti-Db MAb (B), and anti-Kd MAb (C) are shown. Data shown are representative of three 
reprod ucible indepe nde nt experime nts. 

increase in the mf with 100 µM OmpC-132). OmpC peptide 
binding was Kb specific because high-dose OmpC peptides did 
not stabilize Db molecules (the mf values were 16.26 in the 
sa mple without peptide, 21.19 in the sample with OmpC-73, 
and 25.84 in the sample with OmpC-132). Although this result 
was clear fo r the OmpC peptides, the OV A257_264 peptide 
showed sorne binding to Db (mf, 62.73) when RMA-S cells 
were cultured with a 100 µM dose of peptide (Fig. lB). In ali 
cases, absence of staining was observed with the isotype control 
antibody against Kd (Fig. l C). 

Can these OmpC peptides elicit a CTL response after im­
munization '? To test whethe r the OmpC peptides can e licit a 
cytotoxic T-lymp hocyte (CTL) response in vivo, we immunized 
C57BU6J mice with an emulsion of inco mplete F reund's ad­
juvant containing 100 µ g of each peptide, which was applied 
subcutaneously at the base of the tail. T his regimen was re­
peated three times at intervals of 1 week. At day 31, the mice 
were sacri fice d fo r spleen removal and in vitro stimulation with 
the peptides. Briefly, splenocytes were cul tured in 10% fe tal 
calf se rum-suppl emented Dulbecco minimal essential medium 

and a 50 µM concentration of the corresponding peptide. Cells 
surviving after 5 days of cul ture were tested fo r cytolytic act iv­
ity against 51 Cr-labeled RMA-S cells loaded with peptide, as 
reported previously (20, 23) . In F ig. 2A, a representative ex­
periment is shown in which CTLs from OmpC-73- and OmpC-
132-primed mice specifically kili RMA-S cells loaded with the 
corresponding peptide but not OV A257_264-loaded cells, indi­
cating that the CTL activity obse rved was not due to another 
type of cell such as NK cells. It is worthwhile to mention that 
OmpC peptides bind and stabilize primarily to Kh and not to 
D" (Fig. l A and B) molecules on RMA-S cells. Thcrefore, 
CTLs from Salmonella- in fec ted mice recognize these epitopes 
only in a K11-restricted manner on this cell line. In addition, 
OmpC-132 induced a stronger CTL response th an the one 
derived from OmpC-73 immunization (P of < 0.002 fo r effec­
tor-to-target cell ratios greater than 25:1), which correlates 
with the ir levels of peptide binding to RMA-S ce lls shown in 
Fig. l. This fi nding confirms that C57BU6J mice can generate 
a Kb-restricted CTL response against OmpC-73 and OmpC-
132 peptides. 
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FIG. 2. Cytotoxic response against Salmonella OmpC peptides. (A) C57BL/6 mice were immunized with OmpC-73 or OmpC- 132 peptides. 
After 4 wee.ks, sple nocytes were stim ulated in vitro with the indicated peptide (expansion), ancl an assay of cyto toxic activity aga inst RM A-S cells 
loaded with peptide (ta rget) was pe rfo rmed. (B) Mice were ora lly infec ted with serovar Typh imurium SL3261 (S.1 SL326 1), and after 6 weeks 
splenocytes were tested as described for panel A. (C) Mice received an intraperitonea l load of serovar Typhi given in 5% mucin or in PBS (S. t 
mucin or S. t PBS), ancl splenocytes fro m both groups of mice were tested as described fa r panel A. Ali curves show the mea n percentages of specific 
lysis at different effector-to- target cell ra tios fo r t riplica te we lls; the bars ind ica te sta ndard dev iations. In ali cases, results for a representative 
experiment out of three experiments with simi lar results are shown. Comparisons of cytotoxicity levels were performed by St udent's t test with 
SigmaStat software (vers ion 9.0; SPSS Scie nce Software Prod ucts, Chicago, 111.) . P va lues of < 0.05 were conside red significan! . O VA, OVA 257_2,,. 

peptide. 

Is the OmpC-specific CTL response present after Sa/monella 
invasion? C57BU 6J is an l ty' mouse stra in that cannot resist 
infection wi th virulent Salmonella serovar Typh imurium. To 
uvc rcome this problem and evaluate the natural course of 
disease, we infected C57BU6J mice ora lly with 106 PFU of 
attenuated aroA - t- Sa lmonella serovar Typhimurium SL326 l. 
T his protocol elicits a specific immune response for bacteria! 
clearance in mice (2 1). After 6 weeks, mouse spleens we re 

harvested, stimulated with peptides, and evaluated fo r specific 
CTL activi ty as described above. Mice given a Salmonella se­
rovar Typhimu rium dose that se lf-l imits its replications after 
invasion can generate specific CTLs agai nst OmpC-132 and 
OmpC-73 (F ig. 28 ). 

Based on the known homology of the Salmonella serovar 
Typhimurium OmpC sequence with other OMPs of gram­
negative bacteri a, we searched fo r OmpC-1 32 and OmpC-73 

TABLE l. OmpC predicted cpitopes in gram-nega ti ve bacteri a! OMPs 

GcnBank 
Protein Bacteri a! origin of prote in1' 

accession no.u 

1676 1195 O mpC Serovar Typhimu rium 
47797 O mpC Serovar Typhi 
8953564 O mpC Serovar Minnesota 
19743624 Om pC Serovar Dublin 
19743622 O mpC Serovar Gall inaru rn 
26248604 O mpC Escherichia coli 
24 113600 O mpl b Shigella flexneri 
16760442 OrnpS Serovar Typ hi 
32735 14 O mpN Escheric:hia coli 
167649 16 OmpD Serova r Typhimurium 
16764875 OmpC2 Yersinia pestis 
15 11 4983 1 Om pK36 KlebsieUa pneumunie 

"GenBank, National Ccntcr for Bio tcchno logy ln forma tion. 
"Al i serovars are those of Salmonella enterica. 

O mpC-73 (TRVAFAGL) 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
T RLA FAGL 
T RLAFAGL 
TRLAFAG L 
TRLGFAGL 
T RLAFAG L 

O mpC- 132 (RNTDFFGL) 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
RNSDFFGL 
+ 
+ 
+ 
+ 
R NSD FFG L 

"+ , ide ntity 10 OmpC peptic.le. A mino ac ids shown in bold type are those th at d itfer from the seq uence in pa re ntheses al top o f co lumn. 
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epi topes in the protein family of porins (Table 1 ). Ali Salmo­
nel/a strains share the exact sequence for OmpC-73 and 
OmpC-132 in the OmpC porin. lnterestingly, other strains and 
different porins share similar peptides with the anchor residues 
for binding to K" molecules. Normally, S. entelica serovar 
Typhi does not cause systemic disease in mice. Therefore, to 
further confirm that the invasion of Salmone/la into macro­
phages was required to generate the CTL response, we used 
mucin to apply serovar Typhi to the peritoneum of C57BU6J 
mice (16). For this reason, 5,000 PFU of serova r Typhi 
9,12,Vi:d in 5% mucin was administered, and control mice 
rcceived the same bacteria! dose in PBS. Six weeks later, 
splenocytes were screened for peptide CTL activity as de­
scribed above. As shown in Fig. 2C, only mice that received 
serovar Typhi and mucin were able to generate a CTL re­
sponse against OmpC peptide-loaded RMA-S cells (P of < 0.02 
for effector-to- target cell ratios greater than 50:1). Thus, Sal­
m onella needs to colonize macrophages in order to generate a 
CTL response against porin peptides. This result also suggests 
that infected macrophages contribute to the generation of 
MHC-1 pcptides; furthe r investiga tion will clar ify the contri­
bution of other antigen-presenting ce lis ( dendritic cells and B 
ce lls) to the presentation of Salmone/la antigens (22, 24, 25). 

Further analysis of a specific C rL response directed against 
OmpC peptides will clarify the participation of CDS + T cells in 
the elimination of infected cells, as well as sorne unanswered 
questions on the processing and presentation of Salmonella 
antigens. 
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