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RESUMEN

Salmonella es el agente causal de dos cuadros clinicos importantes en los
humanos: S. enterica serovar Typhi causa fiebre tifoidea (FT), mientras que S. enterica
serovar Typhimurium causa gastroenteritis. Sin embargo, en ratones, S. Typhimurium
puede causar una infeccion parecida a la que causa S. Typhi en humanos. Por tal
motivo, el modelo de infeccidn en raton es muy usado en el estudio de la FT. Las
porinas presentes en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas estan
expuestas al medio exterior y se ha demostrado que pueden ser reconocidas por el
sistema inmune del hospedero. En S. Typhi, se ha descrito la presencia de dos porinas
de baja expresién, OmpS1 y OmpS2 (quiescentes). En este trabajo se describe la
induccion de la expresion de la porinas OmpS1 y OmpS2 de S. Typhimurium, asi como
su purificacion para realizar estudios de inmunidad protectiva. Se encontr6 que la
expresion de la porina OmpS1 de S. Typhimurium se induce en presencia del regulador
LeuO, a diferencia de lo reportado para S. Typhi, donde es OmpS2 la que se induce en
presencia de este regulador. Ademas, la porina OmpS2 no se logré expresar de manera
abundante a partir del plasmido pCGS2C1, en ninguna de las condiciones probadas. Por
otra parte, la porina OmpS1 se logrdé expresar de manera abundante a partir del
plasmido pCGS1C1, en la cepa STMRD (AompR,ompD) y la porina OmpC se obtuvo a
partir de la cepa STMFD (AompF,ompD). También, se logré la purificacion de OmpS1
y OmpC por el método de Nikaido, y posteriormente por cromatografia de exclusion
molecular. Con las porinas obtenidas se realizé un experimento en el cual se evaluo la
capacidad de éstas para conferir proteccién contra el reto de una cepa virulenta. Los
resultados, aunque no pueden ser concluyentes, demuestran que la porina OmpS1
confirio solo el 80 % de proteccion al reto con 1 DLs,. Por otra parte, OmpC (control),
confiri6 un 60% de proteccion al reto de 1 y 10 DLso de la cepa 14028, datos muy
similares a los reportados para una preparacion que contiene a las porinas OmpC, OmpF
y OmpD de S. Typhimurium. Para poder determinar la capacidad de la porina OmpS1
de conferir proteccién, se requiere continuar con los ensayos de inmunidad protectiva.
Para lo cual es necesario mejorar el protocolo de purificacion de porinas de S.
Typhimurium. Esto permitira, asimismo, explorar en detalle la naturaleza de la

respuesta inmune del ratén a cada una de estas porinas de manera individual.

Vi



I. INTRODUCCION

1.1 Salmonella

Salmonella, un bacilo Gram-negativo movil, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es un patégeno importante de humanos y otros vertebrados. En
humanos, la ingesta de la mayoria de los serovares de Salmonella causan infecciones del
intestino delgado y gastroenteritis, y s6lo un pequefio nimero de serovares de
Salmonella pueden ocasionar una infeccion sistémica, como lo es la fiebre tifoidea
(Mittucker y Kaufmann, 2000).

De acuerdo al Centro para el Control de Enfermedades y Prevencion (CDC,
Atlanta, GA), el género Salmonella tiene solamente dos especies: S. enterica y S.
bongori. La clasificacion actual es la siguiente. S. enterica se subdivide en 6
subespecies: I, S. enterica subsp. enterica; Il, S. enterica subsp. salamae; Illa, S.
enterica subsp. arizonae; Illb, S. enterica subsp. diarizonae; IV, S. enterica subsp.
houtenae; VI, S. enterica subsp. indica. Para indicar el serotipo o serovar el nombre se
escribe después de la subespecie con la primer letra mayuscula. Por ejemplo: S. enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium), S. enterica serovar Typhi (S. Typhi) (Benner
et al., 2000).

1.2 Epidemiologia

Se han identificado 2,463 serotipos del género Salmonella, la mayoria de ellos
(59%) pertenecen a S. enterica subsp. enterica. Aproximadamente el 99% de las
infecciones en humanos y otros animales son causadas por las cepas pertenecientes a
este serotipo (Popoff y Le Minor, 1997).

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es el agente causal de la Fiebre
Tifoidea (FT) en humanos. Se estima una tasa mundial de 16 millones de casos de FT
por afio, de los cuales aproximadamente 600,000 son fatales (Pang et al., 1998). La
fiebre tifoidea es una enfermedad de prevalencia mundial; sin embargo, es poco
frecuente en los Estados Unidos y en Europa. En estos lugares la FT se presenta
ocasionalmente y los brotes se controlan muy rapido, usualmente la adquieren las

personas que Viajan a las areas endémicas. En Latinoamérica, Asia y Africa se localizan



las zonas endémicas de FT, donde ésta enfermedad sigue siendo un problema de salud
publica (Edelman y Levine, 1986; Cryz et al., 1989).

Se estima que se presentan 1.3 millones de casos de gastroenteritis causadas por
otros serotipos, no Typhi; y junto con la FT, ambos cuadros clinicos ocasionan
aproximadamente 3 millones de muertes anualmente (Pang et al., 1998). La
gastroenteritis en humanos es causada por varios serotipos, siendo Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium), la cepa aislada con mayor frecuencia (Mead et
al., 1999; Raffatellu et al., 2006). S. Typhimurium es transmitida a los humanos por
animales domésticos lo cual representa un serio problema de la industria alimentaria
(Mastroeni, 2002).

S. Typhi no es virulenta para la mayoria de los animales en cambio S.
Typhimurium en los ratones causa una infeccion sistémica letal parecida a la fiebre
tifoidea, con sintomas similares a los observados en los humanos al infectarse con S.
Typhi. Motivo por el cual el modelo de la infeccion en el ratén ha sido muy usado para
el estudio de los mecanismos de patogenia asi como de la respuesta inmune del
hospedero contra la infeccion por Salmonella (Mittucker y Kaufmann, 2000).

El modelo experimental para el estudio de la fiebre tifoidea, consiste en la
infeccion en ratones susceptibles (nrampl7/’) mediante la via oral con S. Typhimurium.
El gen nrampl codifica para proteina Nrampl, la cual interviene en el transporte de
intermediarios del 6xido nitrico y cationes divalentes (Mg*") hacia los fagolisosomas. El
locus Ity (Ish o bcg), se localiza en el cromosoma 1y se ha descrito que los ratones que
expresan el alelo Ity" pueden sobrevivir a las primeras fases de la infeccion. Mientras
que los ratones susceptibles Ity® son incapaces de controlar la multiplicacion temprana
de Salmonella dentro de los macréfagos y mueren rapidamente (Benjamin et al., 1990;
Eckmann al., 1996).

1.3 Patogenia.

Salmonella normalmente infecta a los humanos y a los animales por la via oral,
mediante la ingestion de agua o alimentos contaminados. Después de la ingestion, una
proporcion de las bacterias resisten el pH bajo del estbmago y a varios de los
mecanismos de resistencia en el lumen intestinal, como lo son las sales biliares, la
lisozima, las defensinas, e IgA neutralizantes (Calva et al., 1988). Los mecanismos
moleculares por los cuales Salmonella resiste al pH bajo y a las sales biliares no se



conocen; sin embargo, existe evidencia de que algunos de los genes involucrados en
esta respuesta estan controlados por el sistema de reguladores PhoP/PhoQ (Bearson et
al., 1997; van Valkinburgh y Gunn, 1999; Cotter y DiRita, 2000).

Una proporcion de las salmonelas que han resistido al pH bajo del estomago
llegan al intestino delgado, el primer sitio de colonizacion, donde se adhiere a las
células epiteliales mediante varias fimbrias. Se han identificado en Salmonella al menos
cinco fimbrias involucradas en la adherencia y colonizacion: Fim (fimbria tipo 1), Agf
(fimbria tipo curli), Lpf (fimbria polar larga), Pef (fimbria codificada en plasmido) y
Sef (fimbria de S. enterica serotipo Enteritidis) (Baumler et al., 1996 a, 1996 b, 1996 c;
Cotter y DiRita, 2000). La invasion de las células epiteliales por Salmonella es el
resultado de la activacion de una gran variedad de respuestas en las células del
hospedero, siendo la mas importante la reorganizacion del citoesqueleto que lleva a la
formacion de proyecciones citoplasmaticas en la membrana, “ruffling”, que envuelven y
permiten la internalizacién de la bacteria (Ohl y Miller, 2001; Cotter y DiRita, 2000).
Este proceso es inducido por genes de virulencia presentes en Salmonella que codifican
para proteinas efectoras tales como SopE, SipA, SipC y SptP, las cuales son
translocadas por el sistema de secrecion tipo Il (TTSS) codificado en la isla de
patogenicidad 1 (SPI-1) (Hardt et al., 1998; Fu y Galan, 1998; Zhou et al., 1999).
Después de que Salmonella penetra el epitelio intestinal, se dirige a las placas de Peyer,
los cuales son 6rganos linfoides secundarios localizados en la mucosa intestinal. Uno de
los mecanismos de entrada de Salmonella en las placas de Peyer es a través de las
células M, las cuales son células epiteliales especializadas en la captura de antigenos del
lumen intestinal hacia los foliculos linfoides (Jones et al., 1994). Una vez que
Salmonella atraviesa el epitelio, se encuentra con los macréfagos residentes en la lamina
propia, donde induce su internalizacion por macrofagocitosis. Subsecuentemente,
Salmonella activa mecanismos de virulencia para evadir las funciones antimicrobianas
del macrofago, lo que le permite sobrevivir y replicarse en el ambiente intracelular
(Alpuche-Aranda et al., 1994). La sobrevivencia de Salmonella dentro del macréfago
involucra la activacién del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. PhoQ es una
proteina de membrana que actla como sensor de sefiales ambientales y es capaz de
fosforilarse; a su vez transfiere el fosfato a PhoP, que esta en el citoplasma y funciona
como regulador transcripcional. Las salmonelas que sobreviven son transportadas por
los macrofagos de los ganglios mesentéricos al torrente sanguineo. Una vez que el

proceso de invasion se completa, la bacteria se encuentra de manera transitoria en la



sangre, donde estd expuesta a los factores del complemento, a las proteinas de fase

aguda, como lo es MBL (mannose-binding-lectin) (Mastroeni, 2002).
1.4 Desarrollo de una infeccion sistémica letal.

La letalidad de la infeccidn sistémica ocasionada por Salmonella depende de la
combinacidon de varios factores, como son: la virulencia de la cepa de S. Typhimurium
(SL1344, 14028), la dosis de infeccién o un indculo alto (arriba de la DLsy > 10°) en
ratones resistentes (nrampl1’/%), la via de infeccion en condiciones experimentales y el
estado inmunoldégico del hospedero (Mastroeni, 2002). En estos casos, para que el
animal logre sobrevivir, la carga bacteriana no debe ser mayor de 10° ufc. Cuando la
carga bacteriana alcanza indices mayores a 10°-10° ufc, en higado y bazo, el animal es
incapaz de contener la infeccion y como consecuencia se produce una bacteremia
secundaria, choque endotdxico, falla organica multiple y la muerte rapida del animal
(Collins, 1974; Makela y Hormaeche, 1997). La toxicidad del LPS (lipopolisacarido) y
la repuesta del hospedero por medio de la red de citocinas proinflamatorias, se
encuentran entre los factores que contribuyen a los efectos letales de una gran carga
bacteriana en una infeccién por Salmonella (Mastroeni, 2002).

1.5 Desarrollo de una infeccién subletal

Una infeccion no letal consiste en la capacidad del ratdon en restringir, hasta
cierto nivel, la carga bacteriana. Dependiendo de la cepa de ratdn utilizada y de la cepa
de S. Typhimurium, una infeccién subletal puede durar de una a varias semanas
(Makela y Hormaeche 1997; Eisenstein, 1999).

El curso de una infeccion primaria subletal en el modelo de raton involucra
cuatro fases: 1) eliminacion de la bacteria en sangre e inactivacion temprana del reto; 2)
crecimiento exponencial de la bacteria; 3) supresion del crecimiento de la bacteria (fase
de meseta); 4) eliminacion de la bacteria en los o6rganos (Mastroeni, 2002). Las
diferentes fases de la infeccion por S. Typhimurium constan de una gran variedad de
mecanismos de inmunidad innata y adquirida, que contribuyan a la respuesta contra esta
bacteria (Makela y Hormaeche 1997; Eisenstein, 1999).



Fase 1: Eliminacién de la bacteria en sangre y su muerte temprana

Una vez que las bacterias se encuentran en el torrente sanguineo, la fase inicial
de la eliminacion de la bacteria es rapida y la mayoria son removidas de la sangre
debido a una eficiente activacion del sistema inmune innato. Las salmonelas con LPS de
tipo rugoso son eliminadas mas rapidamente que las bacterias con LPS tipo liso
(Valtonen et al., 1975). Después de ser removida de la circulacion, la bacteria se
localiza intracelularmente en los macrdfagos, las células polimorfonucleares (PMN), las
células dendriticas presentes en el higado y bazo y, como se ha descrito recientemente,
también puede infectar al linfocito B utilizandolo para diseminar la infeccion (Dunlap et
al., 1991; Yrild et al., 2001; Salcedo et al., 2001; Rosales-Reyes et al., 2005).

Fase 2: Crecimiento exponencial en el Sistema Reticulo Endotelial (SRE)

Cuando se realiza una infeccion por la via intravenosa, una proporcion de las
salmonelas son eliminadas por las células de la estirpe mieloide, aproximadamente a las
seis horas (Dunlap et al., 1991). Las bacterias sobrevivientes comienzan a replicarse
exponencialmente en el SRE: en esta fase es importante hacer notar que S.
Typhimurium puede sobrevivir tanto en células fagociticas como células no fagociticas
(Mittucker y Kaufmann, 2000). EIl crecimiento exponencial de Salmonella en el SRE
del raton estd controlado por el gen de resistencia nrampl: la proteina Nrampl se
recluta rapidamente en el fagosoma de las células que contienen bacterias (Vidal, 1993).
En esta fase, los macréfagos son cruciales para combatir a Salmonella. La activacion de
los macréfagos por citocinas tales como el interferén-y (IFN-y) y el factor de necrosis
tumoral-alpha (TNF-a)), es muy importante en la respuesta proinflamatoria contra
Salmonella. Ambas citocinas estan involucradas en la induccion de los mecanismos

bactericidas en macréfagos (Liang-Takasaki et al., 1983; Warren et al., 2002).

Fase 3: La fase de meseta

En una infeccion subletal, la supervivencia del hospedero requiere de la
supresion del crecimiento exponencial de la bacteria en el SRE y el establecimiento de
una fase de meseta. Este punto es crucial y requiere de la activacion de una respuesta

inmune adaptativa compleja por parte del hospedero. El establecimiento de la fase



meseta coincide con la infiltracion y la activacion de macrofagos en el bazo e higado, el
desarrollo de esplenomegalia y con la formacién de granulomas ricos en macréfagos,
esto se requiere para la supresion del crecimiento de la bacteria en la fase de meseta, la
cual no requiere de células B y T funcionales (Hormaeche et al., 1990; Mastroeni et al.,
2000; Mastroeni, 2002). Ademas, la accién concertada de varias citocinas como TNF-a.,
IFN-y, IL-12, IL-15 e IL-18, es necesaria para la supresion del crecimiento bacteriano

en esta fase de la infeccion.

Fase 4: Eliminacion de la bacteria del Sistema Reticulo Endotelial (SRE)

La eliminacion de la bacteria del SRE requiere de la activacion de células T,
siendo las células T CD4'TCRaf" las principales mediadoras de la resistencia tardia y
la eliminacién de Salmonella (O'Brien y Metcalf 1982; Mittucker et al., 1999;
McSorley et al., 2000). En esta fase de la infeccion, hay un incremento en la produccion
de IFNy por células T CD4" y CD8" (Mittucker et al., 2002; Monack et al., 2004). Los
ratones que carecen de células T CD4" pueden suprimir el crecimiento de la bacteria en
los tejidos en las fases tempranas de la infeccion (fase tres), pero mueren tres semanas
después debido a un incremento progresivo en la carga bacteriana (Hess et al., 1996).
Asi, para que se lleve a cabo la eliminacion de la bacteria, se requiere de la activacion
del sistema inmune del hospedero, que pueda inducir una respuesta inmune protectora.
En este sentido existe una gran variedad de antigenos presentes en Salmonella como el
LPS (lipopolisacéarido), el antigeno capsular Vi, porinas, proteinas de membrana
externa, lipoproteinas, proteinas de choque térmico, flagelo y la fimbria que son
reconocidos por anticuerpos especificos generados en humanos y otros animales cuando
han estado expuestos a la bacteria (Calderén et al., 1986; Harrison et al., 1997; Brown y
Hormaeche, 1989; Cooper y Thorns, 1996; McSorley y Jenkins, 2000; Sztein et al.,
1994; Kuusi et al., 1979). La mayoria de los antigenos reconocidos por el sistema
inmune estan presentes en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas; por tal
motivo el estudio de estos antigenos, como las porinas, han sido de gran importancia
como posibles candidatas en el desarrollo de vacunas de subunidades.



1.6 Membranas de las bacterias Gram-negativas.

Las bacterias Gram-negativas, como Salmonella, poseen dos membranas: la
membrana interna o citoplasmatica (MI) y la membrana externa (ME). El
péptidoglicano separa y le da rigidez a las membranas (Verhoef et al., 1979). También
tiene un compartimiento celular denominado periplasma. La MI es una bicapa
fosfolipidica, la cual tiene una gran variedad de polipéptidos. Esta actGia como barrera
semipermeable permitiendo el paso de aminoacidos y azlcares para los cuales existen
mecanismos de transporte especificos (Buecchner et al., 1990). La ME consiste en una
bicapa de moléculas anfipaticas y proteinas, las cuales son muy abundantes ya que
cubren la cara interna y externa de dicha membrana, en un 50 % aproximadamente
(Hancock, 1991).

El lipopolisacarido (LPS) es un componente Unico de la ME; se encuentra en la
parte exterior, anclado mediante la union a proteinas de la ME. El LPS confiere varias
propiedades como son: la resistencia a los antibiéticos hidrofdébicos, a las sales biliares,
detergentes, proteasas, lipasas y lisozima (Nikaido y Vaara, 1985). En la Fig. 1, se
muestra una representacion esquematica de la organizacién de los principales

componentes de la envoltura de las bacterias Gram-negativas.
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Fig. 1. Esquema de la organizacién molecular de membranas de las bacterias Gram-negativas.
Membrana interna o citoplasmica (MI); Periplasma; Membrana externa (ME); Proteinas de membrana
externa PME; Lipopolisacarido (LPS); Fosfolipidos (FL); Peptidoglicano (PD). Imagen tomada de

www.bio.davidson.edu/.../Chamaloux/first.html.

1.7 Proteinas de la Membrana Externa (PME)

Las ME de las bacterias Gram-negativas, son poco permeables a solutos
hidrofilicos, como lo son la mayoria de los nutrientes. Por tal motivo tiene proteinas
formadoras de canales que permiten el flujo de nutrientes y posiblemente para la salida
de desechos. Las proteinas de la membrana externa se clasifican en principales
(mayoritarias) y menores. Las proteinas principales son muy abundantes y pueden llegar
a expresarse hasta 100,000 moléculas por bacteria (Nikaido, 1996). En este grupo se
encuentran las porinas: el término “porinas” se propuso especificamente para las
proteinas que forman canales de difusion inespecificos o “poros”. Las porinas clasicas
son OmpC, OmpF y PhoE, las cuales poseen un peso molecular entre 36 y 42 kDa. En
términos de selectividad, se ha reportado que OmpC y OmpF tienen preferencia hacia



compuestos catidnicos, mientras que PhoE tiene preferencia por los aniones (Nikaido,
2003). La porina OmpD es un miembro adicional de la familia de porinas y s6lo esta
presente en S. Typhimurium, y ausente en otras bacterias Gram negativas incluyendo E.
coli y S. Typhi. OmpD es una de las proteinas mas abundantes en la membrana externa
de S. Typhimurium, bajo condiciones favorables, representa cerca de la mitad de las
porinas en dicha bacteria. OmpD es el homoélogo de las porinas NmpC y NmpL de E.
coli K-12; es muy parecida en secuencia de aminoacidos y en las propiedades del canal
a OmpC y OmpF, también presentes en S. Typhimurium (Singh et al., 1992).

Otra proteina de las moléculas principales es OmpA, o proteina modificable por
calor, la cual forma monomeros y su peso es de 35 kDa. Esta desempefia una funcion
estructural dando rigidez a la membrana. Ademds, participa en los procesos de
conjugacion y se ha descrito como receptor de fagos y colicinas. Todas las estas
proteinas han sido ampliamente estudiadas en Escherichia coli (Datta et al., 1977).

Las porinas forman trimeros de mondmeros identicos que le dan una forma que
se asemeja a un barril. Por anélisis de cristalografia de rayos X de las porinas OmpF,
PhoE vy recientemente de la porina OmpC, se sabe que cada mondmero consiste en 16 3
plegadas que forman 16 regiones de hojas anti-paralelas unidas por 8 asas largas
externas y 8 asas cortas hacia el periplasma, también tiene a-hélices intercaladas. En la
Fig. 2, se muestran las representaciones de la estructura del trimero y del monémero de
la porina OmpF y del trimero de OmpC de E. coli (Cowan et al., 1992; Baslé et al.,
2006).



Fig. 2. Representacidn de la estructura de las porinas OmpF y OmpC de E. coli. A: vista superior del
trimero de OmpF, en direccion perpendicular al plano de la membrana. El asa 2, en color azul, tiene una
funcion en la organizacion estructural de los mondémeros para la formacién del trimero. El asa 3, en
naranja, delimita el tamafio del canal. B: vista lateral del monémero de OmpF (Fig. tomada de Nikaido,
2003). C: representacion de la estructura del trimero de la porina OmpC de E. coli; vista superior desde el
lado extracelular. El asa 3, en rojo; el asa 2, en verde y el asa 4 extracelular en amarillo. Las otras asas

estan representadas en gris y las hojas p-plegadas en morado (Fig. tomada de Baslé et al., 2006).

10



Dentro de las proteinas menores, se encuentran los llamados canales especificos
como LamB o receptor del fago A de E. coli, la cual cataliza el flujo de maltosa y otros
oligosacéridos de la serie de maltosa. Al igual que las porinas, forma homotrimeros;
cada monémero forma wun barril-p formado por 18 cadenas p-plegadas
transmembranales (ver Fig. 3). La expresion de LamB en E. coli se desreprime en
condiciones de falta de carbohidratos, y la presencia de LamB no sélo le confiere
ventajas en limitacion de glucosa sino también en limitacion de lactosa, arabinosa y
glicerol. Otro canal especifico es ScrY, un homdlogo de LamB, el cual esté codificado
en un pldésmido y le permite a algunas cepas de E. coli y S. Typhimurium utilizar
sacarosa como fuente de carbono. Otros compuestos, como sider6foros y la vitamina
B12, son muy grandes para pasar a través de las porinas clasicas. Estos compuestos son
transportados utilizando receptores dependientes de Ton-B. Algunos ejemplos de estos
receptores en E. coli son: BtuB, para la vitamina By, y seis receptores de sider6foros
complejos de Fe**. Estos receptores se unen a su ligando con alta afinidad y para su
funcion requiere de la interaccion con TonB (Nikaido, 2003).

Fig. 3. Estructura de LamB definida por cristalografia de rayos X. A, vista lateral del monémero, el
barril  tiene 18 cadenas a diferencia de las 16 cadenas presentes en las porinas. El asa 3 (naranja), el asa
1 (rojo), se proyecta hacia dentro del canal. El asa 2 (azul), se proyecta al exterior e interacciona con otro
mondmero en el trimero. B, vista superior del mondmero, se muestran algunos aminoacidos importantes

en la constriccion del canal (Fig. tomada de Nikaido, 2003).
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1.8 Funcion de las porinas y la regulacion de su expresion.

Las porinas controlan la permeabilidad de la ME en las bacteria Gram-negativas,
por lo que la limitacion en nutrientes es uno de los factores principales en la regulacion
de su expresién. Ademas, las porinas son sensibles a una gran variedad de factores
ambientales, tales como la osmolaridad, la temperatura, el pH, la fase de crecimiento y
la densidad celular (Nikaido, 2003).

Uno de los mecanismos mas estudiados en la regulacion de la expresion de las
porinas involucra a los productos del operén ompB (EnvZ y OmpR). EnvZ es una
histidina cinasa, la cual esta en la membrana interna donde actla como proteina
detectora de los cambios en la osmolaridad. Como respuesta a estos cambios, EnvZ se
autofosforila y, a su vez, es capaz de fosforilar y defosforilar al regulador OmpR. La
fosforilacion de OmpR es esencial para la transcripcion de los genes de porinas, donde
niveles altos de OmpR fosforilado inducen la expresion de OmpC y reprimen a OmpF,
mientras que niveles bajos de OmpR fosforilado favorecen la expresion de OmpF (Liu'y
Ferenci, 2001). En E. coli y S. Typhimurium, las porinas OmpC y OmpF son reguladas
reciprocamente por la osmolaridad del medio. OmpC se expresa preferentemente en
osmolaridad alta y OmpF aumenta su expresién en baja osmolaridad (Jovanovich et al.,
1988; Liu y Ferenci, 2001; Puente et al., 1991; Martinez-Flores et al., 1999).

La regulacion de la porina OmpD no responde a cambios en la osmolaridad y, a
diferencia de las porinas OmpC y OmpF, no depende del sistema de regulacion de dos
componentes EnvZ/OmpR. Se ha determinado que la abundancia relativa de la porina
OmpD, en la membrana externa de S. Typhimurium, es regulada por varios factores
ambientales, como lo son la anaerobiosis, el pH bajo y la represion catabdlica
(Santiviago et al., 2003).

S. Typhi expresa a las porinas OmpC, OmpF y OmpA. En esta bacteria, los
cambios en osmolaridad s6lo afectan la expresion de OmpF, la cual se reprime en
osmolaridad alta, mientras que la expresion de OmpC no se afecta por los cambios en la
osmolaridad (Puente et al., 1991; Martinez-Flores et al., 1999). Ademas, en S. Typhi se
identificaron otras dos porinas llamadas OmpS1 y OmpS2, las cuales no se lograron
detectar en condiciones de crecimiento estandar de laboratorio (Ferndndez-Mora et al.
1995). En trabajos posteriores se inici6 el estudio de la regulacion de la expresion de
estos dos genes, con la finalidad de lograr establecer su funcién y la razén de la

represion de su expresion en condiciones estandar de laboratorio.

12



Para el caso de OmpS1 se ha encontrado que su expresién se libera cuando se
recorta una region de 222 pares de bases (pb), rio arriba del promotor 1 (P1) el cual es
dependiente de OmpR; ademés se identificd un segundo promotor (P2), el cual no
requiere de OmpR para activarse. Se ha determinado que la expresién de OmpS1 no se
induce en varias de las condiciones probadas, tales como los cambios en la osmolaridad
0 en condiciones de estrés, como lo son los cambios de pH y temperatura o en
anaerobiosis 0 en presencia de sales biliares y péptidos catiénicos (Oropeza et al.,
1999). En otro trabajo sobre el estudio de la regulacion de la expresion de OmpS1, se ha
descrito que H-NS (una proteina nucleoide), la cual es un regulador global de union a
ADN, regula negativamente la expresion de la porina OmpS1 (Flores-Valdez et al.,
2003).

En un trabajo acerca de la expresién de la porina OmpS2, en S. Typhi, se
encontrd que se requiere de una regién minima necesaria para su expresion, rio arriba de
inicio de la transcripcién y que, al igual que la porinas mayoritarias, su regulacion
también depende del sistema de dos componentes EnvZ/OmpR. Ademas, de manera
interesante, en este trabajo se describe que la expresién de la porina OmpS2 se induce
en presencia del regulador LeuO (Ferndndez-Mora et al., 2004). En la Fig. 4, se muestra
un esquema de las regiones de regulacion rio arriba de los genes ompS1 y ompS2 de S.
Typhi. (Flores-Valdez et al., 2003; Fernandez-Mora et al., 2004).

El regulador LeuO pertenece a la familia de reguladores LysR (Henikoff et al.,
1988). Su funcién se ha relacionado con la respuesta a estrés, por lo que se ha
considerado que puede ser importante en la sobrevivencia en el ambiente, en
condiciones diferentes a las probadas en el laboratorio. Existen trabajos en E. coli donde
se ha descrito la probable funcion de LeuO, se ha encontrado que la sobre expresion de
LeuO causa la supresion de una cepa mutante en hns, sobre la expresion del gen cadC:
H-NS reprime la expresion de este gen, por lo que al sobreexpresar LeuO, también lo
reprime. Ademas, se ha descrito que al sobre expresar LeuO se induce la expresion del
operon bgl (Shi y Bennett, 1995; Ueguchi et al., 1998). También se ha reportado que
ejerce un efecto negativo en la expresion del RNA pequefio DsrA, involucrado en la
traduccion de RpoS (Klauck y Bohringer, 1997). Ademas, se ha descrito que el gen
leuO es regulado negativamente por H-NS y que tiene regiones de control negativo y
positivo rio arriba del inicio de transcripcion (Chen et al., 2001).
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OmpS1 P1
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Fig. 4. Esquema de las regiones de regulacion de los genes ompS1 y ompS2 de S. Typhi. Se muestra
la region de regulacion del gen ompS1, los dos promotores y una region de represion. Se muestra la
region de regulacion del gen ompS2, el promotor, dos zonas de pegado de LeuO y la zona de pegado de
OmpR. En ambos casos se sefialan diferentes recortes con los que se han delimitado las zonas de

regulacién positiva y negativa (Flores-Valdez et al., 2003; Fernandez-Mora et al., 2004).
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1.9 Las porinas y su funcion en la virulencia.

La funcién de las diferentes porinas, asi como del regulador OmpR, en la
virulencia, se ha estudiado usando cepas de S. Typhimurium mutantes en los diferentes
genes, en el modelo de infeccidn en ratén. En un primer trabajo se report6 que una cepa
mutante en el regulador OmpR estaba muy atenuada en virulencia, pero que las cepas
mutantes sencillas, tanto en OmpF o en OmpC, no mostraron tener un efecto en la
virulencia, ya que presentaban valores en la dosis letal media (DLsp), muy parecidos al
de la cepa silvestre. En ese mismo trabajo, los autores reportaron que una cepa mutante
en la porina OmpD, presentaba una ligera atenuacién en la virulencia cuando se
comparaba con la cepa silvestre (Dorman et al., 1989).

Posteriormente, se demostré que una cepa de S. Typhimurium doble mutante
ompC, ompF estaba atenuada en la virulencia en el modelo de infeccion en ratén, pero
no se observo lo mismo con las cepas mutantes sélo en OmpC u OmpF, coincidiendo
con el trabajo anterior (Chatfield et al., 1991). Posteriormente se evalu6 una vez mas la
funcion de OmpD en virulencia, observandose, de manera interesante, que cepas
mutantes en ompD no presentan atenuacion en la virulencia ya que mostraron valores en
la DLsp similares a los de la cepa silvestre (Meyer et al., 1998).

Recientemente se reportd que mutantes en los genes de porinas, ompS1y ompS2,
de S. Typhimurium, cepa 14028, estan altamente atenuadas en virulencia en el modelo
de infeccion en ratdn. La carga bacteriana en bazo e higado se redujo con respecto a la
cepa silvestre, debido a que se encontraron de 250 a 400 veces menor cantidad de
bacterias de las cepas mutantes en bazo e higado, cuando se realizaron indices de
competitividad con la cepa silvestre, después de la infeccion por via oral (Rodriguez-
Morales et al., 2006).

I. 10 Importancia de las porinas de S. Typhimurium como antigenos protectores.

Se estima que aproximadamente el 20% de las proteinas totales de la bacteria se
localizan en la membrana (Schulz, 2002). Debido a que las porinas son proteinas que
estan expuestas al medio externo, se ha propuesto que éstas podrian ser reconocidas
directamente por el sistema inmune del hospedero durante la infeccion, especificamente

por anticuerpos. En este sentido, se piensa que las porinas pueden influir o prevenir la
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infeccion si son utilizadas en el desarrollo de vacunas contra la fiebre tifoidea, asi como
de sistemas de inmunodeteccion.

Las porinas de S. Typhimurium han conferido proteccion contra el reto con
cepas virulentas en el modelo de ratén. En uno de los primeros estudios al respecto, las
porinas se extrajeron de una cepa rugosa, tanto la inmunizacion como el reto con una
cepa lisa de S. Typhimurium (DLso = 10°) fue por la via intraperitoneal (ip). Las porinas
de 34, 35 y 36 kDa, confirieron una proteccion del 40% y 90 % con 1y 10 DLsy,
respectivamente. Ademas, reportaron que la transferencia pasiva de suero también fue
capaz de conferir proteccion a los ratones retados con la cepa virulenta de S.
Typhimurium (Kuusi et al., 1979).

En otro trabajo, se inmunizaron a los ratones por la via subcutanea con 50 g de
PME vy se retaron con 50 DLs (5 X 10°) por la via intravenosa. Esta preparacion de
PME confiri6 a los ratones inmunizados una proteccion del 100% contra 50 DLso. Se
observo que las PME provenientes de una cepa rugosa (carente del antigeno O) confiere
un 90 % de proteccidn. Esta preparacion de proteinas de membrana externa (PME) de S.
Typhimurium consta de aproximadamente 30 polipéptidos, con pesos moleculares entre
12 y 120 kDa, conteniendo 100 pug de LPS por mg de proteina. Se demostré que en los
ratones inmunizados con LPS proveniente de una cepa lisa o rugosa, confirié 22y 0 %
de proteccion, respectivamente. Ademas, se pudieron detectar titulos altos de
anticuerpos antiporinas en los ratones inmunizados con 50 pg de PME con respecto a
los ratones no inmunizados. En otro estudio la inmunizacién con 50 pg de porinas
confirié una proteccion del 36 % contra 10 DLso, sin embargo, no se observé proteccion
al reto con 50 DLsp. Por otra parte la inmunizacion con 100 y 200 pg de porinas confirio
un 42y 45 % de proteccion a un reto con 10 DLso, respectivamente, pero no protegio al
reto con 50 DLs, de la cepa virulenta. En este trabajo se menciona que las porinas de S.
Typhimurium asociadas al LPS inducen mayores indices de proteccion contra la
Salmonella en comparacién con los ratones inmunizados con porinas libres de LPS.
Posteriormente, se report6 que los ratones inmunizados con LPS mostraron un 36 % de
proteccion, y la inmunizacién con porinas mostrd una proteccion del 25 %, la
combinacién de porinas con el LPS indujo un 100 % de proteccion contra 10 DLsp.
Estos resultados indican que para obtener una proteccién del 100 % se requiere la
presencia de trazas de LPS unido a las porinas. Sin embargo, se cree que esto se puede
deber a la induccion de anticuerpos anti-LPS y las subclases de anticuerpos IgG,
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generados contra las porinas (Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987; Udhayakumar y
Muthukkaruppan, 1989; Muthukummar y Muthukkaruppan, 1993).

Ademas se ha reportado que las porinas inducen la secrecién de citocinas tales
como TNF-a, IL-1 e IL-6 en monocitos y de IFN-y e IL-4 en linfocitos provenientes de
humanos. Debido a que se tenia 10 pg de LPS por 10 pg de porinas, se demostré que la
cantidad de LPS presente en la preparacion de porinas no es suficiente para producir el
mismo efecto. Ademas, se encontré que la inmunizacion intraperitoneal con porinas
indujo una respuesta de linfocitos cooperadores tipo 2 (Th2) con la produccién de IL-4
y no se detectd secrecion de IFN-y. También se reportd que con 10 g de porinas se
induce una proteccion del 100% y del 80 % en ratones con una dosis subletal de S.
Typhimurium (DLso = 2 X 10%), (Galdiero et al., 1993; Galdiero et al., 1998).

I. 11 Importancia de las porinas de S. Typhi como antigenos protectores.

Respecto a las porinas de S. Typhi como antigenos protectores, fue muy
importante un estudio donde se detectd, por ensayos de ELISA, la presencia de
anticuerpos anti-porinas, 1gG e IgM en sueros de pacientes con fiebre tifoidea.
Posteriormente, se determind que las PME entre un peso molecular de 36-42 kDa, pesos
moleculares correspondientes a las porinas, tenian un mayor reconocimiento de
anticuerpos 1gG presentes en los sueros de pacientes con FT. Ademas, se detectd la
presencia de anticuerpos de clase 1gG, IgM, e IgA en sueros de pacientes con fiebre
tifoidea, los cuales reconocieron en forma especifica a las PME de S. Typhi (Calderén et
al., 1986; Ortiz-Navarrete et al., 1989; Verdugo-Rodriguez et al., 1993). Estos
resultados indicaban que las porinas podian ser reconocidas como antigenos durante la
fiebre tifoidea y que son las proteinas mas inmunogénicas presentes en las PME, por lo
cual podrian ser capaces de generar proteccion. Para el estudio de las PME de S. Typhi
como antigenos protectores, se ha aceptado el modelo experimental en raton que
consiste en inyecciones intraperitoneales (i.p.) de la bacteria (S. Typhi) suspendida en
mucina. Esta produce una inflamacion local, lo cual ayuda a que los macréfagos
presentes en la cavidad peritoneal sean capaces de internalizar a S. Typhi (Spaun, 1964;
Sein et al., 1993). Utilizando este modelo, se demostré que 30 pg de PME de una cepa
de S. Typhi, que contenia 4% de LPS, confirieron una proteccion del 100 % al reto con
500 y 1000 DLs de S. Typhi (DLs = 1.5 x 10°). Cuando el reto se realizd con una cepa
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de S. Typhimurium, se observé una proteccién del 45 y 30 % al reto con 500 y 1000
DLsp. La inmunizacion con 1.25 pg de LPS, la cantidad de LPS presente en 30 pg de
PME, confirié una proteccion del 40% y 10% al reto con 100 y 300 DLsp. Con lo cual
se establecio que es la fraccion de proteinas la que confiere proteccion y no las trazas de
LPS contenido en las preparaciones de PME. También, se encontré el suero de conejo
anti-PME confirio el 100 % de proteccion al reto con 100 DLs. Posteriormente, las
porinas fueron purificadas de la misma cepa de S. Typhi y se observé que confirieron
una proteccion del 90% a un reto de 500 DLsp. Y no se observé proteccion al reto con S.
Typhimurium. Después, se obtuvo a la porina OmpC de manera recombinante (OmpC;),
en una cepa de E. coli la cual confirié proteccion del 40 % al reto con 100 LDs (Isibasi
et al. 1988; Isibasi et al., 1992; Isibasi et al., 1994; Paniagua-Solis et al., 1995).

De manera mas especifica, se ha estudiado a las porinas OmpC u OmpF de S.
Typhi. Los ratones fueron inmunizados con 10 pg de OmpC y de OmpF, sin adyuvante,
observandose que la porina OmpC confiere una proteccion del 100% al reto con 20 y
100 DLsg, y una proteccion del 80% contra 500 DLso. Por otro lado, para OmpF se
observé una proteccién de 100, 70 y 60% al reto con 20, 100 y 500 DLsp,
respectivamente. Estos datos indican que la porina OmpC tiene mayor capacidad de
conferir proteccion contra el reto con la cepa virulenta de S. Typhi (Secundino et al.,
2006). Se observo que la porina OmpC induce la generacién de mayores titulos de
anticuerpos con capacidad bactericida (IgG2a e 1gG2b), en comparacion con los
anticuerpos generados por la inmunizacion con OmpF. También se determind que la
respuesta es especifica para las porinas de S. Typhi, ya que no presenta reaccion cruzada
con porinas de S. Typhimurium y poca reaccion cruzada contra las porinas de E. coli.
Esto sugeria nuevamente, que la proteccion cruzada observada en trabajos anteriores
puede deberse a la homologia que existe entre las porinas de los diferentes serotipos.
Pero a su vez sugiere que hay epitopos no compartidos entre las porinas de S. Typhiy S.
Typhimurium (Paniagua-Solis et al., 1995). Asi, la respuesta es especifica para el
serotipo de Salmonella de donde se obtienen las porinas.
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Il. ANTECEDENTES

Como se mencioné anteriormente, se identificaron a las porinas OmpS1 y
OmpS2 en S. Typhi, las cuales no se lograron detectar en condiciones de crecimiento
estandar de laboratorio. De igual manera que para las porinas OmpC y OmpF, OmpS1y
OmpS2 requieren del oper6n ompB para su expresion. En S. Typhi la expresion de
OmpS1 ha sido relacionada con represion por H-NS, y para OmpS2 se encontrd que su
expresion se induce por el regulador LeuO (Fernandez-Mora et al., 1995; Flores-Valdez
et al., 2003; Fernandez-Mora et al., 2004). S. Typhimurium también tiene los genes que
codifican para las porinas OmpS1 y OmpS2; sin embargo, al igual que lo observado en
S. Typhi, estas no se expresan en condiciones de crecimiento in vitro. A diferencia de lo
mucho que se ha avanzado en el conocimiento de la regulacién de la expresion de las
porinas OmpS1 y OmpS2 en S. Typhi, poco o nada se sabe de la regulacion de la
expresion de estas porinas en S. Typhimurium.

Sin embargo, lo que se ha hecho en S. Typhimurium con respecto a estas dos
porinas de baja expresion fue lo reportado por Rodriguez-Morales y cols, donde se
demostr6é que cepas mutantes en cada una de estas porinas o en la cepa que carece de
ambas, derivadas de la cepa virulenta 14028, presentaron atenuacion en la virulencia al
ser administradas por la via oral, en el modelo de infeccion en el raton. Ademas, se
realizaron ensayos de indices competitivos con mezclas de cada una de las mutantes con
la cepa silvestre 14028, tanto por la via oral como intraperitoneal. Estos resultados
indican que las porinas OmpS1 y OmpS2 podrian tener una funcién principalmente en
las etapas tempranas de la infeccién, ya que la virulencia de estas cepas mutantes no se
afectd cuando se infectaron los ratones via intraperitoneal (Rodriguez-Morales et al.,
2006). Con este trabajo se logré establecer que las porinas OmpS1y OmpS2, a pesar de
que no se ha logrado encontrar las condiciones adecuadas para inducir su expresion en
condiciones de crecimiento estandar de laboratorio, podrian tener un efecto en la
virulencia de S. enterica serovar Typhimurium durante la infeccion. Por tal motivo, se
pretende continuar con el estudio de ambas porinas, con la finalidad de elucidar su
importancia in vivo utilizando el modelo de la infeccion en ratdn por la via oral (via

natural de infeccion).
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I11. HIPOTESIS

Las porinas OmpS1 y OmpS2 de S. enterica serovar Typhimurium, pueden

expresarse de manera abundante. Estas porinas, serdn capaces de generar proteccion

contra el reto con la cepa virulenta 14028 de S. Typhimurium, en los ratones

inmunizados.

IV. OBJETIVOS

GENERAL.:

Establecer las condiciones de expresion 6ptima de las porinas OmpS1 y OmpS2

de S. Typhimurium y lograr su purificacion. Con las porinas obtenidas se podra evaluar

su capacidad de generar proteccion al reto con la bacteria en el modelo de infeccion en

ratén.

PARTICULARES:

Inducir la expresion de la porina OmpS2 en S. Typhimurium, en presencia del
regulador positivo LeuO.

Expresar la porina OmpS1 de S. Typhimurium mediante la clonacion del gen
ompS1, en un vector de induccidn y determinar las condiciones de crecimiento

para su Optima expresion.

Caracterizacion del perfil de PME de las diferentes cepas mutantes, derivadas de

la cepa silvestre 14028 de S. Typhimurium.

Purificar las porinas OmpS1, OmpS2 y OmpC de S. Typhimurium, mediante el
método de Nikaido y por cromatografia de exclusion molecular.

Evaluar la capacidad de las porinas OmpS1, OmpS2 y OmpC de generar

proteccion en ratones inmunizados al reto con la cepa silvestre 14028 de S.

Typhimurium.
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V. METODOLOGIA

V.1 Cepasy condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 1. Para la purificacion
de PME, las bacterias se crecieron aer6bicamente a 37°C, con agitacion a 200 rpm, en
matraces de 250 ml con 100 ml de medio MN, MN con 0.3 mM de NaCl (MNN) o LB.
Se agregaron diferentes antibi6ticos segun fuera el caso: tetraciclina (20 pg/ml),

ampicilina (400 pg/ml), kanamicina (30 pug/ml) y cloranfenicol (30 pg/ml).

V.2 Preparacion de células electrocompetentes.

Las bacterias se inocularon en 100 ml de medio SOB; se incubaron a 37 °C con
agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una DOsso = 0.8. Los cultivos se centrifugaron a
6000 rpm (revoluciones por minuto) por diez minutos; la pastilla obtenida se lavé dos
veces con 100 ml glicerol al 10%. Después de los dos lavados, la pastilla se resuspendio
en 0.5 ml de glicerol al 10%, y se hicieron alicuotas en tubos eppendorf de 0.6 ml
estériles y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

V.3 Clonacién de los genes ompS1y ompS2 en el vector pTrc99A

Para inducir la expresion de las porinas OmpS1y OmpS2 de S. Typhimurium y
lograr ver las proteinas en la membrana externa, se procedid a clonar los genes ompS1 y
ompS2, que codifican para dichas porinas respectivamente, en el plasmido multicopia
pTrc99A (ver Tabla 2).

Para obtener los genes de ompS1 y ompS2, se utilizd la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con oligonucle6tidos especificos para cada uno de los
genes (Tabla 3), se utiliz6 como molde el ADN gendmico de la cepa 14028, de S.
Typhimurium. Los genes ompS1 y ompS2 se amplificaron sin su region reguladora, ni
promotor, a partir del inicio de la transcripcion, en donde se generd un sitio Ncol.
Después del coddn de paro, se generd un sitio BamHI. La clonacion se realiz6 en los
sitios Unicos para BamHI y Ncol del vector pTrc99A; el sitio Ncol, estd junto al
promotor trc, permitiendo que los insertos se liguen y se expresen directamente bajo
este promotor, el cual puede ser inducido con IPTG.
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Tanto los productos de PCR, como el plasmido pTrc99A, fueron digeridos con
las enzimas de restriccion Ncol y BamHI (invitrogen). Con los productos de la digestion
se realizd la reaccion de ligacion con la enzima T4 DNA ligasa (Promega), en una
relacion de 3:1 respectivamente.

Con los productos de la ligacién, se transformoé a la cepa TOP-10 de E. coli por
medio de electroporacion (ver méas adelante). De algunas clonas candidatas se
obtuvieron los plasmidos y estos fueron caracterizados por su movimiento
electroféretico, su perfil de restriccion mediante el empleo de endonucleasas, en geles
de agarosa al 1% (datos no mostrados). Con esto se corrobor6 la presencia del inserto
correspondiente a los tamafios esperado para los genes de ompS1 u ompS2. A los
plasmidos recombinantes, que contienen al gen ompS1 y ompS2, se les dio el nombre
pCGS1C1ly pCGS2C1, respectivamente.

V.4 Transformacioén de las cepas bacterianas

Para transformar las diferentes cepas utilizadas en este trabajo, se utilizaron
celdas de electroporacion (BIORAD), las bacterias electrocompetentes se descongelaron
en hielo por aproximadamente 10 minutos: también las celdas fueron enfriadas
previamente. Se mezclaron de 50 pg a 100 ng de plasmido con 50 ul de células
electrocompetentes en las celdas de electroporacion. Se les dio un pulso de 2.5 KV en
un electroporador (micropulse, BIORAD). Las células se recuperaron en 1 ml de medio
SOC a 37°C por 60 minutos; después se cultivaron en medio agar LB, con los
antibiodticos correspondientes, para seleccionar a las clonas que tuvieran los plasmidos

recombinantes.

V.5 Obtencion de los plasmidos de las clonas candidatas

A las clonas candidatas, para comprobar la presencia de los plasmidos
recombinantes, se les extrajeron los plasmidos por medio de la técnica de lisis alcalina
(Miniprep), como se describe brevemente a continuacion: Se crecieron las colonias en 5
ml de medio LB con el antibi6tico correspondiente, se cosecharon las bacterias y se les
agregé RNAasa (10 pg/ml), se resuspendieron en 200 pl del amortiguador SET.
Después se agregaron 400 ul de la solucion de lisis (20 % de SDS'y 2 N de NaOH), se
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incubaron en hielo por 5 minutos y se agregd 300 pl de Acetato de Potasio 3 M y se
centrifugaron a 14,000 rpm por media hora. El sobrenadante se mezcl6 con 500 pl de
isopropanol y se centrifug6 a 12,000 rpm por 30 minutos. El pastilla se lavo 3 veces con

etanol al 70%, la pastilla obtenida se resuspendid en 50 pl de agua.

V.6 Expresiény purificacién de las porinas OmpS1y OmpS2 en S. Typhimurium

Una vez que se caracterizaron a los plasmidos recombinantes pCGS1Cl y
pCGS2C1, que contienen a los genes ompS1 y ompS2, y se verifico la expresion de las
porinas OmpS1 y OmpS2 en la cepa TOP-10 de E. coli. Estos plasmidos fueron
introducidos por medio de electroporacién en S. Typhimurium. De igual manera, se
comprobd la presencia de los plasmidos en dicha cepa por su movimiento
electroforético y patron de restriccion, especificos para cada uno de los genes ompS1 y
ompS2 (datos no mostrados). Después se procedi6 a analizar la expresion de las porinas
OmpS1 y OmpS2 en la cepa silvestre de S. Typhimurium, y se probaron las
condiciones dptimas para su sobre expresion. Para ello, se evalud el crecimiento en
medio LB y en medio MN con diferentes concentraciones de IPTG (0.1 a 0.5 mM).
Después se procedio a realizar la purificacion de PME de la cepa silvestre, 14028 de S.

Typhimurium.
V.7 Generacion de mutantes por el método de Datsenko-Wanner

Con la finalidad de obtener una preparacion mas limpia, asi como para
caracterizar las diferentes porinas presentes en S. Typhimurium, se obtuvieron una serie

de mutantes en las diferentes porinas mayoritarias, asi como del regulador OmpR (Tabla
1). Las mutantes se generaron mediante la técnica descrita por Datsenko-Wanner, 2001.
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V.8 Purificacion de las proteinas de membrana externa, mediante el método de

Schnaitman modificado.

El analisis de la expresion de las porinas de las diferentes cepas, se realiz6 por
purificacion de las proteinas de membrana externa de acuerdo al método de Schnaitman
modificado (Puente et al., 1991), el cual se describe brevemente a continuacion. Las
cepas se crecieron en medio LB, MN o MNN con el antibiético correspondiente.
Cuando fue necesario, se agregé 0.5 mM de IPTG al inicio de la incubacion, se realizo
una curva de crecimiento midiendo la absorbancia a 590 nm hasta alcanzar una
absorbancia de 1.0 (+/- 0.05). Las bacterias se cosecharon y se lavaron con PBS,
después se resuspendieron en el amortiguador Na;HPO,4 (10 mM). Las células se lisaron
utilizando un sonicador (Sonics & Materials). Las bacterias lisadas se centrifugaron a
12,000 rpm por 4 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se centrifugd a
10,000 rpm a 4° C durante 30 min. La pastilla se resuspendié en Na,HPO, (10 mM) con
Triton al 2 % y se incubd por 30 min a 37°C. Después se centrifugd a 10,000 a 4°C por
30 min. La pastilla se lavé con Na,HPO, y se centrifugé a 10,000 a 4°C durante 30 min.
Finalmente, la pastilla obtenida se resuspendi6 en un volumen de 50 pl de PBS.

V.9 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-duodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE de las porinas se realiz6 en un sistema de electroforesis
vertical (BioRad System). El gel se utilizd a una concentracion del 12% de
poliacrilamida. ElI amortiguador fue Tris-HCI 0.125 M pH 6.8 con SDS al 2%. La
separacion se realizd a 10 mA por gel. Los geles se visualizaron mediante su tincion con

azul de Coomassie.

V.10 Purificacién de Porinas por el método de Nikaido

Para la obtencién de las porinas OmpC y OmpS1, a partir de las cepas STMFD
y STMRD/pCGS1C1 (ver Tabla 1y Tabla 2), se realizé la purificacion por el método
de Nikaido. Para obtener una gran cantidad de porinas, el creciendo las cepas se realizo
en un total de 10 litros de medio LB. La fermentacion se realiz6 en las condiciones
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antes mencionadas, a 37 °C, 200 rpm. Primero se creci6 la cepa semilla (STMFD vy
STMRD/pCGS1C1) en 6 matraces de 1 litro con 150 ml de LB, se incubé y se realizd
una curva de crecimiento; el crecimiento se detuvo cuando se obtuvo una lectura de 1.0
(+,- 0.5) a 540 nm. El cultivo se vertié en matraces de 4 litros conteniendo 1.5 litros de
medio LB; este cultivo se incubé nuevamente a 37 °C a 200 rpm, y nuevamente se
realiz6 una curva de crecimiento con estos cultivos. La cepa se cosechd cuando la
lectura de la absorbancia fue de 1.0 (+, - 0.5) a 590 nm.

Después se procedio a la purificacién de porinas por el método de Nikaido, el
cual se describe a continuacién. Las cepas que se cosecharon en fase de crecimiento
logaritmico tardio se lavaron con Tris-HCI pH 7.7. Las bacterias se lisaron con ayuda de
la Prensa Francesa; después se centrifugaron a 7, 000 rpm por 15 minutos, para separar
la suspension bacteriana del resto del contenido celular. EI sobrenadante se incubd a
37°C por 30 minutos con DNasa (10,000 u/ml), RNasa (10,000 u/ml) y MgCl, (1 M). El
sobrenadante se sometié a ultracentrifugacion a 25,000 rpm por 45 minutos a 4 °C. La
pastilla se solubilizé en Tris-HCI pH 7.7, SDS 2 % pH 7.7, y se incubd a 32 °C por 30
minutos. Se sometié nuevamente a ultracentrifugacion a 25,000 rpm por 45 minutos a
20 °C. La pastilla se solubilizé con Tris-HCI pH 7.7, SDS 2 % y se ultracentrifugé a
25,000 rpm por 45 minutos a 20 °C. La pastilla se solubilizé con Tris-HCI pH 7.7, SDS
1 %, NaCl (0.4 M), EDTA (0.005 M), p-Mercaptoetanol (amortiguador de Nikaido) y se
incubé por dos horas a 37 °C con agitacion a 120 rpm; posteriormente se ultracentrifugé
a 25,000 rpm por 45 minutos a 20 °C. En este Ultimo paso se recuperd el sobrenadante,

que es en donde se encuentran las porinas.

V.11 Separacién de las porinas por cromatografia de exclusién molecular

Después de extraer a las porinas por el método de Nikaido, se sometieron a
purificacion mediante cromatografia de exclusion, utilizando una columna de Sephacryl
S-200 de 2.6 cm de diametro y 60 cm de longitud. La cual tiene una resolucion para
péptidos y proteinas con pesos moleculares entre 5, 000 y 250, 000 Da (Amersham
Biosciences). Se ha reportado que este paso del proceso de purificacion, separa la
preparacion de porinas de otras proteinas presentes en la membrana externa y de la
mayoria del LPS que se encuentra unido a las porinas (Salazar-Gonzélez et al., 2004).
La columna se conectd a un minicromatoégrafo AKTA prime (Amersham Pharmacia
Biotech); La columna se calibr6 con Tris-HCI pH 7.7, SDS 0.5 %, NaCl (0.4 M),
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EDTA (0.005 M) (amortiguador de Nikaido para purificacion de porinas). Para
recuperar las porinas, se utilizo el mismo buffer y se aplic un flujo de 0.3 ml/min. Se
colectaron fracciones de 4 ml y se guardaron a 4 °C, hasta su analisis por electroforesis
en geles de poliacrilamida. Las porinas se colectaron en el primer pico de
desprendimiento, y se guardaron a 4°C, hasta la cuantificacion de la concentracién y su

uso para ensayos de proteccion (ver en Resultados).

V.12 Cuantificacién de concentracion de porinas

La concentracion de proteinas (porinas) en las fracciones colectadas por
cromatografia de exclusion molecular se determind utilizando el estuche comercial
BCA (Pierce), en un lector de microplacas computarizado modelo Ceres (Bioteck)

mediante un programa con una curva de referencia de albumina bovina (Sigma, Co).

V.13 Ensayo de la capacidad protectora de la porina OmpS1

Para el ensayo de proteccion se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 6
semanas de edad. Durante el transcurso del experimento, los animales inmunizados e
infectados con S. Typhimurium se mantuvieron en el cuarto de cuidado de animales
infectados con patdgenos en el Bioterio del Instituto de Biotecnologia (UNAM). Se
decidio utilizar la cepa de ratones BALB/c, debido a que son susceptibles a las

infecciones con patdgenos intracelulares por una mutacién en el gen (Nramp1¢%°

); este
gen esta involucrado en el control de la multiplicacion temprana de S. Typhimurium
dentro de los macrdéfagos y sucumben a la infeccion. Es esta caracteristica de la cepa
BALBI/c, de susceptibilidad a la infeccion por Salmonella, por la cual se decidi6 evaluar
la capacidad de las porinas para generar proteccion contra el reto con una cepa

virulenta.

El esquema de inmunizacion se elaboré de acuerdo a lo reportado (Secundino et
al 2006). En este experimento se utilizaron grupos de 5 animales: la primera
inmunizacion se realiz6 por via intraperitoneal con 20 pg de porinas; al dia 15 se aplicd
un refuerzo con una segunda inmunizacion intraperitoneal, con la misma cantidad de
porina de la primera inmunizacion (20 pg). Los antigenos (porinas), se disolvieron en

PBS, sin adyuvante y la inmunizacion se realizé con 300 pul de PBS conteniendo los 20
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pg de porina (OmpS1 u OmpC). El reto con la cepa silvestre de S. Typhimurium (14028
con una DLs;=10°% se realiz6 al dia 25 de la primera inmunizacion, via oral con: 1
DLso=10% 10 DLsy=10* y 100 DLs,=10°. Como grupo control se inmunizaron a grupos
de 5 ratones con 300 ul de PBS y se retaron con la cepa silvestre de S. Typhimurium,
siguiendo el mismo esquema para los grupos inmunizados con porinas.

Se realiz6 el monitoreo a los grupos de ratones inmunizados y retados por un
periodo de 28 dias después del reto. El nivel de proteccién se define como el porcentaje
de sobrevivencia de los ratones inmunizados con porinas y retados con la cepa virulenta
de S. Typhimurium, comparados con los ratones inmunizados con PBS y retados con la

cepa virulenta.

V. 14 Determinacion de viabilidad (cuentas viables)

Para realizar el reto con la cepa 14028 de S. Typhimurium, ésta se crecié en 5 ml
de medio LB por 12 horas. Después este cultivo se vertié en 40 ml de medio LB en un
matraz de 250 ml y se incub6 a 37° C con agitacion, a 200 rpm, hasta alcanzar una
DOsgo = 0.6. El cultivo se centrifugd a 6,000 rpm por 10 minutos y la pastilla se
resuspendio en 2 ml de PBS. De este concentrado se tomaron 150 pl y se resuspendid
en 10 ml de PBS, a partir del cual se realizaron las siguientes diluciones: 1X10°, 1X108,
1X107, 1X10° 1X10°, 1X10% 1X10° Se tomaron 300 pl de las diluciones 1X107,
1X10°, 1X10°, con los cuales se llenaron las jeringas para inocular a los ratones por via
oral. Para los grupos control se utilizé 300 ul de PBS.

Para realizar las cuantas viables se cultivaron 100 ul por duplicado de las
diluciones 1 X 10°, 1 X 10* 1 X 10° en cajas con medio agar LB, las cuales se
incubaron a 37 °C, toda la noche. Al dia siguiente se realizo el conteo de las colonias y
se determiné la dosis real de inoculacién la cual fue de: 2.31 X 10°, 2.31 X 10* y de
2.31 X 10°.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas | Descripcién Referencia

E. coli
TOP-10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @ 80lacZ A M15 A lacX74 deoR recAl araD139 | ATCC

A (ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG.
S. Typhimurium
14028 Cepasilvestre virulenta (Sp"). ATCC

Mutante derivada de la cepa 14028, AompR::Km. generada por el método | Vazquez, Alejandra
STMR descrito por (Datsenko y Wanner, 2000).

Mutante derivada de la cepa 14028, AompF::Km, AompD::Cm, generada por el | Vazquez, Alejandra
STMFD método descrito por (Datsenko y Wanner, 2000).

Mutante derivada de la cepa 14028, AompR::Km, AompD::Cm generada por el | Vazquez, Alejandra
STMRD método descrito por (Datsenko y Wanner, 2000).

Mutante derivada de la cepa 14028, AompS1::Km. generada por el método | Rodriguez-Morales et
STMS14 descrito por (Datsenko y Wanner, 2000). al., 2006

Mutante derivada de la cepa 14028, AompS2::Km. generada por el método | Rodriguez-Morales et
STMS23 descrito por (Datsenko y Wanner, 2000). al., 2006

Mutante derivada de la cepa 14028, AompS1::Cm, AompS2::Km generada por el | Rodriguez-Morales et
STMS23S15 método descrito por (Datsenko y Wanner, 2000). al., 2006

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Descripcion Referencia
pTrc99A Vector de expresion derivado de pKK233-2: tiene el promotor fuerte (trc) ri6 | Pharmacia Biotech
arriba de un sitio multiple de clonacion con un sitio Unico de Ncol junto al
promotor trc, permitiendo que los insertos se liguen y se expresen directamente
a partir del sitio de inicio de la transcripcion (ATG). Contiene el gen de lac 19,
origen de replicacion colE1, y el gen que da resistencia Ampilcilina (AmpF).
pCGS2C3 Derivado de pTrc99A , contiene el gen de ompS2 de S. Typhimurium. Este trabajo
pCGS1Cl Derivado de pTrc99A, contiene el gen de ompS1 de S. Typhimurium. Este trabajo
pFMTrcl2 Derivado de pTrc99A, contiene el origen de replicacion P15A1, lac I, el | Fernandez-Mora et

promotor trc, y el gen que da resistencia Ampilcilina (Amp~).

al., 2004

pFMTrcl12leuOHis

Derivado de pFMTrc12, contiene el gen leuO bajo un promotor inducible por
IPTG, tiene una etiqueta de seis histidinas después del codén de termino del
gen leuO.

Fernandez-Mora et
al., 2004
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Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia 5 -3

Descripcidn

S2Ncol-5

AAGGATAAAACCATGGAAAGAAAAGTATTGGC

Usado para amplificar el gen de ompS2 de S.
Typhimurium, a partir del ATG; genera un sitio
Ncol.

StmS2B-3°

ATCTGTGCCCAGGGATCCGTGCGTCTG

Usado para amplificar el gen de ompS2 de S.
Typhimurium, a partir del extremo 3’; genera un
sitio BamHI.

S1Nco I-5°

AGGGAATACACCATGGACAGAAAAGTTGTG

Usado para amplificar el gen de ompS1 de S.
Typhimurium; a partir del ATG genera un sitio
Ncol.

StmS1B-3°

CTTTGCGCCGGGATCCGTTATTAATTC

Usado para amplificar el gen de ompS1 de S.
Typhimurium, a partir del extremo 3’; genera un
sitio BamHI.

99ACG-5

CTGGCAAATATTCTGAAATG

Usado para secuenciar el promotor trc de los
plasmidos pCGS1Cl y pCGS2C1l a partir del
extremo 5”.

99ACG-3

CCAAAACAGCCAAGCTTGC

Usado para secuenciar el promotor trc de los
plasmidos pCGS1Cl y pCGS2C1 a partir del
extremo 3".

S1StmCG-5

GAAAACGGCGACGGTTTC

Usado para secuenciar el gen de ompS1l del
plasmido pCGS1C1 a partir del extremo 5”.

S1StmCG-3°

GCTTAACCCGAAGTCAAAG

Usado para secuenciar el gen de ompS1 del
plasmido pCGS1C1 a partir del extremo 3".
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VI. RESULTADOS

VI.1 La expresién de la porina OmpS1 de S. Typhimurium es inducida por el
regulador LeuO

En el primer reporte donde se describié que S. Typhi, ademéas de poseer los
genes de las porinas mayoritarias presenta dos genes adicionales de porinas, ompS1 y
ompS2, los cuales tenian similitud con los de las porinas mayoritarias, se mencioné que
el producto de estos genes no se lograban detectar en geles de poliacrilamida, en
condiciones de crecimiento estandar de laboratorio (Fernandez-Mora, 1995). En
trabajos subsecuentes en S. Typhi, se estudid la regulacién de la expresion de estos
genes denominados quiescentes y se describié para ambos zonas de control negativo y
de control positivo, rio arriba del inicio de la transcripcion. Para OmpS1 se encontr6
que su expresion esta reprimida por el regulador global H-NS y que la expresion a partir
del promotor 1 (P1) depende del regulador OmpR; mientras que el promotor 2 (P2) es
independiente de OmpR. (Valdez-Flores, 2004). En el caso de OmpS2, se encontré que
su expresion podia ser inducida en presencia del regulador LeuO, perteneciente a la
familia de reguladores LysR (Fernandez-Mora, 2005). Con base en los antecedentes en
la regulacion de la expresion de los genes ompS1 y ompS2 de S. Typhi, se inicio la
exploracion de la induccion de estos genes en S. Typhimurium.

Primero se trato de inducir la expresion de la porina OmpS2 de S. Typhimurium
en presencia del regulador LeuO. Para lo cual, la cepa 14028 de S. Typhimurium se
transformo con el plasmido pFMTrc12leuOHis y con el vector pFMTrc12 (ver Tabla 2).
Las cepas se crecieron en medio LB, la expresion del regulador LeuO se indujo con 100
MM de IPTG, y las bacterias se crecieron hasta una DOsgo= 1.0.

La extraccion de PME de las cepas se realizd por el método de Schnaitman
modificado (Puente et al., 1991) y el perfil de porinas de la cepa 14028 de S.
Typhimurium en presencia de LeuO y se evalu6d en un gel de poliacrilamida. Esto para
verificar si se lograba inducir la expresion de la porina OmpS2 de igual manera como
ocurre en S. Typhi. En la Fig. 5, se puede observar el triplete correspondiente a las
porinas mayoritarias OmpC, OmpF, y OmpD, asi como OmpA, caracteristicas de S.
Typhimurium. Tal como se esperaba, se puede observar claramente la aparicién de una

banda que migra en el peso esperado para OmpS2, esto cuando se induce la expresion
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del regulador LeuO (Fig. 5, carril, 3). Esta banda no se observa en la cepa silvestre, sin
plasmido, o con el vector pFMTrc12 (Fig. 5 carriles 1 y 2).

Para comprobar que esta banda correspondia a la porina OmpS2, se evalué el
perfil de porinas de una serie de mutantes derivadas de la cepa 14028. La mutante
ompS2 (cepa STMS23), la mutante ompS1 (cepa STMS14), ademas de la doble mutante
en ompS1l y ompS2 (cepa STMS23S15) (Tabla 1). Al igual que la cepa silvestre, estas
cepas mutantes se transformaron con el plasmido pFMTrc12leuOHis, y la expresién del
regulador LeuO se induj6 con 100 uM de IPTG.

Como se puede observar en la Fig. 5, en la cepa STMS14, que carece del gen
ompS1, la banda que se observa en la cepa silvestre en presencia de LeuO, desaparece
(Fig. 5, carril 4). Al analizar la mutante STMS23 en el gen ompS2, la banda se
mantiene; esto nos indicaba que la banda observada en la cepa silvestre, en presencia de
LeuO, pertenece a la porina OmpS1 y no a la porina OmpS2, como se pensd en un
principio (Fig. 5, carril 5).

Para verificar los resultados anteriores, se analiz6 el perfil de porinas de la cepa
STMS23S15, que carece de ambos genes, ompS1y ompS2. En el carril 6 de la Fig. 5, se
puede observar que la banda también desaparece y no se logra ver la desaparicion de
otra banda, la cual nos indicaria la localizacion de la porina OmpS2.
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14028 STMS14 STMS23 STMS23S15

pFMTrc12 - pFMTrc12leuOHis

Fig. 5. Expresion de la porina OmpS1 en presencia de LeuO. Electroforesis en SDS-PAGE de las
preparaciones de PME de las cepas de S. Typhimurium en presencia de LeuO. Carril 1, cepa silvestre con
pFMTrcl12; carril 2, cepa silvestre; carril 3, cepa silvestre con el plasmido pFMTrc12leuOHis. Carril 4,
cepa STMS14 (AompSl::Km); carril 5, cepa STMS23 (AompS2::Km), carril 6; cepa STMS23S15
(AompS1::Cm, AompS2::Km) todas con el plasmido pFMTrcl2leuOHis. Las cepas fueron crecidas en
medio LB, las muestras fueron tomadas a DOsgo= 1.0. La expresién de LeuO, a partir del plasmido
pFMTrc12leuOHis, se indujo con 0.1 mM de IPTG.

V1.2 Proteinas de la membrana externa de S. Typhimurium: Caracterizacion de

mutantes

S. Typhimurium presenta en la membrana externa tres porinas principales,
OmpC, OmpF y OmpD, asi como a la proteina OmpA, a diferencia de S. Typhi y E. coli
que presentan solo dos porinas mayoritarias en su membrana externa (OmpC, OmpF) y
a OmpA. La regulacion de la expresion de las porinas principales ha sido ampliamente
estudiada en ambas cepas (Jovanovich et al. 1988, Puente et al., 1991, Martinez-Flores,
etal., 1999, Liu, X. y Ferenci, T., 2001, Santiviago et al., 2003).
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Tanto las porinas mayoritarias como las porinas OmpS1 y ompS2 (quiescentes)
requieren del regulador OmpR, aun en presencia del regulador LeuO. Debido a que se
pretende abatir la presencia de las porinas mayoritarias, se requiere realizar la remocion
del gen que codifica para el regulador OmpR, para eliminar la presencia de OmpC y
OmpF que copurifican con OmpS1. De esta manera, es recomendable producir OmpS1
y OmpS2 en un fondo mutante ompR y ompD, ya que OmpD es muy abundante pero no
es regulada por OmpR. Para lo cual se clonaron los genes ompS1 y ompS2 en un
plasmido con un promotor inducible por IPTG, lo cual los haria independientes de
OmpR y de LeuO y se transformo la cepa STMRD (AompR,ompD) (ver Tabla 1).

Para obtener la porina OmpC y descartar a OmpF, se generd una cepa mutante a
la cual se le removidé el gen que codifica para la porina OmpF; después, a partir de esta
cepa mutante, se gener6 otra remocion del gen que codifica para la porina OmpD (PM,
34 kDa), dando origen a la cepa, STMFD (AompF,ompD) (ver Tabla 1).

Las diferentes cepas fueron crecidas en medio nutritivo de baja osmolaridad
(MN) y medio nutritivo de alta osmolaridad (MNN), posteriormente se realiz6 la
extraccion de PME por el método de Schnaitman modificado (Puente et al., 1991).
Después se analizo el perfil de porinas de cada una de las cepas mutantes generadas
para verificar su fenotipo.

En la Fig. 6, se muestra la electroforesis: en los carriles 1 y 2, se observa el
triplete caracteristico de porinas presentes de la cepa silvestre 14028. Tanto en baja
como en alta osmolaridad, se puede apreciar una banda correspondiente a las porinas
mayoritarias OmpC y OmpF, una banda muy abundante correspondiente a OmpD y una
tercera correspondiente a OmpA. En los carriles 3 y 4, se muestra el perfil de porinas de
la cepa STMR (AompR): en esta cepa se puede observar de manera clara la ausencia de
las porinas mayoritarias, OmpC y OmpF, lo cual confirma claramente que la ausencia
del regulador OmpR abate la expresién de dichas porinas. Para la cepa STMRD
(AompR,ompD), en la cual se pretende expresar las porinas OmpS1y OmpS2, tal como
se esperaba, no se observan las bandas correspondientes a las porinas OmpC, OmpF y
OmpD, y solo se observa la proteina OmpA (Fig. 6, carriles 5 y 6). Con la obtencién de
esta cepa se logrd abatir la presencia de las porinas mayoritarias y se comprobé que la
cepa es viable y s6lo present6 un retraso en la curva de crecimiento de 2 horas con

respecto al crecimiento de la cepa silvestre (datos no mostrados).
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Tambien se observa el perfil de porinas de la cepa STMFD (AompF,ompD), en

el cual se aprecia una banda correspondiente a la porina, OmpC. La porina OmpC esta

sujeta a osmorregulacion, siendo preferentemente expresada en medio MN de alta

osmolaridad (Fig. 6, carril 8), en donde también se aprecia la presencia de OmpA (Fig.

6, carriles 7 y 8). Con el analisis anterior, se pudo caracterizar el perfil de porinas de las

cepas utilizadas en este trabajo.

OmpC
OmpF

OmpD ——|

OmMpA ——

T

14028 (wt)
v A

STMRD
\ A

Fig. 6. Expresion de las porinas en la cepa 14028 y las mutantes derivadas, STMR, STMRD,
STMFD, en baja y alta osmolaridad. Electroforesis en SDS-PAGE, cepa 14028, carril 1-2; cepa STMR

(AompR), carril 3 y 4; cepa STMRD, carriles 5 y 6, cepa STMFD, carriles 7 y 8. Las cepas fueron
crecidas en baja osmolaridad MN (y) carriles 1, 3, 5, y 7 y alta osmolaridad MNN (A), (MN con 0.3 mM

de NacCl) carriles 2, 4, 6 y 8; las muestras fueron tomadas a DOsgo= 1.0.
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V1.3 Expresion de OmpS1y OmpS2 de S. Typhimurium en E. coli

Para lograr la expresion de OmpS1 y de OmpS2, se procedié a amplificar por la
técnica de PCR los genes ompSl y ompS2 de S. Typhimurium. Se utilizaron
oligonucle6tidos especificos para cada uno de los genes (Tabla 3), y como molde el
ADN cromosomal de la cepa silvestre 14028. Los fragmentos generados de la
amplificacion de los genes ompS1 y ompS2 se clonaron en el vector pTrc99A (Tabla 2),
en los sitios de restriccion de las enzimas Ncol y BamHI, quedando en fase con el
promotor trc el cual se induce con IPTG.

Para la obtencion de los plasmidos recombinantes se utilizé la cepa de E. coli
TOP-10; a las clonas candidatas se les realizd la caracterizacion de dichos plasmidos
por medio de su movimiento electroféretico con respecto al vector y por digestion con
enzimas de restriccion (Ncol y BamHI) para verificar que tuvieran el inserto (datos no
mostrados). A los plasmidos generados se les dié el nombre de pCGS1C1 (gen ompS1)
y pCGS2C1 (gen ompS2). Una vez que se verifico que las clonas candidatas de la cepa
TOP-10 tuvieran los plasmidos recombinantes, se procedié a realizar la caracterizacion
del perfil de proteinas de membrana externa y verificar la presencia de las porinas
OmpS1 y OmpS2 en estas preparaciones. Las cepas se crecieron en LB a 37°C, en
agitacion hasta alcanzar una lectura de absorbancia a D.Osgo= 1.0. La extraccion de
PME se realizdé por el método de Schnaitman modificado (Puente et al., 1991), las
preparaciones se analizaron en el sistema de electroforesis SDS-PAGE.

En la Fig. 7 se puede observar el perfil de porinas caracteristico de una cepa de
E. coli, una banda que corresponde a las porinas mayoritarias OmpC y OmpF y otra
banda que indica la presencia de la proteina OmpA. Ademas se puede observar otras
bandas que migran arriba de las porinas mayoritarias; estas bandas migran en el peso
molecular esperado para las porinas OmpS1 OmpS2 (Fig. 7, carriles 1 y 4). Estas
proteinas solo se observan en las cepas que tienen los plasmidos recombinantes
pCGS1C1y pCGS2C1, no asi en el perfil de porinas de la cepa TOP-10 sin plasmido y
la transformada con el vector pTrc99A (Fig. 7, carriles 2 y 3).

Como se puede observar, la porina OmpS1 se expresa de manera abundante; sin
embargo, la expresion de la porina OmpS2 es muy baja. Esta diferencia no se explica

ya que ambos genes estan clonados en el mismo vector de expresion.
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OmpSl+

OmpC
OmpF
OmpA ——

pCGS1C1 - pTrc99A pCGS2C1

Fig. 7. Expresion de las porinas OmpS1y OmpS2 de S. Typhimurium en la cepa TOP-10 de E. coli.
Preparacion de PME de la cepa TOP-10, con el plasmido pCGS1C1 carril 1; cepa TOP-10 sin plasmido,
carril 2; con el vector pTrc99A, carril 3; con pCGS2C1, carril 4. Se observa el perfil de porinas
caracteristico de E.coli: en una banda, las porinas mayoritarias OmpC y OmpF y en otra banda la proteina
OmpA. También se observa la porina OmpS1 y la porina OmpS2, en las cepas que contienen los
plasmidos pCGS1C1 y pCGS2C1, respectivamente. Las cepas se crecieron en medio LB, con 0.1 mM de

IPTG. La muestra se colecto a D.O.590= 1.0.
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V1.4 Expresion de las porinas OmpS1y OmpS2 en S. Typhimurium

Para los propdsitos de este trabajo, se requiere que las porinas OmpS1 y OmpS2
sean expresadas y purificadas a partir de la cepa 14028 de S. Typhimurium, ya a que se
ha sugerido que los antigenos nativos inducen la mejor respuesta protectora en
comparacion con los antigenos recombinantes (Isibasi et al., 1994).

Asi, los plasmidos generados pCGS1C1 y pCGS2C1, purificados de la cepa
TOP-10 de E. coli, fueron introducidos por medio de electroporacion a la cepa 14028 de
S. Typhimurium. Se obtuvieron varias clonas candidatas conteniendo los pldsmidos
recombinantes, de las cuales se eligieron al azar algunas de ellas para la caracterizacion
del perfil de proteinas de membrana externa, y asi verificar la expresion de las porinas
OmpS1y OmpS2. Las cepas se crecieron en LB, a 37°C, en agitacion hasta una DOsgy=
1.0. Después se procedi6 a purificar las PME por el método de Schnaitman modificado
(Puente et al., 1991), las preparaciones obtenidas se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 12 %.

En estas preparaciones de PME, se observd que la porina OmpS1 se expresé de
manera abundante, de manera muy similar a lo que se observado en la cepa TOP-10 de
E. coli. Sin embargo, la porina OmpS2 se expresé en minimas cantidades, ain menores
que las observadas en E. coli (datos no mostrados). Después se transformé la cepa
mutante STMRD (AompR,ompD) de S. Typhimurium, con los plasmidos pCGS1C1 y
pCGS2C1 para expresar las porinas OmpS1 y OmpS2 vy facilitar su separaciéon de las
porinas mayoritarias. En la cepa STMRD (AompR,ompD) con el plasmido pCGS2C1,
tampoco se observd una expresion abundante que la porina OmpS2, e incluso su
expresion es menos abundante que la observada en E. coli (Fig. 7) y en la cepa silvestre
de S. Typhimurium (datos no mostrados). Dado que se requieren cantidades abundantes
de la porinas para realizar los ensayos de inmunizacion, y asi evaluar su
inmunogenicidad y capacidad protectora, se decidi6é no utilizar la porina OmpS2 en los
experimentos subsecuentes.

Tal como se esperaba en la cepa STMRD (AompR,ompD), transformada con el
plasmido pCGS1C1, la expresion de la porina OmpS1 es abundante, de acuerdo a lo
observado tanto en la cepa silvestre de S. Typhimurium, asi como en la cepa TOP-10 de
E.coli (Fig. 7, carril 1). Para lograr determinar cual es la condicion optima de expresion
de la porina OmpS1, se realiz6 el experimento dicha en medio LB, la expresion de
OmpS1 se indujo con diferentes concentraciones de IPTG (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5
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mM), se tomaron muestras a D.Osg= 1.0. La purificacion de PME se realiz6 por el
método de Schnaitman modificado (Puente et al., 1991), y las preparaciones se
analizaron en un gel de poliacrilamida al 12 %. En la Fig. 8, se puede observar que la
porina OmpS1 se expresa aun cuando no se agrega IPTG, pero su abundancia
incrementa cuando se agrega 0.1 mM de IPTG. Sin embargo, se observa claramente que
cuando se agregan cantidades mayores a 0.1 mM de IPTG, la expresion de la porina
OmpS1 va disminuyendo de manera gradual, siendo mucho menor cuando se agrega
una cantidad alta de IPTG (0.5 mM).

OmpS1=—>p
—3» OmpSl1

OmpC
OmpF >_
OmpD —'

OmpA 1 Sl R L

WT STMRD
pCGSIC - pTIc99A pCGS1C1
- - 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 ] IPTG (mM)

Fig. 8. Expresion de la porina OmpS1 en la cepa STMRD de S. Typhimurium. Preparaciones de
PME, de la cepa STMRD expresando OmpS1. Carril 1, cepa silvestre con pCGS1C1,; carril 2, STMRD;
carril 3, STMRD/pTrc99A; carril 4, STMRD/pCGS1C1, sin IPTG; carril 5, 6, 7, 8, 9 y 10,
STMRD/pCGS1C1 con diferentes concentraciones de IPTG (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM).
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Como referencia del perfil de PME, se incluyo la cepa silvestre 14028, con y sin
el plasmido pCGS1C1. En la Fig. 8, carriles 1 y 2, se puede observar las bandas
correspondientes a las porinas mayoritarias presentes en S. Typhimurium; OmpC,
OmpF y OmpD vy la proteina OmpA. Ademas, se puede observar otra banda que migra
arriba de las porinas mayoritarias: ésta sdlo se encuentra en las preparaciones de PME
de las cepas que tiene el plasmido pCGS1C1. Esta banda no se observa en la cepa
silvestre sin plasmido o con el vector (pTrc99A), la cual migra aproximadamente en el
peso molecular esperado para la porina OmpS1 (40 kDa). Con este experimento se
logré determinar las condiciones dptimas de crecimiento que permiten la expresion
abundante de OmpS1 en la cepa mutante STMRD. Por lo tanto, con esta estrategia se
planteo la posibilidad de obtener OmpS1 de manera abundante y sin contaminantes de

otras porinas.

VL5 Purificacion de OmpS1y OmpC por el método de Nikaido

Para evaluar la capacidad protectora de las porinas, en los ratones, se realizo la
purificacion de OmpS1 y OmpC por el método de Nikaido, el cual presenta limites de
purificacién para las proteinas comprendidas entre los rangos de 36-42 kDa. La
purificacion de porinas por el método de Nikaido estd basado en su peculiar
caracteristica de formar trimeros resistentes al SDS. Ademaés, las porinas se mantienen
asociadas al peptidoglicano por enlaces ionicos, y estos se pueden romper mediante la
solubilizacion con un amortiguador que contenga SDS.

Para la produccion de OmpS1y OmpC, las cepas STMRD/pCGS1C1y SRMFD,
fueron crecidas en un total de 10 litros de medio rico LB a 37°C a 120 rpm. La
expresion de OmpS1 se indujo con 0.1 mM de IPTG. Se obtuvieron 20 y 29 gramos de
biomasa de las cepas STMRD/pCGS1C1 y STMFD, respectivamente.

La biomasa obtenida se proces6 para la obtencién de porinas por el método
descrito por Nikaido (ver Métodos). En el paso final de este proceso de purificacion se
obtuvo 20 ml de sobrenadante de amortiguador de Nikaido, en el cual estan la porinas.
Para confirmar la purificacion de las porinas, se tomaron muestras de los diferentes
pasos y se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12 %.

En la Fig. 9, se muestran las proteinas purificadas por el método de Nikaido a
partir de las cepas STMRD/pCGS1C1 y STMFD. Se analizaron los diferentes pasos de
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la purificacion, para mostrar como se logran separar las porinas del resto de las
proteinas presentes en el extracto total, a partir del cual se inicié la purificacion. Los
carriles 1 al 5 corresponden a la cepa STMFD, de la cual se obtuvo OmpC; el carril 1 es
el lisado de la cepa y los demas corresponden a las pastillas que se obtuvieron en los
diferentes pasos de la purificacion, siendo el carril 5 el sobrenadante recuperado en el
ualtimo paso, donde se obtienen las porinas. Los carriles del 6 al 10 corresponden a la
cepa SRMRD/pCGS1C1; el carril 10 corresponde al lisado total del cual se realizo la
purificacion. Los carriles del 6 al 9 corresponden a diferentes pasos en la purificacion,
siendo el carril 6 el que corresponde al Gltimo paso, del cual se recuperan 20 ml de
sobrenadante en donde se encuentra la porina OmpS1.

Como se puede observar en la Fig. 9, se parte de un lisado que contiene una
cantidad indefinida de proteinas; el anlisis de los diferentes pasos de la purificacion
nos permite observar como se va limpiando la preparacion. Sin embargo, en el ultimo
paso donde se recupera el sobrenadante y solo contiene a la porina, se pueden observar
otras bandas (de las cuales se hablard mas adelante) que son de mayor y menor peso
molecular que las porinas OmpS1y OmpC.

Aun cuando se obtuvieron algunas proteinas contaminantes, es evidente que para
el caso de la porina OmpS1, no se observan las porinas mayoritarias, OmpC, OmpF y
OmpD. Para el caso de la preparacion de OmpC, no se encuentra OmpF u OmpD y en
ambas preparaciones no se observa la presencia de la proteina OmpA (Fig. 9).
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Fig. 9. Purificacion de las porinas OmpC y OmpS1 por el método de Nikaido. Se muestran diferentes
pasos del procedimiento; los carriles 1-5 corresponden a la cepa STMFD vy los carriles del 6-10
corresponden a la cepa STMRD/pCGS1C1. Carril 1 y 10 lisado total de ambas cepas; los carriles 2-4 y
los carriles del 7-9, muestras de precipitados de las ultracentrifugaciones (PU) del proceso de
purificacion, de las cepas STMFD y STMRD/pCGSI1C1, respectivamente. El carril 5 y el carril 6
corresponden al sobrenadante (SU4) del Gltimo paso de la purificacion en donde se recupera la porina
OmpC y la porina OmpS1. Las cepas fueron crecidas en medio LB, y la expresion de OmpS1, se indujo
con 0.1 mM de IPTG.

V1.6 Purificacion de OmpS1y OmpC por cromatografia de exclusién molecular

Una vez que se obtuvieron las porinas por el método de purificacién de Nikaido,
se procedio a realizar la purificacion por cromatografia de exclusion molecular, con lo
que se pretendié excluir a las otras proteinas de la membrana presentes en la
purificacion (Fig. 9). Ademas, con este proceso de purificacion se logra quitar la mayor
cantidad del LPS, el cual esta unido a las porinas. Para la purificacién de las porinas por
cromatografia de exclusion molecular, el sobrenadante de 20 ml que se obtuvo del
ualtimo paso del método de Nikaido, se inyectd a la columna de Sephacryl S-200 (2.6 y

60 cm). Para recuperar las porinas se aplicé un flujo constante de 0.3 ml por minuto del
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amortiguador de Nikaido, 0.5 % de SDS, utilizando un minicromatografo AKTA prime
(Amersham Pharmacia Biotech). Se colectaron fracciones de 4 ml, obteniéndose 80

fracciones totales, para ambas muestras de porinas.

OmpSl1

) LJ \ )
F6-F13 F21-F25 F45-F52

Fig. 10. Grafica obtenida de la purificacion de OmpS1 por cromatografia de exclusién molecular.
Se utiliz6 una columna Sephacryl S-200. En la grafica se pueden observar tres picos; el primero
corresponde a las fracciones 6 a la 13. El segundo pico corresponde a las fracciones 21 a la 25 y el

tercero a las fracciones 45 a la 52.
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La Fig. 10 muestra la grafica correspondiente a la purificacién de la porina
OmpS1 por la columna de Sephacryl S-200. En ella se observan tres picos: el primero
es muy pronunciado y corresponde a las fracciones de la 6 a la 13; los otros dos picos,
mucho menos pronunciados, corresponden a las fracciones 21 a 25 y 45 a la 52. Para
determinar cual es el pico que contiene a las porinas, las fracciones correspondientes a
los tres picos fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 12 %.

En la Fig. 11 A, se muestra el gel donde se analizaron las fracciones colectadas,
correspondientes al primer pico: se incluyeron desde la fraccion 4 hasta la fracciéon 12
(F4 a F12). El carril corresponde a la muestra antes del paso por la columna de
Sephacryl-S200; como se mencioné anteriormente, en esta muestra se observan unas
bandas que migran tanto arriba como por debajo de la proteina de interés, en este caso
OmpS1. Se puede observar que es en las fracciones 9 a la 12 donde aparece una banda
que corresponde al peso molecular esperado para OmpS1, de 41 kDa (Fig. 11 A). El
andlisis de las fracciones obtenidas en el primer pico nos muestra que se pudo obtener la
porina OmpS1 abundantemente. Sin embargo, las proteinas que se observaban antes del
paso por la columna aparecen nuevamente en las fracciones donde se encuentra la
porina OmpS1.

En la Fig. 11 By 11 C, se analizaron las fracciones correspondientes al segundo
y tercer pico, respectivamente, que aparecen en la grafica de la purificacion por
exclusion molecular de la porina OmpS1 (Fig. 10). En los geles se puede observar que
en estas fracciones no hay proteinas, al menos cercanas no de tamafios cercanos a las

porinas.
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AC F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

OmpS1—»

AC F20 F21 F22 F23 F24 F25 F26 F27 AC F45 F46 F47 F48 F49 F50 F51 F52

Fig. 11. Andlisis de la porina OmpSl obtenida por cromatografia de exclusién molecular.
Electroforesis de la purificacion de porinas de la cepa STMRD/pCGS1C1, por cromatografia de exclusion
molecular en una columna de Sephacryl S-200. A; del carril 2 al 9 se muestran las fracciones, F4 a F12,
correspondientes al primer pico. B; electroforesis de las fracciones 20 a 27, correspondientes al segundo
pico. C; electroforesis de las fracciones 45 a 52, correspondientes al tercer pico (Fig. 10). El primer carril,

corresponde a la muestra de porinas antes de la purificacion por la columna de exclusién molecular (AC).
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Purificacion de OmpC por Cromatografia de exclusion molecular

La porina OmpC se obtuvo partir de la cepa STMFD (Tabla 1), de la cual
previamente se hizo la caracterizacion del patron de PME (Fig. 2). La cepa se crecid en
medio LB, el cual representa mediana osmolaridad y en el que se ha observado un
crecimiento optimo de las todas las cepas utilizadas en este trabajo. De igual manera
que lo descrito para la porina OmpS1, se realiz6 la purificacion de la porina OmpC por
el método de Nikaido (Fig. 9). La muestra obtenida de 20 ml la cual contiene a la porina

OmpC se purificé por cromatografia de exclusion molecular.

OmpC

\

__J L ) )
F6-F14 F18-F20 F44-49 F82-F90

Fig. 12. Gréfica obtenida de la purificacion de OmpC por cromatografia de exclusion molecular. Se
utilizé una columna Sephacryl S-200. En la gréfica se pueden observar cuatro picos; el primero
correspondiente a las fracciones 6 a la 14. El segundo pico corresponde a las fracciones 18 a la 20, el

tercero a las fracciones 44 a la 49, y un cuarto pico de la fracciones 82 a la 90.
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En la Fig. 12, se muestra la gréafica que se obtuvo de la purificacion de las porina
OmpC por la columna de Sephacryl S-200. En ella se observan cuatro picos: el primero
correspondiente a las fracciones 6 a la 14, el segundo a las fracciones 18 a 20, el tercero
a las fracciones 44 a las 49; ademas de otro pico en la fraccion 82 que abarca hasta la
fraccion 90.

Las fracciones obtenidas por el paso de la preparacion de porinas se colectaron y
se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 %. En la Fig. 13 A, se
muestran las fracciones correspondientes al primer pico, F6 a F14. En el carril 1 se
muestra la purificacién de porinas antes de la purificacion por la columna Sephacryl S-
200. En este gel se observo la aparicion de una banda muy abundante que migra en el
peso esperado para la porina OmpC; esta proteina se desprende en las fracciones 8 a la
12, siendo la 9, 10 y 11 donde se encuentra méas concentrada. De manera similar a lo
observado para la OmpS1, OmpC no se logré separar de las otras proteinas que
aparecen por arriba y por abajo. Sin embargo, en las fracciones 9, 10 y 11, donde se
tiene en mayor concentracion a OmpC, se observan que ya no estan presentes unas
bandas de pesos moleculares muy altos, aunque todavia se puede observar la misma
banda que aparece en la purificacion de OmpS1, con un peso aproximado de 50 kDa.

En la Fig. 13 B, se analizaron las fracciones correspondientes al segundo pico,
de las fracciones de la 18 a la 20 y también las fracciones correspondientes al tercer
pico, de la 44 a la 49. En la Fig. 12 C, se presentan las fracciones correspondientes al
cuarto pico que abarcan de la fraccion 82 a la 90. En ambos geles, el carril 1
corresponde a la muestra antes de la cromatografia por exclusion molecular. Como lo
sucedido con la purificacion de OmpS1, se puede observar que en las fracciones
correspondientes al segundo, tercer y, en este caso, cuarto pico, no se observa la
presencia de ninguna otra proteina, tanto arriba como por debajo de la banda que
corresponde al peso de OmpC.
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B C
OmpC—»
AC F18 F19 F20 F44 F45 FA46 F47 F48 F49 AC F82 F83 F84 F85 F86 F87 F88 F89 F90

Fig. 13. Andlisis de la porina OmpC obtenida por cromatografia de exclusion molecular.
Electroforesis de la purificacion de porinas de la cepa STMFD, por cromatografia de exclusién molecular
en una columna de Sephacryl S-200. Del carril 2 al 10 se muestran las fraccion 4 a la 14, correspondientes
al primer pico; B, fracciones 18 a la 20 y 44 a la 49, correspondientes al segundo y tercer pico; C,
fracciones de la 82 a la 90, correspondientes al cuarto pico, de la grafica (Fig. 12). El carril 1, es la

muestra de la porina OmpC antes de la purificacion por la columna (AC).
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Las purificaciones de las porinas OmpS1 y OmpC por la columna Sephacryl-
S200 mostraron un comportamiento similar, obteniéndose en el primer pico. Los otros
picos que se pudieron observar en la grafica probablemente corresponden a péptidos
presentes en la preparacion de porinas. Ademas se pudo observar que en ambas
purificaciones, tanto de OmpS1 como de OmpC, la presencia de una banda
relativamente abundante (mas que las otras proteinas contaminantes) desde la
purificacion por el método de Nikaido e incluso después de la purificacion por
cromatografia de exclusion molecular. Esta proteina que migra en un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa, era desconocida cuando se realizaron estos experimentos y
su caracterizacion fue necesaria como se describe mas adelante, debido a su relativa
abundancia en ambas preparaciones de porinas (Fig. 9, Fig.11 A, Fig. 13 A).

El analisis de los geles indica que las porinas de interés OmpS1 y OmpC se
obtuvieron de manera abundante. Se cuantificd la concentracion de proteinas en ambas
purificaciones, antes y después de su paso por la columna. Por el método de Nikaido se
obtuvieron 4.0 y 5.0 mg/ ml de proteina y después del paso por la columna se
obtuvieron 2.0 y 2.5 mg/ ml para OmpS1 y OmpC, respectivamente.

Ademas, se procedid a secuenciar las proteinas obtenidas después de la
purificacion. La secuenciacion se realiz6 por LC-MS/MS en el Servicio de
identificacion de proteinas en Unidad de protedmica, UPRO-IBT. Los resultados de la
secuenciacion fueron los esperados y revelaron que la proteina que se obtuvo en las
fracciones 9 a la 12 de la Fig. 10 A, corresponde a la porina OmpS1 de S. Typhimurium
y que la banda que se observa en las fracciones 9 a la 12 de la figura 13 A, corresponde
a la porina OmpC de S. Typhimurium en ambos casos (datos no mostrados).

Como se menciond anteriormente, en ambas purificaciones se observaron otras
bandas de mayor y menor peso molecular: la de mayor interés es la mas abundante, que
migra en un peso molecular aproximada de 50 kDa. Esta proteina desconocida también
fue secuenciada por LC-MS/MS (Servicio de identificacion de proteinas en Unidad de
proteémica, UPRO - IBT). Este analisis revel6 que la proteina corresponde a LamB de
S. Typhimurium.
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V1.7 Evaluacién de la capacidad protectora inducida por la porina OmpS1

Las porinas de S. Typhimurium han mostrado inducir proteccion contra el reto a
la cepa virulenta en el modelo de infeccion en raton. En estos trabajos, la preparacion de
porinas estuvo compuesta por dos bandas, una correspondiente a OmpC y OmpF, y otra
a OmpD (Kuusi et al.,, 1979; Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987, 1989;
Muthukummar y Muthukkaruppan, 1993; Galdiero et al., 1993, 1998). Sin embargo, el
efecto de cada una de las porinas de manera independiente s6lo se ha estudiado para las
porinas de S. Typhi. Asi se ha demostrado que al inmunizar ratones, cada una de ellas
induce proteccion, ademas de que los anticuerpos generados poseen capacidad
bactericida, y su presencia se detect6 durante toda la vida del ratén (Secundino et al.,
2006). Ademés, la inmunizacion en humanos con las porinas OmpC y OmpF han
mostrado la produccion de altos niveles de anticuerpos antiporinas con capacidad
bactericida (Salazar-Gonzélez et al., 2004).

Por tal motivo, para poder evaluar la capacidad inmunogénica de la porina
OmpS1, se decidié6 comparar su efecto protector con respecto a una de las porinas
mayoritarias de S. Typhimurium. Debido a que el efecto individual de cada una de las
porinas de S. Typhimurium no se ha evaluado, se decidi6 evaluar la capacidad de
generar proteccion con la porina OmpC purificada. Esto, en base a los antecedentes
respecto a esta porina en S. Typhi, donde se mostré que es un antigeno con mayor
capacidad en generar proteccion con respecto a OmpF (Secundino et al., 2006).

A pesar de los resultados inesperados, en donde se obtuvo a las porinas OmpS1
y OmpC con la presencia de algunas proteinas contaminantes como LamB, se decidié
hacer una primera evaluacion de la capacidad de cada una de las preparaciones de
porinas enriquecidas con OmpS1 y OmpC para conferir proteccion. En este punto cabe
mencionar que se realizé un solo experimento el cual se describira a continuacion. El
mejoramiento del proceso de purificacion de las porinas y las repeticiones del ensayo en
el modelo de raton son objeto de una siguiente etapa del proyecto.

La capacidad de la porina OmpS1 y de la porina OmpC de inducir una respuesta
inmune que confiera proteccion en ratones contra una cepa virulenta de S.
Typhimurium, fue evaluada utilizando el modelo de raton infectado con la cepa 14028
de S. Typhimurium. El reto se realizé por via oral, la cual es la ruta natural de infeccidn
de Salmonella. Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad, los
cuales fueron inmunizados con 20 pg de la muestra de la porina OmpS1 y de la porina
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OmpC. Como control se utilizaron grupos de cinco ratones, inmunizadas con PBS, y
retados con las mismas dosis letales, DLso. LOS grupos de ratones se monitorearon por
28 dias posteriores al reto con la cepa silvestre 14028 de S. Typhimurium (DLso= 10 ).

El esquema de inmunizacion y reto se realiz6 como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 4. Esquema de inmunizacion y reto.

Dia Inmunizacion (viai.p.) Reto via oral
20 pg de porina en 300 ml de PBS (DLso)

Porina OmpS1

0 Porina OmpC -
PBS
Porina OmpS1
15 Porina OmpC -
PBS
25 - 1,10y 100

En la Fig. 14 se muestran los resultados del experimento de proteccion, donde el
indice de proteccion se define como el porcentaje de sobrevivencia después del reto. La
Fig. 14 A muestra las curvas de sobrevivencia de ratones inmunizados con OmpS1,
OmpC y PBS, y retados con la dosis letal media DLso= 10% que se ha determinado para
esta cepa en este laboratorio. Las cuentas viables mostraron que se inocularon 2.3X10°
bacterias. Como se puede observar, los ratones inmunizados con la porina OmpC
muestran un 60 % de sobrevivencia; mientras que para el caso de los ratones
inmunizados con OmpS1 se obtuvo un 80 % de sobrevivencia. EI grupo control
inmunizados con PBS, present6 un 20 % de sobrevivencia.

En la Fig. 14 B, se muestran las curvas de sobrevivencia de los ratones
inmunizados y retados con 10 DLso (2.3X10%). En este caso se observa que los ratones
inmunizados con OmpC muestran, de igual manera a una dosis de 1 DLsg (2.3X10%) un
60 % de sobrevivencia. Sin embargo, para los ratones inmunizados con OmpS1 y
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retados con DLso= 2.3 X 10%, se obtuvo 0 % de sobrevivencia, lo mismo ocurri6 para el
grupo control inmunizadas con PBS.

La Fig. 14 C, corresponde a las curvas de sobrevivencia de los ratones
inmunizados y retados con 100 DLs (2.3 x 10°). Como se puede observar, como era de
esperarse, los ratones inmunizados con PBS mostraron un 0 % de sobrevivencia ya que
esta es una carga de bacterias con la que los ratones no pueden contender. Sin embargo,
para los ratones inmunizados con las porinas OmpS1 y OmpC, también se observé un 0
% de sobrevivencia, indicando que las porinas no pudieron generar una respuesta
inmune capaz de ayudar al raton a contender con esta carga bacteriana.

A pesar de que este es un solo experimento, el trabajo ilustra que las porinas
OmpS1 y principalmente OmpC de S. Typhimurium son capaces de generar proteccion
en ratones BALB/c retados por via oral, que es la via natural de infeccion, con una cepa
silvestre virulenta. Ademas, con este experimento se logré6 comprobar que la porina
OmpC confiere aproximadamente un 60 % de proteccion contra el reto de una cepa
virulenta, el cual es un nivel muy cercano a lo que se ha reportado para una preparacion

de porinas compuesta por OmpC, OmpF y OmpD.
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Fig. 14. Capacidad protectora inducida por las porinas OmpS1 y OmpC de S. Typhimurium.
Curvas de sobrevivencia de los grupos de ratones BALB/c, inmunizados con porinas y retados con la cepa
virulenta 14028. A, curvas de sobrevivencia de ratones inmunizados con OmpS1, OmpC y PBS, retados
con una DLsp (2.3x10%); B, curvas de sobrevivencia de ratones inmunizados con OmpS1, OmpC y PBS,
retados con 10 DLs, (2.3x10%); C, curvas de sobrevivencia de ratones inmunizados con OmpS1, OmpC y
PBS, retados con 100 DLs, (2.3x10°).
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VII. DISCUSION

Salmonella enterica serovar Typhi cuenta con los genes, ompS1 y ompS2, que
presentan gran similitud con las porinas mayoritarias. Sin embargo, las porinas OmpS1
y OmpS2 no se expresan de manera abundante en condiciones estdndar de laboratorio
(Ferndndez-Mora et al. 1995). En trabajos posteriores, se encontré que la proteina H-
NS, de unién a ADN, reprime la expresion de OmpS1 y que LeuO regula positivamente
la expresion de OmpS2 (Flores-Valdez et al., 2003 Ferndndez-Mora et al. 2004). Estos
genes también se encuentran en S. Typhimurium, sin embargo la regulacién de su
expresion no se habia estudiado.

Lo que se encontrod fue que la remocion de estos genes afectan la virulencia de la
cepa 14028 de S. Typhimurium en el modelo de infeccidn en ratén (Rodriguez-Morales
et al., 2006). Estos resultados indicaban que estas porinas podrian ser importantes para
la bacteria durante la infeccion. Esto también se ha reportado, para las porinas
mayoritarias y para el regulador OmpR, donde la remocion de estos genes afectan la
virulencia de S. Typhimurium (Dorman et al., 1989; Chatfield et al., 1991; Meyer et al.,
1998). También se sabe que las porinas pueden ser reconocidas por el sistema inmune
del hospedero y se ha demostrado que son capaces de generar proteccion contra la
infeccion de S. Typhi y S. Typhimurium en el modelo del raton (Kuusi et al., 1979;
Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987, 1989; Muthukummar y Muthukkaruppan,
1993; Galdiero et al., 1998, 1993; Isibasi et al., 1988; Isibasi et al., 1994; Paniagua-
Solis et al., 1995; Secundino et al., 2006).

En base a los antecedentes acerca de la capacidad protectora inducida por las
porinas mayoritarias de S. Typhi y S. Typhimurium, en este trabajo se inicié con la
induccion de la expresién de las porinas OmpS1 y OmpS2 de S. Typhimurium. Esto con
el proposito de purificarlas y una vez obtenidas utilizarlas para inmunizar ratones y
probar su efecto en la proteccion contra la cepa virulenta 14028.

Al evaluar la induccion de la expresion de la porina OmpS2 de S. Typhimurium,
en presencia de LeuO; de manera sorprendente, se encontrd que en S. Typhimurium es
la porina OmpS1 la que se induce en presencia de este regulador. Esto se verificd al
analizar el perfil de PME de las diferentes cepas mutantes, STMS14, STMS23 y
STMS23S15. Donde se observo que efectivamente la banda que aparece en presencia de
LeuO, corresponde a la porina OmpS1. Con respecto a la cepa doble mutante la banda
también desaparece y no se observo algun indicio de la ubicacion de la porina OmpS2
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(Fig. 5). La certeza de las diferentes mutantes transformadas con el plasmido
pFMTrc12leuOHis, se verificd por medio de PCR (datos no mostrados). Demostrando
asi, que las cepas mutantes son correctas y que en las condiciones empleadas en este
trabajo, la porina OmpS1 de S. Typhimurium es la que se induce preferentemente en
presencia del regulador LeuO, estableciendo una linea de estudio muy importante que
conduce al analisis de la regulacion de la expresion de las porinas OmpS1y OmpS2, la
cual parece ser diferente con respecto a lo que se ha reportado en S. Typhi (Fernandez-
Mora et al., 2004).

La diferencia en la expresion de genes entre S. Typhi y S. Typhimurium no
parece ser s6lo para las porinas de baja expresion OmpS1 y OmpS2. En el caso de la
porina OmpC, en E. coli y en S. Typhimurium se ha observado que se expresa
preferentemente en alta osmolaridad, mientras que en S. Typhi la expresién de dicha
porina es la misma en alta o baja osmolaridad (Delgado et al., 1993; Puente et al., 1991;
Martinez-Flores et al., 1999 y datos no publicados por nuestro laboratorio). Por lo que
podemos sugerir que, aunque ambos serotipos son muy similares en relacion de su
genoma, tienen diferencias en la regulacion de la expresiéon de sus genes. Lo anterior
podria explicar de alguna manera la diferencia en patogénesis de S. Typhimurium en
humanos, comparada con la que provoca en el raton.

Por otro lado, para evaluar la capacidad de generar proteccién, se requiere que
las porinas OmpS1 y OmpS2 sean expresadas y purificadas en S. Typhimurium y asi
realizar el reto con esa misma cepa. Asi mismo se requirié producir grandes cantidades
de las porinas, OmpS1, OmpS2 y OmpC, ademas de separarlas de las otras porinas
presentes en la membrana externa de S. Typhimurium. Se utiliz6 como control a la
porina OmpC, de S. Typhimurium, para poder comparar el papel individual de cada
porina. Tomando como referencia lo que se ha hecho para las porinas OmpC y OmpF
de S. Typhi, en donde se ha demostrado que la porina OmpC induce una respuesta
inmune y confiere mayores indices de proteccion en ratones contra el reto con S. Typhi,
con respecto a OmpF, (Secundino et al., 2006), ademas de que se sabe que es un
inmundgeno en humanos (Salazar-Gonzélez et al., 2004).

Para facilitar el proceso de separacién de las porinas presentes en S.
Typhimurium, se generaron diferentes cepas mutantes derivadas de la cepa silvestre
14028. Se comprobo la viabilidad de las diferentes cepas mutantes, realizando curvas de
crecimiento donde mostraron un retraso de dos horas con respecto a la silvestre, pero

Ilegaban a presentar lecturas de absorbancia a DOsgp = 1.0 0 més (datos no mostrados).

55



Las cepas mutantes se caracterizaron por su perfil de PME, utilizando el método de
Schnaitman modificado (Puente et al., 1991). Con estos experimentos verificd que la
cepa STMRD carece de las porinas mayoritarias y que la cepa STMFD solo expresa la
porina OmpC, la cual es méas abundante cuando la cepa es crecida en un medio con alta
osmolaridad, MNN (Fig. 6).

Para la obtencién de la porina OmpS1, y a pesar de que su expresion se induce
en presencia del regulador LeuO, se requiere de la presencia del regulador OmpR. Esto
se comprobé utilizando una cepa mutante STMR (AompR), a la cual se le introdujo el
plasmido pFMTrc12leuOHis y ain cuando se indujo la expresion del regulador LeuO,
la expresién de la porina OmpS1 decrecié considerablemente (datos no mostrados). Y
para el caso de OmpS2 en S. Typhimurium, su expresion no se indujo por el regulador
LeuO. Para lograr que los genes ompS1 y ompS2, sean independientes de OmpR y de
LeuO y poder ser expresados en la cepa STMRD, dichos genes se clonaron en un
plasmido multicopia, donde su expresion se induce con IPTG. Se obtuvieron los
plasmidos pCGS1C1l y pCGS2C3, que tienen los genes ompSl y ompS2,
respectivamente y se logro obtener la expresion de las porinas OmpS1 y OmpS2 en la
cepa TOP-10 de E. coli. Se observo que la expresion de la porina OmpS1 es mucho mas
abundante que la de OmpS2. Esto no se debe a diferencia de carga de muestra, ya que
en todos los carriles la proteina OmpA, la cual se utiliza como referencia de carga, se
observa de manera similar (Fig. 7). Posteriormente, al analizar la expresion de la porina
OmpS2, en la cepa silvestre 14028 y en la cepa STMRD a partir del plasmido
pCGS2C1, se observd muy poca expresion (datos no mostrados), al igual que lo
observado en E. coli (Fig. 7, carril 4). Y cuando se agreg6 diferentes concentraciones de
IPTG (0, 0.1, 0.3, 0.5) su expresion no se indujo de manera abundante y comienzan a
aparecer varias bandas de menor peso molecular que OmpS2 (datos no mostrados). La
poca expresion de la porina OmpS2 pudiera deberse a que en el proceso de clonacion
hubiesen sucedido mutaciones tanto en el promotor como en la region estructural del
gen y que dichas mutaciones interfirieran con la expresion 6ptima de la porina. Sin
embargo, la secuencia de los plasmidos pCGS1C1 y pCGS2C1, revelaron que ambos
genes estan clonados en fase y que ni el gen estructural ni los promotores habian sufrido
mutaciones. Debido a que estos datos no explican la reducida expresion de la porina
OmpS2, existe la posibilidad de que, a pesar de la induccién de dicha porina con IPTG,
esta sea poco estable y por lo tanto no se logra exportar eficientemente a la membrana
externa, lo que lleva a su posterior degradacion. Debido a que se requiere de una
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cantidad abundante porina para los experimentos de inmunizacién no seguir trabajando
con la porina OmpS2

Por otro lado, en el caso de la porina OmpS1 de S. Typhimurium, esta se logré
expresar de manera abundante partir del plasmido pCGS1C1, en cantidades muy
similares a la porina OmpD, tanto en la cepa silvestre (datos no mostrados) como en la
cepa STMRD (Fig. 8). Se determindé que a partir del pldsmido pCGS1C1l la
concentracion de 0.1 mM de IPTG es la condicion 6ptima de expresion de OmpS1.
Ademas, se observo que la expresion de OmpS1 no aumenta cuando se agregan
concentraciones mas altas de IPTG. De la misma manera se observd que al
sobreexpresar la porina OmpS1, aparece una proteina de menor peso molecular (Fig. 8),
pero en este caso es mucho menos abundante que la observada para OmpS2 (datos no
mostraos). Con esto se demostro que, a pesar de que estas porinas no se logran detectar
en preparaciones de PME de la cepa silvestre de S. Typhimurium en condiciones
estandar de crecimiento, los genes son funcionales y sus productos pueden ser
transportados a la membrana externa. Sin embargo, es muy notable que existen
diferencias en la abundancia de su expresion, por motivos que aln no entendemaos.

La aparicion de otras bandas cuando las porinas OmpS1 y OmpS2 son
sobreexpresadas, puede deberse a que la bacteria comienza a degradarlas. Este
fendmeno se ha estudiado en E. coli, en donde la sobre expresién de las porinas
mayoritarias, OmpC u OmpF, provoca su degradacion. Esta degradacion es una sefial
de estrés en la bacteria y la respuesta a esta sefial es mediada por factor sigma E (o"). El
regulén de este factor sigma incluye chaperonas y proteasas, que tienen su blanco de
accion en la envoltura celular y las cuales pueden ayudar a replegar o a degradar
proteinas mal plegadas (Ades, 2004).

Una vez que se logré la expresion de las porinas OmpS1y OmpC a partir de las
cepas STMRD/pCGS1Cl1 y STMFD, respectivamente, se procedié a realizar su
purificacion por el método de Nikaido por el cual se obtuvieron ambas porinas de
manera muy abundante. Sin embargo, a pesar de que se lograron separar de la gran
mayoria de las proteinas presentes en la bacteria se observaron otras bandas de mayor y
de menor peso molecular en ambas purificaciones (Fig. 9, carril 1 y 5; carril 6 y 10).
Este resultado fue inesperado debido a que el método de Nikaido, el cual es exclusivo
para extraccion de porinas, es muy utilizado en otras cepas. Donde se ha reportado que
para S. Typhi funciona perfectamente, y se ha logrado la obtencién de las porinas
mayoritarias sin proteinas contaminantes (Salazar-Gonzélez et al., 2004; Secundino et
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al., 2006). Por lo tanto parece ser un fendmeno que se presentd en este trabajo para el
caso de S. Typhimurium.

Para mejorar la obtencién de las porinas obtenidas por el método de Nikaido, se
sometieron a la purificacion por cromatografia de exclusion molecular utilizando una
columna de Sephacryl S-200. Se verificd que las porinas OmpS1 y OmpC se obtienen
en las fracciones correspondientes al primer pico (Fig. 11 Ay 13 A). Ademas, se logro
separar una proteina que migra muy arriba en el gel, pero de manera inesperada se
observo la presencia de otras proteinas poco abundantes de menor peso molecular y una
muy conspicua de un peso molecular aproximado de 50 kDa (Figuras 11 Ay 13 A).

Al analizar las fracciones correspondientes a los otros picos que aparecen en
ambas graficas, no se observOd ninguna proteina que migrara en el peso molecular
préximo a OmpS1 y OmpC. Sin embargo, estos picos indican la presencia de proteinas,
por lo que pueden corresponder a péptidos presentes en la preparacion y que se lograron
separar de las porinas (Fig. 11 B, 11C y Fig. 13 B y 13 C). Esto se pudo confirmar al
cuantificar la concentracién de porinas antes y después del paso por la columna. Se
observé que en el proceso de purificacion se perdié aproximadamente la mitad de
proteina, esto indica que las porinas se separaron de otras proteinas presentes en la
purificacion por el método de Nikaido. Y a pesar que en el proceso purificacion por
cromatografia de exclusion molecular, se perdi6 cierta cantidad de porinas, al final se
obtuvieron con gran rendimiento.

Para verificar la identidad de las porinas obtenidas por cromatografia de
exclusion molecular y asegurarnos que a partir de las cepas STMRD/pCGS1C1l y
STMFD, se obtuvieron OmpS1 y OmpC, respectivamente, estas se secuenciaron por
LC-MS/MS en el Servicio de identificacion de proteinas Unidad de proteémica, UPRO-
IBT. Los resultados mostraron que efectivamente se trataban de las porinas OmpS1 y
OmpC de S. Typhimurium (datos no mostrados). Respecto a la presencia de una banda
50 kDa, la cual es la mas abundante en ambas purificaciones, aun después del paso por
la columna, ésta también se mand6 secuenciar, los resultados indicaron que se trata de la
proteina LamB (datos no mostrados).

Es claro que en el proceso de purificacion de las porinas por el método de
Nikaido y después por cromatografia de exclusion molecular se presentaron
complicaciones técnicas. Por lo cual no se logré obtener las porinas OmpS1y OmpC de
S. Typhimurium del todo limpias, por lo tanto se requiere mejorar el protocolo de

purificacion de porinas para obtenerlas sin proteinas contaminantes.
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A pesar de esto, se tenia el interés de saber si las porinas purificadas, OmpS1 y
OmpC eran capaces de generar una respuesta inmune y por lo tanto conferir proteccién
contra el reto con la cepa silvestre 14028 de S. Typhimurium, en el modelo de ratén. Por
lo cual se decidio realizar un experimento con las preparaciones de porinas obtenidas.
Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, los cuales son sensibles a la infeccion por S.
Typhimurium. Se inmunizaron dos veces con 20 g tanto de la preparacion de la porina
OmpS1 como de la porina OmpC. El reto fue con la cepa virulenta 14028 de S.
Typhimurium al dia 25 de la primera inmunizacion (ver Métodos). Los resultados
obtenidos del ensayo de proteccion muestran que, los ratones inmunizados con 20 ug de
la porina OmpC presentan un 60 % de sobrevivencia, cuando los ratones son retados
tanto con 1 y 10 DLso (dosis bacteriana de 10% y10%). No asi cuando los ratones son
retados con 100 DLsp (2.3 x 10° bacterias), ya que en este caso ningdn raton logro
sobrevivir a la infeccion (Fig. 14). Los ratones inmunizados con 20 pg de la porina
OmpS1 presentaron un 80% de sobrevivencia al reto con la dosis letal media (DLso =
2.3 x 10° bacterias). Sin embargo, cuando el reto se realizé con 10 y 100 DLsp (2.3 x 10*
y 2.3 x 10° bacterias), los ratones inmunizados con OmpS1 no sobrevivieron (0 % de
sobrevivencia) (Fig. 14). A pesar de que los ratones inmunizados con OmpS1,
presentaron niveles de sobrevivencia bajos con respecto a los inmunizacdos con OmpC,
esto resulta interesante ya que no se tenia ningun dato, de esta porina, con respecto a la
proteccion.

La porina OmpC, la cual se utiliz6 como control, los resultados indican que es
capaz de proteger a los ratones contra la infeccion con la cepa virulenta 14028 de S.
Typhimurium. En este trabajo la porina OmpC presentd niveles de proteccion muy
similares a los reportados para la preparacion de las porinas mayoritarias OmpC, OmpF
y OmpD de S. Typhimurium (Kuusi et al., 1979; Udhayakumar y Muthukkaruppan,
1987, 1989; Muthukummar y Muthukkaruppan, 1993; Galdiero et al., 1998, 1993). Esto
es novedoso, debido a que para el caso de S. Typhimurium la capacidad de cada una de
las porinas mayoritarias de inducir proteccion no ha sido estudiada. Por lo que resulta
interesante realizar este tipo de estudios para cada una de las porinas mayoritarias,
OmpC, OmpF y OmpD, de S. Typhimurium.

Estos resultados son preliminares, y se requiere realizar las repeticiones
necesarias que nos permitan establecer si la porina OmpS1 es capaz de generar una
respuesta inmune en los ratones inmunizados, y por lo tanto, pueda proteger contra el

reto con una cepa virulenta. Ademas, se pueden realizar otros experimentos, de acuerdo
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a lo reportado para otros inmundgenos, modificando variables en el ensayo de
inmunizacion para modelos con patdégenos entéricos, como son el caracterizar la
respuesta inmune generada en el raton utilizando diferentes concentraciones de antigeno
(porina), utilizar adyuvantes, asi como probar otras vias de inmunizacién, como la via
oral o intravenosa (Datta et al., 2006).

Asi, en este trabajo se logro establecer que la porina OmpS1 de S. Typhimurium
se puede expresar de manera abundante y que ésta se puede purificar por métodos
utilizados para otras porinas, obteniéndose con un gran rendimiento. Ademas, se logro
establecer un protocolo de inmunizacion y reto por la via oral, en el modelo de infeccidn
con S. Typhimurium en el raton, la cual es la ruta natural de entrada de la Salmonella.
Con esto se puede partir para futuras repeticiones del experimento de ensayos de
proteccion.
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VIIl. CONCLUSIONES

En este trabajo se encontrd que en Salmonella enterica serovar Typhimurium, la
porina OmpS1 se induce de manera abundante en presencia del regulador LeuO, no asi
como sucede, en S. enterica serovar Typhi para la porina OmpS2. También se logré
expresar de manera abundante a la porina OmpS1 de S. Typhimurium, siendo su
expresion Optima bajo la induccién con 0.1 mM de IPTG. Sin embargo, no se logré
expresar de manera abundante a la porina OmpS2 de S. Typhimurium. Las evidencias
aportadas en este trabajo sugieren existen diferencias en la regulacion de la expresién de
las porinas OmpS1 y OmpS2 entre ambos serotipos.

Ademas, las porinas OmpS1y OmpC se lograron purificar con gran rendimiento por
el método de Nikaido y por cromatografia de exclusion molecular. Sin embargo, en el
proceso se copurificaron otras proteinas. A pesar de ello se realiz6 un experimento de
proteccion; donde la inmunizacion con la porina OmpC (control), indujo una proteccion
de aproximadamente el 60 %, un nivel muy similar a los reportados para el conjunto de
porinas mayoritarias. En este mismo experimento, la porina OmpS1 indujo un 80 % de
sobrevivencia de los ratones retados con la dosis letal media. Esto aporta un dato muy
importante, para futuras repeticiones del ensayo, acerca de la capacidad de las porinas

OmpS1y OmpC, de manera individual, en conferir inmunidad protectiva.
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IX. PERSPECTIVAS

Con el objetivo de mejorar la purificacion de las porinas OmpS1 y OmpS2, se
requiere realizar el crecimiento de las cepas en medio minimo suplementado con
glucosa, condicién en la cual se inhibe la expresion de LamB. Ademés de
realizar modificaciones en el método de Nikaido para las porinas de S.

Typhimurium.

Revisar la purificacion de las porinas por cromatografia de exclusion molecular,
para lograr separarlas de otras proteinas presentes en la preparacion y verificar
que en este proceso se logra separar la mayor parte del LPS.

Una vez que se haya obtenido de manera mas pura las porinas, se pueden
realizar las repeticiones del ensayo de inmunizacion y reto. Probar diferentes
concentraciones de la porina OmpS1 para lograr establecer si existe una dosis

ideal para conferir una mayor proteccion y una 6ptima respuesta inmune.
También se pueden probar diferentes vias de inmunizacion como la intravenosa,

subcutanea u oral, debido a que cada antigeno puede ser mas eficiente en inducir

una respuesta inmune dependiendo de su via de inmunizacion.
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Medios de cultivo

X. APENDICE

LB (ajustar apH 7.5) *
Bacto triptona 10.0¢g
Extracto de levadura 504
Cloruro de sodio (NaCl) 100¢g
MN * MNN (0.3 mM) *

Bacto caldo nutritivo 7049 7049
Extracto de levadura 1.0g 1.0g

Glicerol 2.0 ml 2.0 ml

K,HPO, 3749 3749

KH,PO, 139 139

NaCl 10.0¢
Medio SOB * Medio SOC *
(ajustar a pH 7)

Bacto triptona 20.0¢g 204g
Extracto de levadura 504 0.5¢
Cloruro de sodio (NaCl 5M) 2.0 ml 0.2ml
Cloruro de potasio (KCI 1M) 2.5 ml 0.25 ml
MgSO, (1 M) - 1.0ml
MgCl, (1 M) - 1.0ml
Glucosa - 0.36 g

*(Cantidades para un litro de agua destilada)

Enzimas - Endonucleasas de restriccion

BamHI Invitrogen 20 U/ul

Ncol Invitrogen 10 U/ul

Otras Enzimas

Taq polimerasa

Altaenzymes

T4-DNA ligasa

Promega
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Antibioticos

Concentracion (stock)

Ampicilina (Amp) 200 mg/ml
Cloranfenicol (Cm) 34 mg/ml
Kanamicina (Km) 30 mg/ml
Tretraciclina (Tc) 12 mg/ml

Amortiguadores

TrisHCI | TrisHCIpH 7.7 | Amortiguador Amortiguador de Nikaido
pH 7.7 * SDS 2% * de Nikaido * para purificacion de porinas
(preparacion de 4 L)
Trisma Base 6.0g 6.0g 6.0g 1209
SDS - 200 10.0g 200
NaCl - - 2344 46.8 g
EDTA - - 199¢ 3.8¢
-Mercaptoetanol - - 0.5ml -
Buffer SET
Sacarosa 9.0g
EDTA (0.5 M pH 8) 20.0 ml
Tris-Base (1 M pH 8) 25.0 ml
PBS10 X *
Cloruro de Sodio (NaCl) 80.0g
Fosfato de Sodio dib&sico (Na;HPOy,) 6.19
Fosfato de Potasio monobaésico (KH,PQOy) 204g
Acido clorhidrico (HCI) 204g

*(Cantidades para un litro de agua destilada)
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