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RESUMEN

HERNANDEZ MORALES ILANE. Elaboracién y evaluacién de una vacuna de
ADN contra la proteina de membrana externa A (OmpA) de Salmonella enterica
serovar Enteritidis para aves de postura. (Bajo la direccion de: M en C Inda
Marcela Figueroa Ochoa y Dr. Francisco Javier Basurto Alcantara).

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa importante ya que causa grandes
pérdidas econdmicas en el sector avicola y por su impacto sobre la salud publica.
Salmonella enteritidis (SE) es la serovariedad mas aislada a partir de huevo
contaminado por via transovarica. En gallinas, se ha demostrado la produccion
de anticuerpos contra la proteina de membrana externa A (OmpA) durante la
infeccion, inoculando la bacteria completa y la proteina sola. EI empleo de
vacunas de ADN se basa en la expresion en células eucariotas de un gen que
codifica para un antigeno proteico especifico, el cual es insertado en un plasmido,
que permite inducir una inmunidad efectiva. El objetivo del presente trabajo fue
disefiar una vacuna de ADN contra OmpA de SE y evaluar el nivel de proteccion
conferido a gallinas de postura desafiadas con SE patdégena, para lo cual se
amplifico el gen ompA de SE, utilizando iniciadores disefiados a partir de la
secuencia reportada del mismo gen de S. typhimurium, para clonarlo en el vector
pCR2.1 TOPO® y subclonarlo en el pVAX1®, el plasmido resultante se identificd
como plHD428. Para la evaluacion de la vacuna se utilizaron 4 grupos de gallinas
de estirpe ligera Bovans. Dos grupos testigos fueron inoculados con el vector
pVAX1 sin el inserto ompA vy los otros dos grupos con el plHD428. Las vias de
aplicacién fueron intramuscular e intradérmica. La vacunacion se realizé el dia 0 y
el dia 21 del experimento. Se obtuvieron muestras de sangre los dias 0, 21 y 28
para determinar la presencia de anticuerpos por medio de aglutinacién en placa.
Se determiné el porcentaje de postura semanal a lo largo del experimento. El dia
32 se desafiaron con 2.3 x 10° bacterias de SE Fagotipo 13. A partir del desafio,
se monitoreo la presencia de SE en huevo. El dia 46 se colectaron los higados,
bazos, ovarios e intestinos de cada animal, para determinar la poblacién de SE
en cada uno de los organos. Los resultados se analizaron con la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis. No se detectaron anticuerpos en la prueba de
aglutinacion, asi mismo no se aisl6 SE a partir de huevo ni ovarios. El
comportamiento productivo de los grupos no fue estadisticamente diferente
(P<0.05). No se encontro diferencia estadistica entre los cuatro tratamientos con
respecto a la poblacion de SE en 6rganos (P<0.05); sin embargo, se logro aislar
SE a partir de los bazos de los grupos control, observando nula colonizacion de
los bazos de los grupos vacunados, con lo que se sugiere evaluar nuevamente a
la vacuna bajo diferentes condiciones experimentales.



INTRODUCCION

1.1 Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa de distribucién mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la considera una de las zoonosis mas
importantes, asi como la enfermedad mas frecuente transmitida por alimentos

contaminados 2.

En general, en la salmonelosis se presenta un cuadro gastrointestinal de
medio a grave, o hasta una infeccion sistémica que puede comprometer la vida
del hospedero 3. Después de una infeccién clinica por Salmonella, el individuo
permanece como portador asintomatico durante meses o incluso afnos y la
bacteria se elimina por heces; siendo éste, el reservorio mas importante de la

enfermedad ".

Salmonella tiene la capacidad de infectar una amplia variedad de
hospedadores, se encuentra en todos los mamiferos y aves domésticas, asi

como en mamiferos, aves y reptiles silvestres “.

Algunas serovariedades de Salmonella se encuentran adaptadas a un
hospedador especifico, como es el caso de Salmonella enterica serovariedad
Typhi en el humano; otras, tienen una amplia gama de especies susceptibles
como Salmonella enterica serovariedad Typhimurium y Salmonella enterica

serovariedad Enteritidis °.



1.1.1 Epidemiologia

Anualmente se presentan 16 millones de casos de Salmonelosis a nivel mundial’.
En el pasado, S. typhi fue la serovariedad aislada con mayor frecuencia a partir
de casos reportados de salmonelosis en humano; sin embargo, desde los afios
ochenta, los casos de salmonelosis no tifica han aumentado en todo el mundo y
las serovariedades mayormente implicadas son Salmonella enteritidis (SE) y
Salmonella typhimurium (ST) '. Unicamente en Estados Unidos (EU) se reportan

1.4 millones de casos de salmonelosis no tificas, cada afio &7.

La salmonelosis no tifica en humanos es una enfermedad transmitida por
alimentos (ETA); el alimento principalmente involucrado es el huevo, cuando es
consumido crudo o mal cocido " 2. Numerosos estudios han demostrado la
contaminacion del huevo a través de transmision transovarica y contaminacion

del cascardn con heces contaminadas con SE &9 10.11.12,

La salmonelosis no tifica causada por SE es considerada una enfermedad
emergente a nivel mundial, debido a que en las ultimas tres décadas, esta
serovariedad ha sido responsable de la mayoria de los casos reportados, incluso

'. Durante el afio

sobrepasando la incidencia de la serovariedad Typhimurium
2007, fueron reportados 25, 400 casos confirmados de salmonelosis, causados

por SE, en todo el mundo ®3.

En el continente Americano, durante el 2007, SE fue la segunda

serovariedad mas aislada a partir de muestras de humanos, animales y alimentos



213 En México, un estudio realizado por Gutiérrez-Cogco y col.™, demostré que
la serovariedad de Salmonella mas aislada en los servicios de salud desde 1991
hasta 1999 fue SE. En el 2007, los servicios de salud de nuestro pais, reportaron
43,814 casos de salmonelosis no tificas, de los cuales 6,183 fueron causados por

la serovariedad Enteritidis °.

El aumento en los casos reportados de salmonelosis no tifica, se
correlaciona positivamente con los aislamientos de SE. Estudios realizados por
Zaidi y col.”, en donde se trabajaron muestras de pacientes con diarrea, ademas
de muestras de carne de pollo, puerco y res, para el aislamiento de Salmonella;
demostraron que el 12.8% de los aislamientos fueron de Salmonella no Typhi, de
los cuales el 14.5% correspondi6 a la serovariedad Enteritidis, la cual se encontro

principalmente en pollo .

Con la finalidad de determinar cuantitativamente la presencia de SE en
huevo para consumo humano, asi como estimar su participacidon en la
transmision de la enfermedad, se han realizado muestreos del producto a nivel
comercial. El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
Norteamérica (USDA), reporta que uno de cada 10,000 huevos, esta
contaminado con SE; por lo tanto, se calcula un consumo de 4.5 millones de
huevos contaminados ". Sin embargo, diferentes estudios a nivel mundial
presentan resultados variables al tratar de aislar SE a partir de huevo; un ejemplo
de ello, es un estudio en Polonia donde, en un primer muestreo de 400 huevos,
no se aislé SE; pero en un segundo muestreo de 300 huevos, se recuperaron

3 cepas de SE, a partir del cascarén '®. En México, Mancera y col. '



realizaron un estudio en el que evaluaron 400 huevos de diferentes fuentes, de
los cuales, s6lo obtuvieron un aislamiento de SE, el cual fue no fagotipificable.
Ellos calculan que en México 25 de cada 10,000 huevos estarian contaminados
con SE. Con una producciéon anual de dos mil cien millones de toneladas ', se

estiman 84 mil millones de huevos contaminados.

SE es una de las serovariedades de Salmonella que mas se aisla a
partir de huevo, aproximadamente 33% de los aislamientos, corresponden a esta
serovariedad %°. Clavijo y col. ?' demostraron que esta particularidad se debe a
que SE sobrevive un 70% mas, en medios de cultivo adicionados con clara de
huevo, que ST. Asi mismo, Keller y col. # demostraron que SE es la Unica
serovariedad capaz de sobrevivir en el huevo, después de su ovo-posicion.
Estas son caracteristicas epidemioldgicas fundamentales para su transmision al

humano 232,

Con fines epidemiologicos, los aislamientos de SE han sido clasificados
mediante fagotipificacion. Hasta ahora se han aislado los fagotipos 2, 4, 6, 62, 8,
12, 13, 132, 18 y 28 a nivel mundial * %. En el occidente de Europa predomina el
fagotipo (FT) 4; en el Reino Unido los FT mas frecuentes, aislados de animales y
humanos son 4, 6, 6ay 7 " 2, En Canadd, los fagotipos frecuentemente
encontrados en aves hasta 1994 fueron el 8,13 y 13a2>2¢, En EU predominan los
FT 8,1y 13a. A partir de 1995, la mayoria de los fagotipos de SE que se aislan
a partir de casos de salmonelosis en humanos son el 4 y el 8%, Estos fagotipos

también son los que se aislan con mayor frecuencia a partir de huevo o de aves



infectadas. En México, Garcia-Meneses y col.?® demostraron la presencia de SE
en aves de produccion, los fagotipos mas aislados son el 4 y el 8 *, siendo el 4 el

mas comun 3" 32,

1.1.2 Impacto Econémico

Las pérdidas econdmicas derivadas de la salmonelosis toman radical importancia
y éstas se deben a la disminucion de la productividad; a gastos en la prevencion,
control y erradicacién de la enfermedad en aves y humanos; disminucion de la
demanda de productos avicolas; dificultad para el comercio nacional e

internacional, entre otras 3334,

En el caso de aves domésticas, la salmonelosis causada por SE es
conocida como paratifoidea aviar. En pollitos entre el cuarto y doceavo dia de
edad, la mortalidad va desde escasa hasta un 100% de la poblacion afectada 3* 3
%.37.38  En aves adultas se percibe una disminucion productiva hasta del 30%;
incluyendo una baja en la fertilidad e incubabilidad * 3. En México, la avicultura
participa con un 63.3% en la actividad pecuaria de todo el pais. Asi mismo, es el
quinto productor mundial de huevo, ademas de ser el primer consumidor mundial
de huevo fresco con 22.4 kg. per capita por afio '°. Estos datos demuestran la
importancia del control de SE, en primer lugar, debido al elevado consumo de
huevo, hecho que predispone a un mayor riego de infeccion para el humano;
segundo, por las pérdidas econdémicas debidas a la disminucion de la

productividad en los animales.



En nuestro pais no se tienen reportes de las pérdidas monetarias debidas
a la salmonelosis. En otros paises, como en EU, donde se ha logrado disminuir la
incidencia de dicha enfermedad, durante el 2006 se registraron pérdidas de 3
millones de dolares *°; sin embargo, en paises con una prevalencia elevada de la
enfermedad, como Dinamarca, el costo anual registrado en el 2001 fue de 15

millones de ddlares .

1.2 Caracteristicas del género Salmonella

1.2.1 Morfologia
Salmonella enteritidis (SE) es un bacilo Gram-negativo, movil, aerobio facultativo,

que no forma esporas ni presenta capsula .

1.2.2 Caracteristicas de cultivo

Salmonella se puede aislar de diferentes fuentes, como sangre, heces, ojo,
liquido sinovial, 6rganos, agua, alimento, entre otras. Para poder aislar a
Salmonella de las diferentes muestras clinicas, es necesario utilizar medios
selectivos, diferenciales y de enriquecimiento. Dentro de los medios de cultivo
selectivos se encuentran: agar MacConkey (McC), agar citrato desoxicolato, agar
Salmonella-Shigella, agar verde brillante (VB), medio Hektoen. Los medios de
enriquecimiento mas utilizados son: caldo selenito, caldo tetrationato, medio
Muller modificado por Kauffman y medio Rappaport-Vassiliadis. En crecimiento in

vitro, Salmonella desarrolla colonias redondas de 2-4 mm de diametro 33 40:41.42.43_



1.2.3 Metabolismo

Algunas de las caracteristicas metabdlicas de Salmonella son: reduce los nitratos
a nitritos, produce gas a partir de glucosa, en triple azucar hierro (TSI) produce
acido sulfhidrico, no produce triptofanasa por lo que no forma anillo de indol en el
medio acido sulfhidrico-indol-motilidad (SIM), utiliza al citrato como unica fuente
de carbono, descarboxila a la lisina y a la ornitina, no produce ureasa, no cataliza
la desaminacion oxidativa de la fenilalanina, no fermenta a la sacarosa, salicin,

inositol y amigdalina y no produce lipasa ni desoxirribonucleasa *°.

1.2.4 Resistencia al medio ambiente y a los desinfectantes.

Salmonella es capaz de crecer a temperaturas desde 8°C hasta 45°C, en pH de
4 a 9. Es susceptible a la desecacion, calor, ebullicion durante 5 min y a los
desinfectantes comunes como fenol al 0.1%, formol al 2%, cloro con una
concentracion de 100 a 150 ppm, iodoforos con una concentracion de 25 a 50
ppm, acidos fuertes, bases fuertes y surfactantes anfotéricos . Puede sobrevivir 9
meses en ropa guardada en oscuridad, tres meses en médula 6sea de aves
muertas, una semana en heces a partir de aves infectadas, 30 semanas en cama
de casetas desocupadas, uno o dos afos en detritus de incubadora y en el

ambiente, ademas de resistir concentraciones de sal hasta del 20% 35 4.

1.2.5 Resistencia a quimioterapéuticos.

Los quimioterapéuticos recomendados para tratar una infeccion con Salmonella
en aves, son flouroquinolonas, cefalosporinas de tercera generacion y como
alternativa fluorfenicol, amoxicilina y sulfas-trimetroprim. EI mayor problema en el

tratamiento de la salmonelosis, tanto en las aves como en el humano, es que el



microorganismo es capaz de adquirir plasmidos que le confieren resistencia a
diferentes antibidticos, generando un estado de multiresistencia, sobre todo en
ambientes donde se presenta un uso indiscriminado e incorrecto de dichas
sustancias. Uno de los factores que han contribuido a la seleccién de cepas
resistentes, es el uso de los quimioterapéuticos a niveles subterapéuticos en el

alimento para los animales "%,

1.2.6 Taxonomia y Nomenclatura
Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae ** *°. El género se divide
en dos especies: S. entérica'y S. bongori; a su vez, S. enterica se subdivide en 6

subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae ¢ 4748,

La primera clasificacibn del género Salmonella, adoptada por los
investigadores, fue el esquema seroldégico de Kauffmann-White, utilizado
actualmente. En dicha clasificacion, los organismos se nombran de acuerdo a la
presencia de cierto tipo de antigenos somaticos (O), capsulares (Vi) y flagelares
(H) “ 4. De acuerdo a este esquema de clasificacién, hasta el 2004, se
reconocen 2,501 serovariedades de Salmonella . SE pertenece al grupo D,

subgrupo 1 con antigenos O: 1,9, 12y H: g, m*.

La nomenclatura utilizada actualmente para el género Salmonella, se basa
en las recomendaciones de la OMS. De manera que se nombra el género, la

especie, la subespecie y la serovariedad, por ejemplo Salmonella enterica



subespecie enterica serovariedad Enteritidis. La abreviacion de este sistema
como Salmonella enteritidis se hace toda vez que el nombre completo ha sido

utilizado una vez en el texto “647,

El 59% del total de las serovariedades conocidas, pertenecen a la

subespecie enterica y el 99% de las infecciones por Salmonella en animales de

sangre caliente, son debidas a serovariedades de esta subespecie .

1.3 Salmonella enteritidis (SE)

1.3.1 Mecanismos de patogenicidad
Salmonella es un microorganismo intracelular facultativo. Dentro de los pasos
que se presentan en un proceso infeccioso se encuentran: adhesion, invasion,

replicacion, resistencia a los mecanismos de defensa y dafios al hospedero 3.

El primer paso en la infeccion es la adhesion; las adhesinas bacterianas
tienen estructuras que les permiten reconocer moléculas presentes en las células
del hospedero llamadas receptores, pueden ser fimbriales o afimbriales; en las
bacterias gram negativas hay varios tipos: fimbria, fibrilla, flagelo, lipopolisacarido
(LPS) y capsula. Salmonella expresa una gran cantidad de fimbrias con diferente
especificidad de unién, por ejemplo LPF (long polar fimbria) cuyo receptor es
manosa de las células M; Pef (fimbria encoded plasmid) la cual participa en la
adherencia a enterocitos. Una vez adherida, Salmonella invade las células del
hospedero mediante un mecanismo conocido como disparo (trigger). Con lo cual

la bacteria envia sefales a la célula que inducen rearreglos del citoesqueleto
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dando lugar a la formacion de un ondulamiento (ruffling) en su superficie. Se han
descrito varias proteinas efectoras que participan en este evento, como SipA,
SopE, SopE2 y SopB; la mayoria de los genes que las codifican se encuentran
en la Isla de patogenicidad | (SPI-lI). Las proteinas efectoras carecen de
receptores de union en la célula huésped, por lo que son incapaces de tener
acceso directo a su sitio de accion si no es por la contribucién del Sistema de

Secrecion Tipo [l (SSTII) >4,

Salmonella puede invadir varias lineas celulares y se considera que puede
estimular mas de un camino de transduccion de sefales para promover su

entrada a las células del hospedero® .

Salmonella produce efectos citotdxicos que resultan en la destruccion de
células M y la invasién de enterocitos adyacentes, tanto por la cara apical como
por la basolateral, induce apoptosis de macréfagos activados mediante la
proteina efectora SipB y fagocitosis inducida en macréfagos no activados, para
poder ser transportada al higado y al bazo. Después de un periodo de adaptacion
dentro de la célula, en las vacuolas de células fagociticas o no fagociticas,
Salmonella se replica a pesar del ambiente limitado en Mg®* y Fe* y un pH &acido.
Contradictoriamente, la acidificacion dentro del fagosoma es necesaria para la
supervivencia y replicacién intracelular. Se ha demostrado que SopB es esencial
en el establecimiento intracelular y replicacion intracelular, al estar involucrado en
la formacién de los compartimentos vacuolares, mantiene niveles altos de

fosfatidilinositol trifosfato en la membrana del fagosoma, lo que impide la unién
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con los lisosomas y permite la unidon con otras vacuolas acarreadoras de
nutrimentos, con la finalidad de establecer un microambiente fagosomal que
permita la supervivencia. Adicionalmente, Salmonella expresa enzimas que

inactivan directamente radicales libres de oxigeno y nitrogeno ®.

Las proteinas efectoras SopB/SigD estimulan la secrecion de cloro lo cual
favorece la presentacion de diarrea, ésta es provocada por el incremento de la
permeabilidad vascular que acompafa a la inflamacién en combinaciéon con la
pérdida de la integridad epitelial de la mucosa intestinal, en consecuencia hay
salida de liquidos y electrolitos al lumen intestinal. Ademas, Salmonella induce
la migracion de neutréfilos y macrofagos, asi como la liberacion de citocinas

proinflamatorias como IL-8, GM-CSF, IFNT], TNFa, entre otras>.

SE es capaz de producir diarrea asi como infecciones sistémicas debido a
los mecanismos de patogenicidad anteriormente descritos * *'. Ademas, posee
mecanismos unicos que le permiten sobrevivir en el ambiente microbicida

presente en la clara del huevo ' %,

El ambiente adverso de la clara de huevo es debido a: 1) limitacién del
desarrollo bacteriano a través de la quelacion de hierro por la ovo-transferrina, 2)
muerte bacteriana debido a la accién de proteinas formadoras de poros, como la

lisozima y otros péptidos catiénicos, ademas de un ambiente hiperosmatico 2.
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Lu y col. % reportaron la presencia de genes especificos de SE que le permiten
sobrevivir dentro del ambiente antimicrobiano de la clara de huevo. Uno de ellos,
yafD, participa en la reparacién del ADN dafado por la actividad endonucleasa y
exonucleasa de enzimas que se encuentran en el huevo. YafD se considera un
miembro de la familia fosfatasa-endonucleasa-exonucleasa. Los productos de
otros genes, como waadJ, involucrado en la sintesis de LPS; ginH y proY que
participan en el transporte hacia la membrana externa de glutamina y prolina,
respectivamente; cadA y lysC involucrados en el metabolismo de la lisina y la
cadaverina, respectivamente; dan mayor estabilidad a la membrana externa, al
cambiar su carga de negativa a positiva y de esta manera evitan la unién de

péptidos catidnicos formadores de poros 2" %2,

En el caso del ambiente hiperosmoético, SE optimiza el transporte de
prolina hacia la membrana externa a través de la proteina ProY, por lo que este

aminodcido es considerado un osmoprotector ?'.

1.3.2 Patogenia

La transmision de SE puede ser vertical u horizontal. La transmisién vertical
ocurre desde la maduracion del foliculo, de una madre infectada a la nueva
progenie. También se considera transmisién vertical cuando el huevo se
contamina al pasar a través del oviducto o la cloaca, y el microorganismo
atraviesa el cascaron. La transmisidn horizontal es cuando el microorganismo se

transmite por el contacto con aves infectadas o material contaminado 3* 3% 3¢,
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El periodo de incubacidn es variable, se pueden presentar signos clinicos desde
las 6 hasta las 48 h post infeccion °'. Después de la infeccion, Salmonella resiste
el pH acido del estbtmago y luego coloniza el intestino delgado, penetra las
células epiteliales, migra a la lamina propia de la region ileocecal y se multiplica
en foliculos de la region linfoide *. Una vez en tejido linfoide induce su
fagocitosis en macréfagos no activados o heterofilos, con lo que se facilita su
diseminacién a todo el organismo y coloniza 6rganos, principalmente higado y

bazo .

1.3.3 Lesiones macroscoépicas

Los animales muestran una infeccion generalizada; los 6rganos internos estan
aumentados de tamafo (hepatomegalia, esplenomegalia) y muestran estrias
hemorragicas o pequefas manchas blancas correspondientes a necrosis
multifocal; este tipo de lesiones se encuentran principalmente en higado, riidn,
bazo y miocardio, los cuales también presentan una coloracién bronceada. Se
observa enteritis, congestion y edema en mesenterio, higado y bazo;
adelgazamiento de las paredes del ileon y ciego con acumulacién de liquidos,
gas y petequias. En pollitos, el saco vitelino puede observarse reseco y caseoso
4.5 Se puede observar inflamacién crénica degenerativa en ovario; salpingitis,

pericarditis, orquitis y artritis 3+ 44

1.3.4 Lesiones microscépicas
En buche, duodeno, yeyuno, ileon y ciego; las lesiones microscépicas son
descamacion epitelial, congestion y hemorragias, posteriormente se encuentra

infiltracién leucocitaria en la mucosa, para finalmente encontrar necrosis
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coagulativa asi como hiperplasia de tejido linfoide. En intestino se encuentran

hemorragias causadas por Ulceras necroticas °'.

En higado, bazo, corazén y pulmdn se observa congestién, hemorragias,
infiltracion leucocitaria y necrosis coagulativa. Se presenta hepatitis necrotica,
infartos con necrosis fibrinoide y esclerosis del miocardio, enteritis, focos
multiples de inflamacién y necrosis de otros 6rganos *, inflamacién de la vesicula

biliar e inflamacion focal en pulmén, médula 6sea y periostio .

1.3.5 Signos

La naturaleza y la severidad de la infeccion esta estrechamente relacionada con
el serotipo de Salmonella, la especie hospedadora y la dosis infectante. La
salmonelosis es primordialmente una enfermedad de los animales muy jévenes,
viejos, debilitados o inmunolégicamente comprometidos 3> 4 % %, En las aves
recién nacidas se presenta un sindrome general de depresién y debilidad que se
manifiesta por la posicidn colgante de las alas y de la cabeza, por caminar
vacilante; hay pérdida de apetito y diarrea que se adhiere alrededor de la cloaca.
Los animales estan temblorosos y se apifian unos contra otros como si tuvieran
frio y cuando los pulmones se infectan, la respiracion se torna dificil. Las
infecciones agudas en las aves, son esporadicas, observandose comunmente la
forma cronica de la infeccidn, con poca mortalidad y signologia clinica. En estos
animales el ovario puede estar afectado y la infeccidn transmitirse por el huevo.

Este tipo de transmision resulta en una fertilidad e incubabilidad muy bajas, y
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grandes pérdidas por mortalidad que empieza un dia después del nacimiento de

los polluelos que si sobreviven pueden estar débiles o deformes 34 363841,

1.4 Inmunidad contra Salmonelosis

La respuesta inmunitaria de las gallinas hacia infecciones paratificas minimiza la
severidad y la duracion de los signos clinicos y ayuda a proteger contra

reinfecciones 3.

En gallinas infectadas naturalmente con SE, se han detectado anticuerpos
tanto séricos como secretores; también se han detectado a partir de yema de
huevo % %7- %% Altos niveles de anticuerpos se correlacionan con una menor
morbilidad, mortalidad, disminucion en la colonizacion de érganos, asi como la

disminucién en la excrecién de SE en heces y en huevo ¢,

Lee y col. %2 demostraron que un alto nivel de anticuerpos contra
Salmonella no es un factor imprescindible para evitar la colonizacién de 6rganos,
tampoco favorece la eliminacion de los microorganismos; en cambio, cuando hay
una fuerte respuesta inmune celular contra el microorganismo la eliminacion de la
bacteria es mas eficiente. Aunque menos estudiada, la respuesta inmune celular
también aumenta en respuesta a una infeccion con Salmonella, Hasan y col. %
detectaron una fuerte hipersensibilidad mediada por células usando la bacteria
completa y proteinas de membrana externa de ST. En el caso de SE, los
heterdfilos se vuelven altamente fagociticos y bactericidas en respuesta a la

infeccion ¢ y aparentemente juegan un papel importante al restringir la invasion a
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diferentes 6rganos, durante las primeras fases de la infeccion 5. Las citocinas
producidas por linfocitos T sensibilizados, son importantes al conferir inmunidad a
las gallinas, debido a que aumentan el numero de heterdfilos circulantes vy
facilitan su reclutamiento en los sitios de infeccion ® . El uso experimental de
estas linfocinas, ha demostrado proteger a las gallinas contra la invasion de SE

en diferentes érganos °’.

El interferon gamma (IFNy) es una citocina critica para la defensa del
organismo ante una invasion con Salmonella. Dicha citocina estimula la
activacion de macrofagos; de manera que ayuda a optimizar la internacién de la
bacteria, asi como su depuracidn mediante mecanismos oxidativos dentro del
fagolisosoma . Asi mismo, el IFNy induce la produccién de Interleucina 12
(IL-12) en macréfagos %, con lo que la respuesta inmunitaria se torna

principalmente celular .

Salmonella posee diversas estructuras que pueden inducir inmunidad
protectora en gallinas infectadas experimentalmente °. Con la finalidad de
detectar la antigenicidad de algunos componentes de la membrana externa de
SE durante la infeccion natural de gallinas de postura, Ochoa-Reparaz y col.
midieron la cantidad de anticuerpos producidos mediante inmunotransferencia,
para las porinas, proteina de la membrana externa A (OmpA), fimbria de SE
(SEF) 14, SEF21, lipopolisacarido (LPS) y flagelina. Ellos encontraron que hubo
una alta frecuencia de sueros reactores cuando se enfrentaron con porinas
(97.3%), LPS (81.8%), Omp de 22.1 kDa (66.2%), OmpA (64.7%), SEF21

(60.8%), SEF14 (50%) y flagelina (47.3%). Sin embargo, también hubo reaccion
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de LPS y porinas con sueros provenientes de gallinas no infectadas. Por lo cual,
concluyen que los componentes inmunogénicos e inmunoespecificos de SE son
OmpA, SEF y flagelina, de los cuales OmpA fue la que reacciond con un mayor
numero de sueros de gallinas infectadas naturalmente con SE. Con lo que
demostraron que diferentes componentes de SE pudieran ser herramientas utiles

para el diagnédstico y/o inmunoprofilaxis ™.

Actualmente, varios grupos de investigacion, evaluan la respuesta inmune
inducida por las vacunas de proteinas de la membrana externa > 7 77576 Con
S. enteritidis, se ha comprobado la produccion de anticuerpos contra OmpA

durante la infeccion, inoculando la bacteria completa y la proteina sola 7" 8.

En el Laboratorio de Microbiologia Molecular del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ, UNAM, Huerta L y col. " demostraron la
liberacion de una OMP de 30 kDa al medio de cultivo que contenia Salmonella
gallinarum (SG); dicho fendmeno se observo, cuando al cultivo se le agrego
suero anti-SG de pollos libres de patdogenos especificos (SPF). Posteriormente,
esta proteina fue purificada, y se utilizé en una prueba de Inmunoensayo
enzimatico (ELISA), para el diagndstico de tifoidea aviar. Se demostro que la
OMP de 30 kDa era reconocida por sueros de aves SPF infectadas con SG
8 Finalmente, Vega D.X.#' caracterizé parcialmente esta proteina y encontré que
era OmpA. Asi mismo reporta que la homologia en la secuencia de aminoacidos
entre SG y ST es del 98%; correlacionando el hecho de que es una proteina

altamente conservada dentro del género Salmonella. Con base en la informacion
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obtenida, se propone a OmpA como candidato para el disefio de un inmunogeno.

1.5. Proteinas de la Membrana Externa (OMP)

Las OMP constituyen el 47% del total de la membrana externa (OM). Se
clasifican, con base en el numero de copias que existen dentro de la bacteria, en

principales y menores %._

Dentro de las proteinas mayoritarias o principales se encuentran: la
lipoproteina mureina, cuya funcién es estructural, ya que estabiliza la arquitectura
del complejo OM-peptidoglicano; las porinas como OmpF, OmpC y PhoE, las
cuales participan en el proceso de difusion de pequefios solutos o iones como el
fésforo; también existen proteinas involucradas en la difusién especifica de
solutos como LamB, la cual permite el paso de maltosa y maltodextrinas a través
de la OM; por ultimo se encuentran las proteinas estructurales que dan

estabilidad a la OM, como es el caso de OmpA *.

Las proteinas minoritarias de la OM se encuentran Unicamente en
momentos especificos de ciclo celular, un ejemplo de ello es la proteina G que

esta asociada a la elongacién de la pared celular .

1.5. 1 Proteina de la Membrana Externa A (OmpA)

OmpA se encuentra altamente consevada dentro de la familia Enterobacteriaceae

45 v dentro del género Salmonella 81. Se encuentran 10° copias por célula,
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aproximadamente 45 y pesa 34 kDa en SE "'. Es una proteina termolabil que
pertenece a la familia de proteinas que forman laminas B plegadas. Esta
compuesta por una region N-terminal, la cual se ensambla en la membrana
externa por medio de 8 plegamientos beta, de manera que quedan 4 asas
expuestas hacia el espacio extracelular. La region C- terminal permanece en el

espacio periplasmico %34, En la Figura 1.1 se muestra un esquema de OmpA.

Espacio
extracelular

Membrana
externa

Espacio
periplismico

Figura 1.1 Estructura de OmpA. Representacion en cintas de la estructura de OmpA, en
micelios de dodecilfosfocolina (DPC), producida con el programa MOLMOL, tomado de Arora,
2001 %, La region N- terminal transmembranal, con sus 8 plegamientos 8, se muestra en rojo, las
cuatro asas expuestas al espacio extracelular se muestran en azul y la region C-terminal, que
permanece en el espacio periplasmico, se muestra en morado.
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OmpA participa en diversas funciones % 8:8.8  como:

» Receptor para: colicinas L y K, bacteriocina 4-59 y bacteriofagos.
« Proteina estabilizadora de OM

» Mediador para la conjugacion

» Crecimiento celular

OmpA es un monémero en su estado nativo, el cual se consideraba sin poros;
sin embargo, estudios con la proteina en bicapas lipidicas, demuestran que es
capaz de formar canales de difusién para pequefios solutos %.

OmpA se transloca a la membrana interna (IM) de manera no plegada con
ayuda del sistema de exportacion de proteinas SecA/E/Y/G. Una vez en el
espacio periplasmico, peptidasas separan el péptido seial de la proteina y la
proteina Skp se une al extremo amino terminal de OmpA y junto con el LPS

colaboran para su correcto plegamiento e insercién en la membrana externa .

Inmunolégicamente, OmpA se considera un Patrén Molecular Asociado a
Patogenos (PAMP), Ilo cuales son reconocidos por Receptores de
Reconocimiento de PAMPs (PRRs), que se encuentran en células de la
respuesta inmune innata como las células dendriticas (DC) e inician la respuesta
inmune adaptativa. Se ha demostrado que OmpA de diferentes especies
bacterianas, induce inmunidad humoral y celular, aun sin adyuvante. Estudios
hechos con OmpA recombinante de K. pneumonie revelan induccion de

produccién de citocinas en macrofagos y DC y maduracion de DC %2,
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1.6 Prevencion y control contra SE

Como parte de las medidas preventivas contra SE, es preciso establecer normas
para su control, en México, no existe ningun documento de referencia para el

control de este microorganismo en aves 0 en humanos.

Con la finalidad de disminuir el riesgo de adquirir a Salmonella en una
parvada o en una explotacion avicola, se requiere introducir aves certificadas
como libres de la enfermedad, asi como establecerse sistemas de produccion
“todo dentro todo fuera” de manera conjunta con buenas practicas de limpieza,
desinfeccion y medidas de bioseguridad eficaces 3% %.

Los principales factores de contaminacién son: personal infectado, mascotas,

fauna silvestre, roedores *, agua y alimento contaminado **.

En caso de brotes, se debe limitar el contagio, asi como optimizar el
diagnéstico de las parvadas infectadas. En USA, una vez que una parvada ha
sido diagnosticada como infectada, solo se permite la comercializacién del huevo

que produce a destinos en donde el huevo sera pasteurizado *.

La vacunacion de aves contra SE ha dado resultados satisfactorios en la

disminucioén de la incidencia de la enfermedad % 6" 959,
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1.7 Inmundgenos

En Europa y EUA se utilizan bacterinas de SE en emulsion de aceite para el
control de la enfermedad en aves de postura comercial. Esta bacterinas
disminuyen la gravedad de los signos clinicos en una infeccion contra SE
mediante la disminucion de la colonizacion de érganos y facilitando la eliminacion
del microorganismo % ¢, Sin embargo, no eliminan el estado de portador
asintomatico, es decir, una gallina que ha sido vacunada con una bacterina de
SE, se puede infectar con una cepa de campo; dicha cepa puede colonizar los
tejidos del hospedero sin causar signos clinicos de la enfermedad pero si alojarse
en el intestino del hospedador y eliminarse en heces durante periodos
indefinidos. Con lo que la infeccion se disemina y afecta a aves no vacunadas o
la bacteria se perpetua a través del material que contamina. Ademas, estas
bacterinas no confieren una proteccion satisfactoria, ante desafios con cepas de

campo de SE %%,

También se han utilizado bacterias vivas atenuadas como vacunas, con las
que se han obtenido resultados satisfactorios; sin embargo, existe un riesgo de
reversion de su virulencia, mediante transferencia horizontal de genes de

patogenicidad *" %.

Debido a que no existe ningun producto bioldgico eficaz contra SE, se han

propuesto inmundgenos alternativos que sean efectivos, econdmicos, especificos

y que mantengan una respuesta inmunitaria duradera % 1%,
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1.7.1 Vacunas de ADN

El desarrollo de las vacunas de ADN surgido a través de los esfuerzos por
estimular la inmunidad celular, partiendo del principio de que los antigenos
procesados en las células somaticas generan péptidos que se asocian con
moléculas de histocompatibilidad tipo | (MHCI), los cuales son presentados a

linfocitos CD8*, con lo que inducen su activacion 1.

Ascadi y col. ' hicieron el primer reporte de que una proteina extrana,
codificada por un plasmido transfectado a células eucariotas, podia ser
inmunogénica. Trabajaron con un gen reportero contenido en un plasmido, el cual
inocularon en musculo cardiaco de ratas, y observaron que al tratar a los
animales con inmunosupresores, la expresiéon del gen reportero era mas
duradera, con lo que concluyeron que la proteina expresada por el gen reportero
era capaz de inducir una respuesta inmunitaria. Dicho experimento, tuvo como
base, un estudio realizado por Felgner y col.' en el que demostraron la
expresion de una proteina exogena, en células musculares, transfectadas con un
plasmido bacteriano, el cual contenia un promotor de expresion para células de
mamifero. Posteriormente, éste hecho fue corroborado, con la inoculacion a
animales, de plasmidos que codificaban para proteinas como la hormona del
crecimiento humana y la antitripsina, en los cuales se detecté una respuesta

inmunitaria contra dichas proteinas "** 1%°.

Actualmente, se sabe que la vacunacion con ADN consiste en la aplicacién

de un plasmido que contiene un gen que codifica para una proteina antigénica.
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Una vez dentro del nucleo de las células transfectadas, el plasmido dirige la
sintesis de la proteina. La proteina extrafia es procesada y presentada por las
células, somaticas o presentadoras de antigeno, lo que desencadena una

respuesta inmune celular y/o humoral .

La respuesta inmunitaria que induce la vacunacion con ADN, puede ser
humoral, en cuyo caso se ha demostrado un patrén de anticuerpos IgG que
indican que se desencadena una respuesta inmunitaria timo dependiente.
También puede ser celular; en este tipo de respuesta inmunitaria se observa una
proliferacion de linfocitos T y una produccidon de citocinas, principalmente IL-2 e
IFNy. La inmunidad citotoxica mediada por células se puede activar, ya sea por la
transfeccion directa del plasmido en células presentadoras de antigeno o por la

captacion de la proteina libre por las mismas células '°.

En la actualidad se emplean diversos plasmidos como vectores vacunales. En la
Figura 1.3 se muestra un vector comercial para vacunas de ADN. Los plasmidos
utilizados como vectores poseen varios componentes genéticos importantes °’:

» promotor de algun virus patdgeno, el cual sirve para dirigir la sobre-
expresion del gen que codifica para la proteina antigénica, ejemplos:
citomegalovirus humano (CMV), virus 40 del simio y virus de la leucemia
murina.

» sefal de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (BGH), para

asegurar una transcrpcion eficiente, asi como la poliadenilacion del RNAm.
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e sitio oriC de replicacion para promover la replicacion del plasmido dentro
de una célula bacteriana.

* gen para la seleccion del plasmido, generalmente se usan genes de
resistencia a quimioterapéuticos, con la finalidad de asegurar la herencia

del plasmido a las nuevas células bacterianas.

Invitrogen

Figura 1.2 Mapa del pVAX1. Esquema del vector comercial pVAX1® (Invitrogen). Se
muestra el sitio ori para la replicacion, el promotor de CMV, el sitio multiple de clonacién donde se
mencionan las enzimas de restriccion Utiles para la clonacion, la sefal de poliadenilacion de la
BGH y el gen de resistencia a Kanamicina.

Las vias de inoculacién del plasmido vacunal son: intramuscular,
intradérmica, intranasal, cutanea, subcutanea, tdpica, intramucosal '%; los
meétodos de inoculacion, incluyen inyeccion, bombardeo con particulas de oro

coloidal (pistola de ADN- gene gun), particulas intranasales y liposomas "% 106. 107,
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106109 ] as dosis de inoculacion van desde los 50 ng cuando se utiliza la pistola de

ADN y de 100 a 400 pg cuando se inoculan por inyeccion '%.

Algunas de las ventajas de la vacunacion con ADN son: la capacidad para
inducir una respuesta inmune tanto humoral como celular, la facilidad en su
disefio genético ', son incapaces de revertir su virulencia y son mas estables a

temperatura ambiente '%.

La vacunacion con plasmidos como vectores de genes que codifican para
proteinas antigénicas bajo el control del promotor del CMV, inducen una
inmunidad protectora contra diferentes patégenos importantes que afectan a los
animales de produccion, como: Newcastle, Fiebre porcina clasica, Aujesky,

Influenza "°.
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JUSTIFICACION

Se requiere de mejores medidas preventivas contra la Salmonelosis y las vacunas
de ADN son una alternativa. La utilizacion de una vacuna de ADN con el gen
ompA de S. enteritidis podria disminuir la contaminacién de huevo por infeccion

vertical; con lo cual la incidencia de la enfermedad en el humano seria menor.
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HIPOTESIS

La vacuna de ADN con el gen ompA de Salmonella enteritidis, inoculada en

gallinas de postura, sera capaz de generar inmunidad protectora ante un desafio.

OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto protector de una vacuna de ADN contra Salmonella Enteritidis
que contenga el gen ompA, mediante su disefo, elaboracién y aplicacion en
gallinas de postura, a fin de contribuir a la eficiencia productiva de las aves y a la

salud publica

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Amplificar el gen ompA de Salmonella enteritidis mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
II. Clonar el producto de la PCR en un plasmido, para utilizarlo como vacuna de
ADN.
III. Inmunizar gallinas, para evaluar el indice de proteccion, ante un desafio con

Salmonella enteritidis.
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MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental se muestra en el diagrama de flujo de la Figura 5.1

Primera etapa: Amplificacion y clonacion del gen ompA de SE

v

Extraccion de ADN
genodmico de SE

v

Amplificacion del
gen ompA de SE

v

Clonacion del producto de PCR en
el vector pCR2.1 TOPO

v

Ensayo de restriccion para el plasmido pCR2.1
TOPO con el inserto ompA. (pIHM1)

v

Segunda etapa: Disefio y produccion de la vacuna de ADN

v

Clonacion del producto ompA-
EcoRl en el vector pVAX1

v

Ensayo de restriccion para la clonacién de
ompA-EcoRI en el vector pVAX1.

v

Purificacion de los plasmidos
pVAX1y plHD428

v

Tercera etapa: Evaluacion de la vacuna de ADN en modelos animales

v

Inoculaciéon de la vacuna de ADN
pIHD28 a gallinas de postura

v

Evaluacion del efecto protector ante un
desafio con SE patdgena

Figura 5.1 Metodologia general. Diagrama de flujo en donde se muestra la
metodologia utilizada para el trabajo experimental.
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5.1 CEPAS

Se utilizé una cepa de SE Fagotipo 13, proporcionada por el Departamento de
Produccion Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM. Asi mismo se utilizaron las cepas E. coli TOP10F'®' y E. coli DH5q,

como vectores para los plasmidos utilizados.

Todas las cepas fueron almacenadas en un ultracongelador" a -70°C en
viales con 1mL de leche descremada adicionada con 20% de glicerol (Anexo
1). Brevemente, se sembraron 5 colonias bacterianas en 10 mL de caldo LB
(Anexo 1), se incubaron durante 16 a 24 h, a 37°C en un el agitador orbital a
150 rpm"". Posteriormente, el cultivo se centrifugd" durante 15 min a 3000 X g;
se decantd el sobrenadante y la pastilla bacteriana resultante, se resuspendid
en 1mL de leche descremada con 20% de glicerol. Cuando se requirio utilizar
las cepas, éstas fueron cultivadas en agar LB (Anexo 1) o caldo LB, a una

temperatura de incubacién de 37°C durante 24 h.

Se confirmd la pureza e identidad de la cepa de SE mediante cultivo en
medios selectivos y diferenciales asi como con pruebas bioquimicas, las cuales
incluyeron: oxidasa, triple azucar hierro (TSl), acido sulfhidrico/ indol/ motilidad
(SIM), citrato, urea, lisina descarboxilasa (LD), ontinina descarboxilasa (OD),
arginina, ortonitrofenil galactosido (ONPG), utilizacién de lactosa y glucosa """

Adicionalmente, se realiz6 una prueba de identificacion utilizando el sistema

" Invitrogen ®

" Harris, DL5-14L90BDa, USA

'L ab-Line Instruments Inc.® modelo 3525, Illinois, USA
VIEC ®, modelo PR-2, Mass, USA.
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BBL™ Crystal™ Enteric/nonfermenter ID Kit' con la finalidad complementar la

tipificacion bioquimica de la cepa.

5.2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE SE CON TIOCIANATO DE
GUANIDINA

La obtencién del ADN gendémico de la cepa de SE, se realiz6 utilizando la
metodologia descrita por Pitcher DG y col. ''2. Brevemente, se utilizé un cultivo
de SE de 10 a 20 mL en caldo LB de 16 h de incubacion a 37°C en agitacion a
150 rpm"“". El cultivo bacteriano fue centrifugado durante 10 mina 3,000 X g .
El sobrenadante se decantd. A la pastilla bacteriana resultante, se le agregaron
500 pL de solucidon de lisis (Anexo 2). Se mezcld durante 5-10 min en un
agitador”". Se adicionaron 250 pL de acetato de amonio™ 7.4 M, se mezclé
nuevamente y se incubo en hielo 10 min. Se agregaron 500 pL de cloroformo*-
alcohol isoamilico™ (24:1 v/v) (Anexo 2), nuevamente se mezclé vigorosamente
en un agitador V"' durante 4-5 min. Se centrifugé a 10,000 g X" durante 5 min; el
sobrenadante se recuperé y se le agregé nuevamente cloroformo-alcohol
isoamilico. Posteriormente, el sobrenadante se precipité con 0.7 volumenes de
etanol X absoluto, se centrifugdé durante 10 min a 10,000 g X" para obtener una
pastilla de ADN; dicha pastilla se lavé con etanol al 70%, de la misma manera
que el paso anterior. Finalmente, la pastilla se secd 5 min en un desecador de

ADN My se resuspendié en 50-100 L de agua desionizada estéril.

Y BD® USA

VI ab-Line Instruments Inc.® modelo 3525, Illinois, USA
Y"IEC ®, modelo PR-2, Mass, USA.

VITT ab-Line Instruments Inc.®, Super-Mixer, 111, USA

X Merck®, Alemania.

X EM®, Alemania

X' JT Baker®, México

X TEC®, modelo Micromax, Mass, USA.

X Savant, Speed-Vac®, modelo SC110, NY, USA.
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El ADN fue evaluado en un gel de agarosa al 1%, con amortiguador TAE
(Tris-acetato-EDTA) (Anexo 2), fue tefiido con bromuro de etidio y visualizado

en un transiluminador de luz UV V.

5.3. DISENO DE INICIADORES:
Se tomé como base la secuencia del gen ompA de Salmonella typhimurium &
(GenBank: X02006) los iniciadores fueron disefiandos con el software Vector
NTI 10.0® y se seleccionaron con base en la temperatura de alineamiento
(Tm), proporcidon G+C y ubicacién de la secuencia Kozak '*® en fase con el
codon ATG de inicio.

» Sentido (ompA-S): 5 TGACGGAGTTCACACTTGT 3

» Antisentido (ompA-A): 3’ AATCCTGCTTT AACGTGG &

El la Cuadro 5.1 se muestra la secuencia nucleotidica del gen ompA de

S. typhimurium obtenida del GenBank.

5.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Los reactivos utilizados en la PCR, asi como su concentracion se muestran en

el Cuadro 5.2.

XV Fluor-S ® Multilmager,
XV Invitrogen
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gl

161

241

32l

401

431

a6l

g4l

T2l

g0l

g8l

26l

1041

1121

1201

1281

136l

GTTTTTTTIC
CALLRAL AR
AGCATALGCC

TCGTATTCGG
ATATTCATGG

TATALGTACC
GITTCHC TR
CARAGCGATG

LCATGTCTGR
TGTACAGACT
GTAGATATCG

CATCTATAGE
CGTATTTTGE

GLATAAEAACET
CGTAGC O
GLATCGCGTE

CHERAGTTCRC

GCCTCAAGTG
GTAGAGTALC

ACTTETALGT TTCCAACTAC

TGAACATTCA BAGGTTGATG
TATTGAGC &G ATCCCCCGGT

CATCTCATTG ATALCTCGTC
ATGATAACGR

TAGGGGGCCL

T&CTATTGCT CCGCGETTTTI
GOCGCTCCGA AAGATALCAC
CoGCGAGGCT TTCTATTGTG

TACTTTTTCT
CTGGTACGCT
GACCATGCL

GACACCGGCT TCATTCACAA
CTGTGLCCGE AGTAAGTGTT

CCCGTATGTT
GLGCATACAL
ABGCTCAGRG
TTCGAGTCCC
ATGGTATGGC
TACCATACCG
ATTCGEGGGE
TEAGCGCCOCG
ATGCCALCAC
TACGGTTGTG

GGCTTT Ghbd
CCerALACTTT
CGTTCAGTTG
GradGTCALC
GTGCAGACAC
CACGTCTGTG
GGTATC GAGT
CCATAGCTCA
CATCGLCACE
GTAGCCGTGR

TGATGGCCCG
ACTACCGGEE
TGHGCTACGL
ACCCGATGCT
ACCGCTARAC

ACTCATGALR ACCAACT GGG
TGAGTACTTT TGGTTGACCC

GTTGTAGECT
CAACATCTOA
GAAGGLTTTA
CTTCCTARAT

GLGCGCALALL ATGARARAGR CRAGCTATCLC

GTCGATAGCG
GETGCT 2440
CCACGATTTG
CGCAGETGCT
GCGTCCACGR

CTGGTTAGGD
FACCALTCCG
TGGGTTATCC

CGTATGCCGT ACALLGGCGL
GCATACGGCA TGTTTCCGCT

LATCACTGAC

TGGCGATTT ¢ ACCCARTAGG TTAGTGACTG

CAAGTCTALC
GTTCAGATTG
ATGCTATCAC
TACGATAGTG

GTCCCTRGCG
CAGGGACCGC
CCOTGAARTC
GLEACTTTAG

GCCCGTCTAC

GATCTGGACT
CTAGACCT A
TARAGACCAC

CGGGCAGATG ATTTCTGGTG
GCAACCCLTE THGARTACCA
COTTGGGCAG ACCTTATGET

CGTCCGGACA ACGGOCTGCT
GCAGGECTGT TGCCGHGAC GL

Gi GCGTAGET
CTCGCATCCA

GCTCCGGTAG TAGCTCCGEC

CLAGGCCATE
CARCTTCALC

ATCGAGGLCE
LAATCTACCC

ACCAGCTCCG
TGETCGAGEC

GCTCCORAAG TACAGLC CAL

CLAGGCCTTC

GTTGAAGTTE TTTAGATGGE
Criddrd CGE TTCOGTTGTC
GCTTTCTGCC AAGGCAACAG

TGAAGOCGGA AGGCCAGCAG
ACTTCGGCCT TCCGGTCGTC

ATGTCTGGTT
GCTCTGEATE

GTTTCCTACC
CABAGRATGE
GCACTTCACT
CGETGALGT L
LGCTGTACAT

CoAGACCTAG TCGACATGTL

GTTCTGGGCT

TCACTGACCG TATCGETTCT

CAAGACCCGA AGTGACTGGE

ATAGCCAALL

CGTGETCAGT
GLACGAGTCL

CTGTTGTTGL
GACALCLRCT

TEACCCGGTT ACCGGCARCL
ATTGGGCCAL TGGCCGTTGT
TaGAGATCGAE AGTTAAAGGE
ATCTCTAGCT TCAATTTCCG
CGCGGETTTT TTGETCTGGET
GCGCCCAALL AACGAGACCH
ABCGTGGTCA TTTGCCGTGR
TTGRCACCAGT AARCGGCACT

TTACCTGATC

TCCARAGGTAE TTCCGTCTGL

LATGGACTAG AGGTTTCCAT A&GGCAGACT

CCTGTGACAL
GLACACTGTT

COTGALACCT
GCACTTTGGA

CGCGETHCCE

GACGCTTACL
CTGCGAATGT
CatdadTCTCC
GTTTTAGRGG
TGATCGATTG

GTTAALGACG TGGTAACTCA

CAATTTCTGC

ACCATTGAGT

GCGCGAC GGG ACTAGC TALC
GCCGCAGGCT TRAGTTTCCG
CGGCGTCCGL ATTCARAGGD

TTACATCGCC
AATGTAGCGG
ACCGTGTTAT
TGGCACAATR
GATTGCRAGT &
CTAACGETCAC
TGGECTEETE
ACCCGACCAG
TTTGGTGETT
ABLCCACCAR
CARCATCALT
GTTGTAGTTA
TTTATACCCG
ABATATGRGGC
GACACCHGCG
CTGTGECCGE
GTGGACTALC
CACCTGATTG
GTTTCGHCCA
CabdGOCGET
CTGAAGTCT G
FACTTCAGLC
CCAGCTRAGE
GLTCGACTC G
ACCAGGETCT
TGGTCCCAGR
GLACGTGGTA
CGTGCACCAT
CCTGGETCCG
GrACCEAGGE

AGGFGETGCTC
TCCCCACGAG
CTCGTTGGAG
GAGCALCCTE
GCRACTGRC TR
CGTGACCGAC
TCAGTACCAT
LGTCATGGTL
ACCAGGTTAL
TGETCCARTT
GGCGCTTATA
CCGCGAATAT
TCTGGETGET
LGACCCACCL
TITCCCCGGT
LA GGGGCCA
LACATCGLTG
TTGTAGCCAC
GCAAGRAGCT
CGTTCTTC G4
LCGTACTGTT
TGCATGAC AL
LACCTGGATC
TTrEACCTAG
GTCCGAGLLL
CAGGCTCTTT
THFGCGAATC
ACCCGETTAG
GATCGTCGCG
CTAGCAGC GC

CTGGATGACA ACGCCTTTCA
GACCTACTGT TGCGRALAGT

GCGTTACTTC

TTGCCTARTR

CGCAATGAAG AACGGATTAT

TCTGATAAEE AACCCOGCGT
AGACTATTTT TTGGGECGCL
ACGCCTGTAL ATCCTGCTTT
TGCGGEACATT TAGGACGARR

CATATTTCTC

TTTATGETCC

Ak

GTATALAGAG ABATACGAGG TT

Cuadro 5.1 Gen ompA. Secuencia nucleotidica del gen ompA de S. typhimurium. Codon
de inicio y de término en rojo, en azul los iniciadores, en morado la secuencia para el péptido
sefal y en verde el sitio kozak en fase +1.
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Reactivo Concentracion

Taq polimerasa 1 U/l
Magnesio 2.5 mM
Amortiguador 10X 50 mM
ATP, GTP, TTP, CTP Equimolar: 10 mM

OmpA-S 220 pM
ompA-F 220 pM

ADN 100 ng

Vol. final 50 i

Cuadro 5.2 Reactivos utilizados para la PCR de ompA. Se sefialan las
concentraciones utilizadas de cada uno de los reactivos. Reactivos de la marca Invitrogen®.

Las condiciones establecidas en el termociclador *¥' para la PCR se

muestran a continuacion (Figura 5.2):

1) Desnaturalizacidn 3) Extension

o
e 2) Alineamiento 720C

I \ '

5 min 1:15 min 2 '
43.52C /1:45 min 5 min

Ny o o

33 ciclos

Figura 5.2 Condiciones de la PCR. Condiciones de temperatura y ciclos, en la PCR
para ompA 'y sopE, establecidas en el termociclador.

Como control positivo se utilizé al gen de sopE y los iniciadores utilizados

fueron:

*VI' Techne, Techgene®, Inglaterra
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» Sentido (sopE-S): 5 GTG ACA AAAATAACT TTATCT 3
* Antisentido (sopE-A): 3 GGG AGT GTATTG TAT ATATTT 5
Dichos iniciadores amplifican un fragmento del gen de aproximadamente 700

pb.

La PCR para el control positivo se realizd6 de la siguiente manera: la
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL; dicha reaccion contenia
5 pL de amortiguador 10X "' (50 mM), 2 uL de MgCl *""' (2.5 mM), 1 pL de
dinucleotidos trifosfatados "' (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (10 mM equimolar),
2 pL de cada oligonucleétido (220 pM), 2 uL de ADN (200 ng), 1 uL de Taq

VI (2 U), agua libre de pirégenos cbp 50 uL '**. Las condiciones

polimerasa
establecidas en el termociclador **' fueron las mismas que se utilizaron para la

PRC de ompA.

El producto de la PCR fue evaluado en un gel de agarosa al 1% con
amortiguador TAE, el gel fué tefiido con bromuro de etidio y se visualizé con un

transiluminador de luz uv ",

5.5. CLONACION DEL PRODUCTO DE LA PCR en el vector pCR2.1 TOPO
El producto de PCR ompA de SE fue clonado en el vector pCR 2.1 TOPO TA

cloning **

, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, la
mezcla para ligar el producto de PCR se realizé de la siguiente manera: 1 L
de vector, 3 yL de producto de PCR, 1 pyL de solucion amortiguadora; los

componentes fueron mezclados gentilmente. Se dejé incubar 5 min a

I Tnvitrogene®
VI Elyor-S ® Multilmager,
X Invitrogen®
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temperatura ambiente y posteriormente se incubd en bafo de hielo. La
construccion resultante se utilizé para transformar células TOP10F %,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, a un vial con
células TOP10F" se le agregaron 2 yL de reaccién de ligazén mezclando
gentilmente. La reaccion se incubd 30 min en hielo. Posteriormente se le dié un
choque térmico de 30 seg a una temperatura de 42°C XX La reaccién fué
transferida inmediatamente a hielo; se afnadieron 250 pL de medio SOC (Anexo
1) a temperatura ambiente y se incub6 1 h a 37°C, en posicion horizontal, con

agitacion de 200 rpm "X

. Finalmente se sembraron 100 uyL de células
transformadas en agar LB atemperado a 37 °C y adicionado con 50 yg/mL de
kanamicina (Km) *™ 16 mg de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-

V'y 0.8 mg de IPTG (Isopropylthio-R-D-galactosido) *V. Las

galactosido)
cajas, con las células transformadas, se incubaron a 37°C, durante 16 a 24 h.
Después del periodo de incubacion, fueron refrigeradas ' a 4°C toda la

noche. Las clonas transformadas se seleccionaron por complementacion alfa

"% y se conservaron las colonias blancas.

5.6. EXTRACCION DE PLASMIDOS BACTERIANOS

La extraccion de plasmidos bacterianos se realizd con el método de lisis

115

alcalina, mini-prep, descrito por Sambrook J y col. con algunas

modificaciones. Brevemente, una colonia bacteriana fue cultivada en 10 mL de

** Invitrogen®

XXI precision Scientific, modelo 26, 111, USA.

XX ab-Line Instruments Inc.® modelo 3525, 11, USA.
XX nvitrogen®, China.

XXV promega ®, USA

*V Invitrogen®, Italia.

VI Nieto®, modelo REB450.
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caldo LB con Km V!

a una concentracion de 50 pg/mL, a 37°C y agitacion de
150 rpm, " durante 16 a 24 h. El cultivo se centrifugé “** durante 10 min a
3000 X g. El sobrenadante se decantd y se eliminaron las gotas residuales por
aspiracién. Una vez que se obtuvo una pastilla bacteriana lo mas seca posible,
se agregaron 100 pL de solucion | (Anexo 2) y se mezcld vigorosamente en un
agitador XX se incubd 10 min a temperatura ambiente, posteriormente se
agregaron 200 pL de solucion Il (Anexo 2) recién preparada, se mezclo
gentilmente invirtiendo el tubo 5 veces, se incubd 10 min en bafio de hielo. Se
adicionaron 150 pL de solucion Il fria (Anexo 2), nuevamente se mezcl6 en un

agitador

, colocando el tubo en posicion invertida, durante 10 seg y se
incubo en bafio de hielo durante 3 a 5 min. Posteriormente se centrifugd a
12,000 X g ™, 5 min a 4°C y el sobrenadante fue colectado en un micro tubo
nuevo. EI ADN contenido en el sobrenadante, se precipité con dos volumenes
de etanol a temperatura ambiente, se mezcld vigorosamente en un agitador ***
y se centrifugé nuevamente con las condiciones anteriores. El sobrenadante
se decantdé y la pastilla de ADN resultante, se dejo lo mas seco posible,
posteriormente se agrego etanol al 70% frio, se mezclo y se centrifugd como en
el paso anterior. Finalmente, el sobrenadante fue desechado y la pastilla fué

N XXX

desecada 5 min en un desecador para AD y se resuspendi6 en 20 yL de

agua desionizada estéril. De esta manera se conservo a 4°C hasta su uso.

XV nvitrogen®, China.

XXVITT ab-Line Instruments Inc.® modelo 3525, I11, USA.
XXXEC ®, modelo PR-2, Mass, USA.

XXX Lab-Line Instruments Inc.®, Super-Mixer, 111, USA.
XX Eppendorf ® , modelo 5415 R,

XXX Savant, Speed-Vac®, modelo SC110, NY, USA
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Las extracciones de los plasmidos fueron evaluadas en un gel de agarosa al
1%, con amortiguador TAE, tefiido con bromuro de etidio y visualizado en un

transiluminador de luz UV X,

5.7. ENSAYO DE RESTRICCION PARA EL PLASMIDO pCR2.1 TOPO CON
EL INSERTO DEL PRODUCTO DE PCR ompA (plHM1).

El disefio de los ensayos de restriccion se realizé con el programa Vector NTI
10.0® ™V se tomaron como referencia la secuencia del gen ompA de S.
typhimurium reportada por Freudl R y Cole ST ® con nimero de acceso al
GenBank: X02006, ademas de la secuencia del plasmido pCR2.1 TOPO®
reportada por el fabricante. Al plasmido con el inserto del producto de la PCR
para ompA de SE, le identific6 como pIHM1, del cual se muestra un mapa en la

Figura 5.3, obtenido con el programa Vector NT 10.0®.

Con la finalidad de corroborar que el producto de la PCR se hubiera
clonado en el pCR2.1, se disefid un ensayo de restriccion, el cual incluyo a la
enzima EcoRl **V Esta enzima liberd al inserto, producto de la PCR, del
pCR2.1. Asi mismo se disefiaron ensayos de restriccion con las enzimas
EcoRV 'y BamH1 " con el objetivo de determinar que el producto de la
PCR conservara los sitios de restriccion de la secuencia nucleotidica del gen

ompA de ST registrada en el GenBank.

XXX Elyor-S ® Multilmager,
XXV nvitrogen®
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Ecdll{5271)

BamHI(5240) . Sitio 3'-Tde clonacién
Promotor Iac/f,'\“

Origen pUC

——  EedV(8o)
ompA de SE

_7_7BamI-II(940)

Sitio 3'-Tde clonacion

pIHM1

EedR1(1358)
5281 bp o
Eed®V (1370)

Promotor 17

Amp(R)
Origen f

Promotor Kan
Kan(R)

Figura 5.3 Mapa del plasmido pIHM1. EI plasmido contiene al inserto del producto de
la PCR para ompA de SE. Se muestran las enzimas de restriccion que digieren al plasmido
dentro del producto de PCR y fuera de él. Se resalta la enzima EcoRI la cual libera al producto
de PCR

La digestion de los plasmidos se llevo a cabo de la siguiente manera: en
un volumen total de 10 uL, fueron colocados 2 uL de plasmido, 1 uL de enzima,
1 yL de amortiguador especifico para cada enzima y 6 YL agua desionizada

estéril. La reaccidn se incubo durante 1 h a 37°C en bario Maria ***V.

5.8. PURIFICACION DEL INSERTO ompA-EcoRI del vector pIHM1.
El plasmido pIHM1, fue digerido con EcoR1 V! de la misma manera en que
se describio anteriormente. El producto de la digestion, ompA-EcoRlI, fue

purificado de un gel de agarosa al 1% mediante la utilizacion de un paquete

XXXV Fisher Scientific ®, modelo 5L-M, Pitts, USA
XV Invitrogen®
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comercial V!

y con las recomendaciones del fabricante. Brevemente, el gel
de agarosa fue tefiido con bromuro de etidio. Una vez identificado el fragmento
liberado en el gel, éste fue cortado y se colocd en un micro tubo y se le agrego
la solucién amortiguadora QG en una proporcion 3:1. Se dejo incubar V!
durante 10 min a 50°C. El contenido fue mezclado cada 2 min para licuar el gel.
Se agregé 1 volumen de isopropanol y se mezclé en un agitador . La
mezcla resultante fue transferida a una columna de purificacién, la cual fue
centrifugada * durante 1 min a 17,900 X g, el liquido obtenido fue desechado y
a la columna se le agregaron 0.75 mL de amortiguador PE. La columna fue
centrifugada nuevamente y el liquido resultante se conservo en un microtubo
nuevo a -20°C, hasta su uso. El material genético resultante, ompA-EcoRI, fue

cuantificado en un espectofotdmetro ™

, con una longitud de onda de 280 nm.
5.9. CLONACION DEL PRODUCTO ompA-EcoRl en EL VECTOR pVAX1.

El vector pVAX1® ™" se linearizo, mediante una digestion con EcoR1 ", como
se describié anteriormente. Posteriormente se realizd una reaccion de ligazon
con una proporcion inserto:vector (ompA-EcoRI: pVAX1) de 4:1 con una unidad
de enzima T4 ligasa *. Se dej6 incubar durante 24 h a 12°C*". La reaccion
de ligazon resultante se utilizd para transformar células E. coli DH5a por el

método de transformacion quimica con cloruro de calcio '*°.

La transformacion
se llevo a cabo con la metodologia utilizada para la transformacion de células

TOP10F’, descrita anteriormente. Finalmente se sembraron 100 pyL de células

XOVIE OJAGEN®

XXXVIL precision Scientific, mod. 26, 111, USA

XXXIX T ab-Line Instruments Inc.®, Super-Mixer, 111, USA
XL Eppendorf ® , modelo 5415 R,

XU Ultrospec 3000, Pharma Biotech, Inglaterra

X nvitrogen ®

XL Haaek Fisions, mod. K20, Alemania
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transformadas en agar LB, atemperado a 37°C y con 50 ug/mL de Km *. Las
células fueron incubadas a 37°C durante 24 h. Las clonas transformadas se
seleccionaron por resistencia a la Km y se les realizd una extraccion de

plasmido siguiendo la metodologia anteriormente descrita.

5.10. ENSAYO DE RESTRICCION DE LA CLONACION DE ompA-EcoRI EN
EL VECTOR pVAX1.

Con la finalidad de corroborar que el gen ompA se encontrara dentro del vector
y de conocer la direccion en la que se clono el marco abierto de lectura (ORF)
del gen, se disefid un ensayo de restriccion para ompA-EcoRI clonado en el

vector pVAX1 *V, con la utilizacion del software Vector NTI 10.0® *"

y
tomando como referencia la secuencia de ompA-EcoRI del plasmido plHM1,

ademas de la secuencia del plasmido pVAX1® reportada por el fabricante.

Los mapas de los plasmidos esperados, fueron elaborados con base en
la direccion de lectura del ORF de ompA, para determinar los sitios de
restriccion presentes en la secuencias nuclotidicas y con esto determinar el
sentido de clonacion del ORF. En las Figuras 5.4 y 5.5 se muestran los mapas
de los plasmidos esperados, los cuales se obtuvieron con el software Vector
NTI 10.0°. Se muestran los sitios de restriccion para diferentes enzimas,
ademas del fragmento ompA-EcoRI clonado con su ORF en direccidén correcta
de lectura y en direccion inversa, con respecto a la direccion de lectura del
promotor de CMV, los plasmidos se identificaron como plHD428 y plHDS,

respectivamente.

XUV Invitrogen ®
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El ensayo de restriccién incluyo a las enzimas EcoRIl *, EcoRV ***V y
BamHI V. Las condiciones de digestién fueron las mismas utilizadas para el

plasmido pIHM1.

5.11. OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS pVAX1 y
pIHD428

Se utilizd el método Maxi-prep de lisis alcalina, descrito por Sambrook y col.
Error! Bookmark not defined. Broyemente, se realizd un cultivo primario, donde se
inocularon 2 colonias bacterianas en 30 mL de caldo LB con Km ' (50
pg/mL), el medio fue incubado de manera estandar y su densidad optica
(ODggo) "' se monitoreé hasta que alcanzé 0.6. Posteriormente, 50 mL de
cultivo primario, fueron sembrados en un litro de caldo LB con Km. Se incubd
durante 18 h de manera estandar. El cultivo fue centrifugado durante 15 min,
4°C y 3,500 X g ™. El sobrenadante se decanto, la pastilla bacteriana se
resuspendid con 500 mL de amortiguador STE (Anexo 2) y nuevamente se
centrifugd. La pastilla resultante se resuspendié con 36 mL de Solucién |

(Anexo 2), se le agregaron 4 mL de lisozima ™ (

10 mg/ mL), posteriormente
se agregaron 80 mL de Solucion Il (Anexo 2) y después se agregaron 40 mL de

Solucién Il (Anexo 2). La mezcla se centrifugé *-""" durante

XV Invitrogen®

XV Invitrogen®, China.

XV pharmacia Biotech, mod. Ultrospec 3000, Inglaterra
XLV BecKman, mod. J2-21, Rotor JA-10, USA

XUX Boehringer Mannheim, Alemania
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Figura 5.4 Mapa del plasmido plHD428. EI plasmido esta formado por el vector
pVAX1 con el inserto ompA-EcoRl, en el cual el ORF del gen se clond en direccion correcta de
lectura con respecto a la direccion de lectura del promotor de CMV. Se muestran los sitios de
corte para las enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV y BamHI.

Crigen pUC Promotor del CRMW

Promotor T7
o —BamHI )
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pIHDS
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Figura 5.5 Mapa del plasmido plHD8. El plasmido esta formado por el vector pVAX1
con el inserto ompA-EcoRI, en el cual el ORF del gen se clon6 en direcciéon incorrecta de
lectura con respecto a la direccion de lectura del promotor de CMV. Se muestran los sitios de
corte para las enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV y BamHI.
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una hora a 4°C y 10,000 X g, el liquido resultante se transfirié a un tubo nuevo
y se centrifugé - 20 min, a 18,000 X g y 4°C. El plasmido fue precipitado con
0.6 volimenes de isopropanol "' y se centrifugé. La pastilla de ADN resultante
fue lavada con 1 volumen (10 mL) de etanol " frio al 70%. Finalmente la
pastilla fue resuspendida en 500 pL de amortiguador Tris-EDTA (TE) (Anexo 2).

Los plasmidos fueron purificados mediante lavados con fenol-cloroformo ''°.

5.12. INOCULACION DE LA VACUNA DE ADN pIHD28 A GALLINAS DE

POSTURA.

Se utilizaron 40 gallinas de la linea comercial Bovans, de 25 semanas de
edad. Se comprobd que las aves estuvieran libres de Salmonella sp mediante
la prueba de aglutinacion en placa con el antigeno K polivalente “". Las aves
fueron alojadas en la unidad de aislamiento del animalario del Departamento de

Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

Se evaluo el efecto de la vacunacion y la revacunacion (V+R) utilizando
la vacuna de ADN plHD428 (grupos experimentales) y el plasmido pVAX1
(grupos controles) en dos formas de inoculacion: intradérmica (ID) e
intramuscular (IM), lo que gener6 4 tratamientos. Para cada uno de ellos se
consider6 que la unidad experimental fue una gallina y el numero de

repeticiones fue igual a 10.

Y BecKman, mod. J2-21, Rotor JA-10, USA
Y J.T. Baker, México

Y'Merck®, Alemania

H'PRONABIVE
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Las 40 gallinas fueron agrupadas en cada uno de los 4 tratamientos, con

6

base en el disefio experimental completamente aleatorizado ''°; a continuacion

se describen:

Tratamiento 1 (T1). Control/ inoculaciéon intradérmica. 10 gallinas fueron
inoculadas con 300 ug de plasmido pVAX1 por via intradérmica en el pliegue

del ala.

Tratamiento 2 (T2). Control/ inoculacion intramuscular. 10 gallinas fueron
inoculadas con 300 pg de plasmido pVAX1 por via intramuscular en el musculo

pectoral.

Tratamiento 3 (T3). Grupo experimental/ inoculacién intradérmica (ID). 10
gallinas fueron inoculadas con 300 pg de vacuna de ADN pIHD28 por via

intradérmica en el pliegue del ala.

Tratamiento 4 (T4). Grupo experimental/ inoculacién intramuscular (IM). 10
gallinas fueron inoculadas con 300 pg de vacuna de ADN pIHD28 por via

intramuscular en el musculo pectoral.

Los animales se vacunaron el dia 0 y se revacunaron el dia 21 del

experimento.

En el Cuadro 5.3 se muestran los cuatro tratamientos utilizados y en la

Cuadro 5.4 se resumen las actividades realizadas a lo largo del experimento.
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Via de Inoculacién (VI)

Intradérmica (ID) Intramuscular (IM)
pVAX1 T1 T2
(Grupos control) (300 pg) (300 pug)
plHD428 T3 T4
(Grupos experimentales) (300 pg) (300 pug)

Cuadro 5.3 Diseno experimental. Esquema del disefio experimental para la
vacunacion (V+R) de las unidades experimentales, donde se utilizé el plasmido pI[HD428 como
vector vacunal (experimental) y el pVAX1 como control negativo de la vacunacion, ademas se
probaron por dos diferentes vias de inoculacién (VI), intradermica (ID) e intramuscular (IM). Se
inocularon 300 pg de plasmido a cada gallina.

DIA 0 21 28 32 46

ACTIVIDAD

Vacunacioén X X

Aglutinacion X* X* X*

Desafio X **

Sacrificio X *

Coleccion de érganos X

Muestreo de huevo A partir del desafio
y hasta el final,
cada tercer dia.

Monitoreo de la produccién de huevo Durante todo el experimento

Cuadro 5.4 Cronograma del diseiio experimental. Cuadro donde se muestran las
actividades realizadas durante el experimento. * Antigeno K polivalente, ** 2.3 x 10° UFC de
SE, *** dislocacion cervical.
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5.13. VARIABLES ESTUDIADAS DURANTE EL EXPERIMENTO

Con la finalidad de evaluar la respuesta inmunitaria protectora conferida a las
gallinas después de la vacunacién con el plHD428 y ante el desafio con SE

patdgena, se midieron las siguientes variables:

5.13.1. UFC de SE/g de 6rgano

En la Figura 5.6 se resume la metodologia que se siguioé para medir la cantidad

de UFC/g de 6rgano, de SE en higado, bazo y ovario.
Metodologia

a. Coleccién de érganos: el dia 32 del experimento, los animales fueron
desafiados con una suspension de SE viva patdgena por via oral y con
un titulo de 2.3 X10° UFC/mL. Catorce dias después las aves fueron
sacrificadas mediante dislocacion cervical de acuerdo con las
especificaciones del Manual de manejo de animales de laboratorio """ y
de la NOM-062-Z0O0-1999 '"®. De cada ave se colecto el bazo, higado y
ovarios y fueron utilizados como unidades de observacion.

b. Procesamiento de los 6érganos colectados: los d&rganos se
congelaron a -20° C hasta su utilizacion. Para trabajarlos, primero se
pesaron y con base en su peso, se hizo una dilucién 1/10 de todo el
organo con solucidén salina fisiologica estéril (SSF). Posteriormente
fueron triturados por compresién, de manera que se hiciera una
suspension, de la cual se pudiera tomar 1 mL. El mililitro obtenido fue
sembrado en 9 mL de caldo selenito. Los cultivos fueron incubados a

42°C durante 18 h. Pasado el tiempo de incubacién, se tomé 1 mL del

47



cultivo y a partir de él, se hicieron diluciones décuples seriadas con
SSF, de 10 hasta 107. De las diluciones, se tomaron 100 uL, y se
plaquearon en agar verde brillante (VB). Dichos -cultivos fueron
incubados a 37°C durante 24 h. Una vez incubados se hizo el conteo de

UFC. Todos los 6rganos se trabajaron por duplicado.

Organos colectados

'

Macérado
con lSSF

Triturado con SSF

v

Caldo Selenito
18 h, 42°C

Agar VB
24 h, 37°C

l

Conteo de
UFC/ mL de 6rgano

Figura 5.6 Evaluacion de higado, bazo y ovario. Diagrama de flujo en donde se
ilustra la metodologia utilizada para la evaluar la cantidad de UFC/g, a partir de higado, bazo y
ovario, expresada en UFC/g de érgano
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c. Analisis estadistico: Para analizar los resultados de los cuatro
tratamientos, donde la unidad de analisis fue UFC/g de érgano se utilizd

la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis, basada en intervalos """ '"°

5.13.2. Presencia de SE en intestino
En la Figura 5.7 se resume la metodologia utilizada para aislar SE a partir de
muestras de intestino.

Metodologia:
a. Al momento del sacrificio, también se tomaron muestras de intestino

delgado, con la finalidad de determinar si habia presencia de SE y de
ésta manera inferir su eliminacion en heces.

b. Los intestinos se trabajaron de la siguiente manera: se tomé 1 g de
intestino de cada muestra y se sembré en 9 mL de caldo selenito. Los
cultivos fueron incubados a 42° C durante 18 horas, posteriormente se
tomo una asada del caldo selenito y se sembré en agar MacConkey
(McC) y VB. Las cajas de Petri con agar se incubaron a 37° C durante
24 h. Se buscaron colonias lactosa negativas como sugerentes a
Salmonella sp y posteriormente se tipificaron bioquimicamente utilizando

las pruebas de: TSI, SIM, citrato, urea, LD, OD, arginina y ONPG.

YV Por intervalo de una observacion se entiende lo siguiente. Sean n observaciones Xj, Xy, ..., Xy, Si las
observaciones se ordenan de menor a mayo valor, el intervalo de una observacion es la posicion que
ocupa esa observacion en la muestra ordenada.
Ejemplo: Muestra: 20 (1), 30 (2), 15 (3)

M. oredenada: 15 (3), 20 (1), 30 (2)

Intervalo: 3, 1, 2
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5.13.3 Presencia de SE en huevo

En la Figura 5.7 se resume la metodologia utilizada para determinar la
presencia de SE en huevo.

Metodologia:

a. A partir del desafio se tomaron 2 huevos de cada grupo experimental
cada tercer dia. Los huevos fueron lavados con agua y jabon.
Posteriormente se desinfectaron con alcohol, a los 2 huevos se les
rompio el cascaron y el contenido fue vaciado en un recipiente estéril,
las claras y las yemas se homogenizaron y de ahi se tom6 1 mL para
sembrarlo en 9 mL de caldo selenito, los cultivos se incubaron durante
18 horas a 42°C. Una vez pasado el tiempo de incubacion se tomo una
asada del caldo selenito y se sembr6 en agar McC y VB. Las cajas de
Petri se incubaron a 37°C durante 24 h. Se buscaron colonias lactosa
negativas como sugerentes a Salmonella sp y posteriormente se
tipificaron bioquimicamente utilizando las pruebas anteriormente

mencionadas.
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Desinfeccion
del cascardon

A 4

Homogenizacion
de claray yema

Caldo Selenito
18 h, 42°C

Agar McC y VB
24 h, 37°C

Colonias lactosa negativas

Pruebas
bioquimicas

Figura 5.7 Evaluacién de intestino y huevo. Diagrama de flujo en donde se muestra
la metodologia que se siguio para evaluar la presencia de SE en intestino y la de SE en huevo.

5.13.4 Deteccidén de anticuerpos aglutinantes

Se determind la presencia de anticuerpos capaces de dar una reaccion de

aglutinacion positiva; donde la unidad de observacion es la muestra de sangre

de cada gallina y la unidad de analisis fue positivo o negativo.

Metodologia:

a. Los dias 0, 21 y 28 del experimento, se tomaron muestras de sangre
completa de la vena radial a todos los animales, para determinar la

presencia de anticuerpos contra SE mediante aglutinacién con el

antigeno K polivalente "' %.

LV PRONABIVE
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5.13.5 Produccién de huevo a lo largo del experimento.

Metodologia:

a.

C.

La producciéon de huevo se registr6 diariamente para cada grupo
experimental.
Se determind el porcentaje de postura semanal (PPS), basado en la

8 ' El calculo se

ecuacion propuesta por Quintana-Lépez JA, 197
realizo de la siguiente manera:

PPS %= 100 *[(Total de huevos por semana/ 7) / numero de gallinas]

Analisis estadistico: se compararon las proporciones de los porcentajes
de postura semanal entre los cuatro grupos en estudio (Tx 1. Control/ via
intradérmica, Tx 2. control/via intramuscular, Tx 3. vacuna + refuerzol/v.
intradérmica, Tx 4. vacuna + refuerzo/v. intramuscular), esto es, se
realizaron las comparaciones por parejas (tipo comparaciones multiples
de medias), resultando 6 comparaciones de proporciones '°. El
estadistico de prueba fue el de Zc ''°. A manera de proteger el error por
experimento ag se utilizo el principio de Bonferroni, el cual consiste en
dividir el nivel de significancia a=0.05 entre el numero de comparaciones
Error! Bookmark not defined.

lo cual resulté en un ag=0.008. Dado que la

hipétesis a contrastar fue:

Ho: =112 vs Ha: m# 115; 1<i#i<6
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El a.= 0.008 se dividid nuevamente entre dos, por ser una prueba de dos
colas, obteniéndose un a= 0.004. En consecuencia, las tablas de la

distribucion normal estandar proporcionaron un valor critico Z.004= 2.71
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RESULTADOS

6.1 DETERMINACION DE LA PUREZA E IDENTIDAD DE LA CEPA DE

Salmonella enteritidis (SE).

El cultivo de SE mostré ser puro ya que desarrollé colonias redondas, lisas,
opacas, de borde entero y 2 mm de diametro aproximadamente. Las pruebas
bioquimicas realizadas, asi como la prueba de BBL Crystal®, indican que la cepa
de SE no se encontré contaminada y que ademas pertenece a Salmonella enterica

del subgénero |, dentro del cual se encentra SE. En el Cuadro 6.1 se muestran los

resultados de las pruebas bioquimicas.

PRUEBAS

BIOQUIMICAS
Oxidasa
Lactosa
Crecimiento en agar
McC
Crecmiento en agar VB
TSI
SIM
Citrato
Urea
Lisina
ONPG
Arginina
Dulcitol

RESULTADO

+ 1

+

Reaccion 2
+/-/+

+

+

Cuadro 6.1 Tipificacion bioquimica de SE. Resultados de las pruebas bioquimicas

realizadas a la cepa de SE.
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6.2 EXTRACCION DE ADN DE SE
En la Figura 6.1 se muestra el ADN gendmico de la cepa de SE. El rendimiento, a

partir de 2.25 mL de cultivo bacteriano, fue de 975 ng/ uL de ADN.

1 2

23,130 pb

Figura 6.1 ADN gendmico de SE. Fotografia de un gel de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio, donde se muestra el ADN genémico de SE. Carril 1: ADN genémico de SE, carril
2: marcador de peso molecular A Hind 111

6.3 AMPLIFICACION DEL GEN ompA DE SE

En la PCR se amplificé un fragmento de 1350 pb aproximadamente, que
corresponde con el esperado del gen ompA de SE. Con base en el disefio de
iniciadores y en la secuencia del gen ompA de ST (GeneBank: X02006), dicho
fragmento contiene la secuencia para el péptido sefial y el sitio Kozak, como se

muestra en el Cuadro 5.1

Como control positivo de la PCR, se amplificé una secuencia del gen sopE

de Salmonella sp que tiene un tamafio aproximado de 700 pb. Los productos de

amplificacion de la PCR, ompA y sopE, se muestran en la Figura 6.2
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1,636 pb
1,350 pb

1,018 pb
800 pb

517/ 506 pb

Figura 6.2 Producto de la PCR para ompA. Fotografia de un gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio, donde se muestra la amplificacion del gen ompA de SE. Carril 1:
marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2: control positivo sopE de SE, carril 3: ompA de SE, carril
4: control negativo.

6.4 CLONACION DEL PRODUCTO DE LA PCR EN EL VECTOR pCR2.1 TOPO

Se seleccionaron colonias blancas de las células TOP10F’ transformadas con el
vector pCR2.1 TOPO TA. A partir de las clonas seleccionadas, se extrajeron
plasmidos con el método de lisis alcalina y se les realizdé un analisis de restriccion;
los productos de la digestion fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%, en
amortiguador TAE. Con la enzima EcoR1, se visualizaron dos fragmentos, uno de
ellas de 1368 pb aproximadamente que correspondié al producto de PCR de
ompA, el otro fragmento correspondié al plasmido pCR2.1 en su forma linear, con
un peso de 3913 pb. También se realizé un ensayo de restriccion con las enzimas
BamH1 y EcoRV, con la finalidad de determinar que el producto de PCR tuviera los
sitios de restriccion reportados para la secuencia del gen ompA de ST. Se
obtuvieron dos plasmidos plHM1, uno de ellos con el inserto clonado en direccion

correcta de lectura y el otro en direccion inversa. Con la enzima BamH1 se
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obtuvieron dos fragmentos, uno de 4,300 pb y otra de 981 pb; para el plasmido con
el inserto en direccion correcta de lectura. Con la misma enzima, pero para el
plasmido con el inserto en direccion inversa de lectura, se obtuvieron dos
fragmentos, uno de 4,832 pb y otro de 449 pb. Con EcoRV se obtuvieron dos
fragmentos, uno de 3,991 pb y otro de 1,290 pb, para el plasmido en direccién
correcta de lectura; para el plasmido con el inserto en direccion inversa, se

obtuvieron dos fragmentos, uno de 5,183 pb y otro de 98 pb.

Estos resultados fueron comparados con la simulacion electrénica del patrén
electroforético de las digestiones enzimaticas, el cual se muestra en la Figura 6.3.
Asi mismo, en la Figura 6.4 se muestra el gel de agarosa en el que se visualizaron

las digestiones enzimaticas del plasmido.

Con base en estos resultados se confirma la amplificacién del gen ompA de
SE, asi como su clonacion en el vector pCR2.1, con lo que se obtuvo el plasmido
pIHM1, a partir del cual se obtuvo el fragmento ompA-EcoRI, mediante la digestion

del plasmido con la enzima EcoRI.

6.5 CLONACION DEL PRODUCTO ompA-EcoRI EN EL VECTOR pVAX1®

El gen ompA de SE, flanqueado por sitios de corte EcoRl, se subcloné en el vector
pVAX1, de tal manera que se obtuvieron dos plasmidos, pIHD428 y plHDS8, los
cuales contenian el gen ompA en direccidén correcta de lectura y direccion inversa
de lectura, respectivamente, con respecto a la localizacion del promotor de

citomegalovirus (CMV) del pVAX1.
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Para determinar la direccién del ORF se disefidé un ensayo de restriccion con
las enzimas EcoRIl, BamH| y EcoRV y se obtuvd una simulacion electrénica del
patrén electroforético de las digestiones enzimaticas. Dicho resultado se muestra
en la Figura 6.5. Para el plasmido plHD428 (ORF en direccion correcta de lectura),
la digestion con la enzima EcoRV generd dos fragmentos, uno de 1,290 pb y la otro
de 3,077 pb; la digestion con BamH1 generd dos fragmentos uno de 973 pb y otro
de 3,394 pb; la digestion con EcoRIl generé dos fragmentos, un de 1,368 pb
correspondiente al fragmento ompA-EcoRI y el otro de 2,999 pb correspondiente al
pVAX1. En el caso de la digestion del plasmido pIHD8 (ORF en direccidn inversa
de lectura), la digestién con la enzima EcoRV generé dos fragmentos, uno de 98 pb
y otro de 4,269 pb; con la digestion con BamH1 se obtuvieron dos fragmentos, uno

de 441 pb y otro de 3,926 pb; la digestiéon con EcoRlI fue igual que para el pIHD428.

Después de digerir los plasmidos, los productos obtenidos se visualizaron en
un gel de agarosa al 1%, con amortiguador TAE. En la Figura 6.6 se muestra la
foto de un gel donde se corroboran los resultados provenientes de la prediccidon
electrénica de la digestion de los plasmidos y se puede observar el patron
electroforético real de las digestiones de los plasmidos plHD428 y pIHDS8, el cual

coincide con el esperado.
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Figura 6.3 Prediccion del analisis de restriccion del plHM1. Carril 1: marcador de
peso molecular Lambda Hind Ill, carril 2: pIHM1 sin digerir, carriles 3 a 5: pl[HM1 con el inserto
ompA clonado en direccién correcta de lectura, el plasmido fue digerido con las enzimas EcoRV,
BamHI y EcoRI, respectivamente; carril 6: pIHM1 sin digerir, carriles 7 a 9: pl[HM1 con el inserto
ompA en direccion inversa de lectura, digerido con las mismas enzimas y mostrado en el mismo

orden; carril 10: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder
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Figura 6.4 Analisis de restriccion del pIHM1. Fotografia de un gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio, donde se muestra el analisis de restriccion del plasmido pIHM1. Carril
1: marcador de peso molecular Lambda Hind lll, carril 2: pl[HM1, carriles 3 a 5: p[HM1 con el inserto
ompA clonado en direccién correcta de lectura, el plasmido fue digerido con las enzimas EcoRV,
BamHI y EcoRl, respectivamente; carril 6: pIHM1, carriles 6 a 9: pI[HM1 con el inserto ompA en
direccion inversa de lectura, digerido con las mismas enzimas y mostrado en el mismo orden; carril

5 6 7 8 9

H

10: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder
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Figura 6.5 Prediccion del analisis de restriccion de plHD428 y pIHD8. Carril 1:
marcador de peso molecular Lambda Hind Ill, carril 2: pIHD428 sin digerir, carril 3: pIHD428 digerido
con EcoRV, carril 4: pIHD428 digerido con BamHlI, carril 5: plHD428 digerido con EcoRl, carril 6:
pIHD8 sin digerir, carril 7: pIHD8 digerido con EcoRV, carril 8: pl[HD8 digerido con BamHlI, carril 9:
pIHD8 digerido con EcoRl y carril 10: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder

1 2 3 45 6 7 8 910

4,361 pb o
2.322pb 3,054 pb
2,027 pb 2,036 pb
-1636pb
1,018 pb
564 pb
= 5171506 ph

Figura 6.6 Analisis de restriccion de plHD428 y pIHDS8. Fotografia de un gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, donde se muestra el andlisis de restriccion de los
plasmidos plHD428 y pIlHD8. Carril 1: marcador de peso molecular Lambda Hind Ill, carril 2:
plasmido plHD428, carril 3: plHD428 digerido con EcoRV, carril 4: plHD428 digerido con BamHlI,
carril 5: pIHD428 digerido con EcoRl, carril 6: plasmido pIHD8, carril 7: pI[HD8 digerido con EcoRV,
carril 8: pIHD8 digerido con BamHlI, carril 9: pIHD8 digerido con EcoRl y carril 10: marcador de peso
molecular 1 Kb DNA ladder
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6.6 OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS pVAX1 y plHD428
Los plasmidos, plHD428 y pVAX1, fueron obtenidos a través del método de mega
extraccion por lisis alcalina. El rendimiento de plasmido obtenido por litro de cultivo

fue de 2 mg para el plasmido pIHD428 y 3 mg del plasmido pVAX1.

Posteriormente los plasmidos se purificaron con fenol-cloroformo. En la
Figura 6.7 se muestran los productos de la extraccion de los plasmidos, asi como

su estado, posterior a la purificacién con fenol cloroformo.

1 2 3 4 5

3,054 p,p-L

2,036 pb
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Figura 6.7 Purificacion de los plasmidos pVAX1 y plHD428. Fotografia de un gel de
agarosa al 1% donde se muestra la extracciéon de plasmidos utilizados para la inoculacion, asi como
su purificacién. Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder, carril 2: plasmido pVAX1 ,
carril 3: plasmido plHD428, carril 4: pVAX1 purificado con fenol cloroformo, carril 5: plHD428
purificado con fenol cloroformo.

6.7 VARIABLES ESTUDIADAS DURANTE EL EXPERIMENTO
6.7.1 UFC de SE/g de 6rgano

Para determinar la cantidad de UFC de SE en 6rganos, se cultivaron muestras de

higado, bazo y ovario de cada gallina de cada grupo experimental. En el Cuadro
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6.2 se muestran los resultados de los aislamientos de SE de los cuatro grupos

experimentales, para higado, bazo y ovario.

Para higado: en el tratamiento 1 (control/v. intradérmica) se aislé SE de 2
gallinas, en el tratamiento 2 (control/v. intramuscular) no se aisl6 SE de ninguna
gallina, en el tratamiento 3 (vacuna + refuerzol/v. intradérmica) se aisl6 SE de una
gallina y en el tratamiento 4 (vacuna + refuerzo/v. intramuscular) se aislé SE de una

gallina.

Para bazo: en el tratamiento 1 (control/v. intradérmica) se aisl6 SE de 1
gallina, en el tratamiento 2 (control/v. intramuscular) se aislé SE de una gallina, en
los tratamientos 3 (vacuna + refuerzo/v. intradérmica) y 4 (vacuna + refuerzo/v.

intramuiscular) no se aislé SE de ninguna gallina.

En ovario, no se aisl6 SE de ninguna muestra de ninguno de los

tratamientos.

El analisis estadistico de los resultados, se realizd con la prueba no

paramétrica de Kruskall Wallis, basada en intervalos, la cual no detecté diferencia

significativa entre los cuatro tratamientos en estudio (P <0.05). (Anexo 3)
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Higado Bazo Ovario

Tratamiento | !dentificacion | UFC/g | Identificacion | UFC/g | Identificacion | UFC/g

del animal (x 10°) del animal (x 10°9) del animal (x 10°)

1 381 1,000
_ContrQI/ \{la 371 1,484 380 150 0
intradérmica

2 0 7 1,085
_ Control/ via 0 10 871 0
intramuscular | ———

3
Experimental/ 398 1, 468 0 0
intradérmica

4
Experimental/ 388 4.5 0 0

intramuscular

Cuadro 6.2 UFC de SE/g de érgano. Resultados de la cuantificacién de UFC de SE por
gramo de 6rgano para higado, bazo y ovario, en los cuatro tratamientos.

6.7.2 Presencia de SE en intestino

Se determiné si SE fue eliminada en heces, mediante el aislamiento del
microorganismo a partir de intestino. Unicamente una muestra de intestino resulté
positiva y correspondid a una gallina del tratamiento 3 (Vacuna + refuerzo/v.

intradérmica).

6.7.3 Presencia de SE en huevo

Ninguna de las muestras procesadas fué positiva a SE.
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6.7.4 Deteccidén de anticuerpos aglutinantes

No se observd reaccion de aglutinacion en ninguna de las gallinas de los 4

tratamientos, a los 0, 21 y 28 dias.

6.7.5 Produccion de huevo a lo largo del experimento.

Se determiné el porcentaje de postura semanal (PPS) para cada grupo
experimental durante las 6 semanas que duré el experimento. En la Figura 6.8 se
muestra el porcentaje de postura semanal, del comportamiento registrado para

cada tratamiento.

Porcentaje de Postura semanal
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Figura 6.8 Produccion de huevo. Grafica en el que se muestra la produccién de huevo
durante el experimento, expresado en porcentaje de gallinas que pusieron huevo en cada semana,
para cada uno de los cuatro tratamientos; donde Tx 1 = control/v. intradérmica, Tx 2 = control/v.
intramuscular, Tx 3 = vacuna + refuerzo/v. intradérmica y Tx 4 = vacuna + refuerzo/v. intramuiscular.
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En la grafica se observa un comportamiento productivo ascendente dentro
de los cuatro tratamientos, hasta las 3 semanas del experimento, para la cuarta
semana los tratamientos siguen el mismo comportamiento excepto el tratamiento 1
(control/v. intradérmica). En la quinta semana el PPS se mantiene ascendente
excepto para el tratamiento 4 (vacuna + refuerzo/v. intramuscular). En la sexta
semana los cuatro tratamientos continuaron aumentando el PPS. En general, los
tratamientos control 1 y 2 tuvieron un mayor PPS que los tratamientos 3 y 4. El

tratamiento con menor PPS a lo largo del experimento fue el 4.

Utilizando el analisis estadistico basado en comparaciones las proporciones
de los cuatro grupos en estudio, no se encontrd diferencia significativa entre los
cuatro tratamientos con respecto al porcentaje de postura registrado a lo largo del

experimento (P <0.05). (Anexo 3)
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DISCUSION

En este trabajo se desarrollé una vacuna de ADN contra la proteina de membrana
externa OmpA de Salmonella enteritidis y se evalud el efecto protector en gallinas
de postura ante un desafio con SE patdgena; con las condiciones experimentales

utilizadas, no se logré demostrar un efecto protector manifiesto.

La vacuna de ADN se fabrico utilizando el vector comercial pVAX1®, el cual
es un plasmido que contiene la informacion genética necesaria para dirigir la
expresion correcta de una proteina exdégena, dentro de una célula eucaridtica,
debido a que posee un promotor de Citomegalovirus (CMV) humano. Existen
diversos experimentos en donde se demuestra la expresion de una proteina
exdgena, en células eucaridticas, a partir de plasmidos que contienen dicho
promotor 108121.122123.124125126127 = En g| caso especifico del pVAX1, Rout y col.
elaboraron una vacuna de ADN contra el virus del Sindrome de la Mancha Blanca
en camarones y demostraron la expresion de las proteinas virales VP15, VP28,

VP35 y VP281 en células CHO ™.

En un estudio realizado por Natesan y col. "%, en donde se evalud el efecto
antineoplasico de la apoptina viral del virus de la anemia de las aves, se utilizo el
pVAX1 como vector para la expresion de dicha proteina exogena. Los
experimentos demostraron la expresién de la apoptina viral en fibroblastos de
embridon de pollo, asi como el efecto antineoplasico de esta proteina in vivo, en

pollos inoculados con el plasmido recombinante. Dicho resultado es importante,
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debido a que es el unico trabajo en donde se demuestra la eficacia del pVAX1 en
modelos aviares, ademas de que sirvid como antecedente para inferir la expresion
de proteinas exdgenas en células de ave, utilizando este plasmido, debido a que
en el presente trabajo no se determind la expresion del gen ompA. Para
experimentos posteriores, se sugiere demostrar la expresion del gen ompA clonado

en el Vector pVAX1, en fibroblastos de embrion de pollo.

En aves se han desarrollado vacunas de ADN contra patdgenos virales,
como es el caso de la hemaglutinina viral del virus de influenza '® y la proteina F
del virus de la enfermedad de Newcastle '*°. Los resultados de estos experimentos
mencionan una proteccion de 60 y 80%, respectivamente, ante un desafio con el
virus patdgeno. El indice de proteccidn en estos trabajos, fue evaluado a través del

numero de animales que sobrevivieron ante un desafio letal.

En el presente trabajo se elabord y evalué una vacuna de ADN contra un
patdgeno bacteriano, por lo cual la respuesta inmune que se desencadena, asi

como la evaluacién de la misma, es mas compleja .

El indice de proteccidn se evalué mediante la cuantificacion de las UFC/g de
organo, a partir de higado, bazo y ovario, después del desafio. Debido al nivel de
bioseguridad de nuestro laboratorio y del animalrario, la cepa utilizada para el
desafio, fue SE FT 13a, uno de los fagotipos menos virulentos para las aves y para
el humano " 2%, razon por la cual el indice de colonizacion de érganos estuvo

por debajo del 30% de los animales de los grupos control. En otras

67



investigaciones, en las que se ha desafiado con cepas de Salmonella patbgenas o
resistentes a algun antibidtico, como el acido nalidixico, se ha logrado un
porcentaje de recuperacion del microorganismo hasta del 100% 594130131 Eg el
caso de la evaluacion de la eficacia de la cepa vacunal R9 realizada por Lee y
col.”? en donde al desafiar a las gallinas que no fueron vacunadas, con una cepa
silvestre de Salmonella gallinarum, lograron el reaislamiento en un 95y 100% de
las muestras de higado y bazo. De manera similar, Gantois y col. ¢, al evaluar la
proteccion conferida a aves de postura por una bacterina emulsionada de SE,
recuperaron a la cepa de SE de desafid, en un 80% de las muestras de bazo de las
aves no vacunadas. Por lo tanto, se propone realizar otros experimentos de desafio
de aves vacunadas con el pIHD428, utilizando una cepa de SE mas virulenta o una

cepa resistente al acido nalidixico.

Estadisticamente, no se encontré diferencia significativa (P<0.05) en el
indice de proteccion, entre lo grupos vacunados y los controles, evaluado mediante
el conteo de UFC/g de 6rgano (higado, bazo y ovario) de SE. Sin embargo, en el
caso de bazo, no hubo aislamiento del microorganismo a partir de animales
vacunados; contrario a los grupos controles en los que se aislé SE en una muestra
del tratamiento 1 (Control/via intradérmica) y en dos muestras del tratamiento 2
(Control/via intramuscular) (Cuadro 3.2). Estos resultados sugieren una evaluacion
posterior de la vacuna elaborada con diferentes condiciones experimentales, ya
que diversas investigaciones han demostrado que la vacunacion contra SE

disminuye la colonizacion de 6rganos internos 662132,
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En el caso de ovario, la cepa de SE FT13a fue incapaz de colonizar este
organo, en las condiciones experimentales que se utilizaron en este trabajo, ya que
no se logré reaislar la cepa de desafid, en ninguno de los animales. En contraste,
se han reportado otros experimentos en donde se demuestra la colonizaciéon de

ovario por SE, en donde se han utilizado los fagotipos 4 y 8 81022,

Cabe mencionar que la resistencia natural de algunas lineas de aves
comerciales, afecta la colonizacién de los 6rganos internos 2 '*3, En un estudio
realizado por Van Hemert y col. ™ se menciona la mayor susceptibilidad de las
lineas ligeras de gallinas de postura a la infeccién con SE, en contraste con las
lineas pesadas para produccion de carne. En los experimentos realizados se
observa un 40 y 90% de colonizacién del higado en la linea pesada y ligera,
respectivamente, de una cepa patégena de SE. Asi mismo, dentro de las lineas de
gallinas para postura, se ha demostrado diferente grado de susceptibilidad a la
infeccién con SE ™. En éste trabajo, se utilizo la linea Bovans, de la cual no
existen reportes con respecto a su resistencia natural a la infeccion con SE. Con
base en los resultados obtenidos, se propone evaluar la resistencia natural de esta
estirpe de ave a la infeccion con Salmonella dado que los resultados obtenidos lo

sugieren.

Numerosos estudios han demostrado la colonizacién del ovario y la
consecuente contaminacién del huevo con SE & ° ' ™ 12 Gin embargo, esto
depende en gran medida de la virulencia de la cepa, como se menciond

anteriormente. Aunque en muchas investigaciones se ha aislado al
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microorganismo a partir de huevo, hay una discrepancia significativa con grupos de
investigacion en los que no se ha logrado aislar * '® 34 Un ejemplo de ello, es un
estudio en Polonia donde, en un primer muestreo de 400 huevos, no se aislé SE;
pero en un segundo muestreo de 300 huevos, se recuperaron 3 cepas a partir del
cascaron '8; en México, Mancera y col. realizaron un estudio en el que evaluaron
400 huevos de diferentes fuentes, de los cuales, s6lo obtuvieron un aislamiento de
SE que no se logro fagotipificar 2. En el presente trabajo, no se obtuvo ningln
aislamiento de la cepa de desafio, a partir de la mezcla de clara y yema, con lo cual
se hace evidente la incapacidad de la cepa de desafio para colonizar ovario y

contaminar el huevo.

Los animales infectados son los principales reservorios del microorganismo,
ya que éste se disemina, principalmente, por heces contaminadas. Se ha
comprobado la disminucion de la eliminacion de SE a través de heces, en gallinas
previamente vacunadas 3 5 % En un estudio realizado por Gantois y col, al
desafiar gallinas previamente vacunadas contra SE, no se aisld al microorganismo
a partir de ninguna muestra de ciego, en muestreos realizados semanalmente
durante tres semanas pos-desafio ®2. En el presente trabajo, no se aislo el
microorganismo de ninguno de los animales, unicamente de una gallina del grupo
experimental inoculada por via intradérmica. Se requieren otros experimentos, en
donde los muestreos de heces se realicen a diferentes tiempos pos- infeccion, para
determinar si la vacuna de ADN elaborada, reduce la eliminacion del

microorganismo por heces.
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Durante el periodo de inmunizacién, fueron tomadas muestras de sangre a
los 21 y 28 dias, con la finalidad de detectar anticuerpos aglutinantes. En el
presente trabajo, no se detectd la presencia de anticuerpos aglutinantes en
ninguno de los dos muestreos. El método de aglutinacion en placa, es el método de
diagnéstico oficial para la tifoidea aviar '*°; este método detecta anticuerpos que
reaccionen contra estructuras comola capsula y el LPS. La respuesta a la
vacunacion con el plHD428, no generd anticuerpos anti-LPS, debido a que el
antigeno que se expresa en las células transfectadas es OmpA. Dicho resultado
evidencia que la vacunacion con el plHD428 no induce la produccion de
anticuerpos detectables mediante la prueba de aglutinacién en placa utilizando el
antigeno K polivalente, hecho que sugiere que la vacunacién con este plasmido no

interfiere con el diagndstico de tifoidea aviar.

La vacunacion mediada por ADN, es capaz de inducir inmunidad humoral y
celular 104 105 106 110, 136. 137. @sto depende del mecanismo de procesamiento de
antigeno, el cual esta estrechamente ligado con el tipo de células que fueron
transfectadas en el momento de la inmunizacion. En caso de que una célula
presentadora de antigeno sea transfectada, el antigeno sera procesado tanto por
via enddégena como por la via exdégena; con lo que se inducirdn respuestas
inmunitarias Th1 y Th2, respectivamente. Si fuese una célula somatica la que
captara al plasmido, la respuesta inmunitaria que se desencadena seria celular. Sin
embargo, en este trabajo no se evalud la respuesta inmunitaria y el no haber
detectado presencia de anticuerpos aglutinantes, no significa que no hubo

desarrollo de respuesta inmunitaria, por lo cual, se sugiere evaluar la respuesta
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inmune celular generada por la aplicaciéon del plHD428, mediante ensayos de
proliferacion de células T y evaluar la respuesta inmune humoral mediante ELISA
(Ensyme linked inmunosrbent assay), utilizando OmpA recombinante, como
antigeno de captura. Otro indicador del tipo de respuesta inmunitaria producida y
de su intensidad, es evaluar el patrén de citocinas producidas por células T y

macrofagos.

La evaluacion de la eficacia del vector plHD428, se hizo mediante la
aplicacién del plasmido en gallinas de postura, con la utilizacion de dos vias de
inoculacion, intradérmica e intramuscular. Las vacunas de ADN han sido probadas
con diferentes vias de inoculacion, intramuscular, intradérmica, subcutanea, oral,
intranasal, topica % 1% 1%6. 137 De |as diferentes vias, la intradérmica es la que ha
mostrado tener mayor efecto sobre el desarrollo de respuesta inmunitaria, en
segundo lugar se encuentra la via intramuscular ' ¥, Pokorna y col., utilizaron el
tatuado como método de vacunacion intradérmica, y compararon ésta via con la
intramuscular. Observaron que hay una mayor respuesta inmunitaria tanto celular
como humoral, en los grupos de ratones vacunados, con la aplicacion intradérmica
de la vacuna ™ Con los resultados obtenidos en este trabajo no se encontrd
diferencia significativa entre los grupos experimentales, vacunados con las dos
diferentes vias de inoculacion. Sin embargo, se sugiere evaluar nuevamente el
indice de protecciéon utilizando la aplicacion intradérmica, con un método de
inoculacién que asegure el desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral y

celular, como lo es el tatuado.
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Se han descrito diversos métodos de aplicacion de vacunas de ADN, tales
como: inyeccion con aguja hipodérmica, inoculacion con pistola de ADN y perlas de
oro, electrotransfeccién in vivo, via topica, aerosoles y tatuaje. Cada una de ellas
tiene una eficacia diferente para inducir una respuesta inmunitaria, lo cual depende
del numero de células transfectadas ' . La mas utilizada es la inyeccion con
aguja hipodérmica; en un estudio realizado por Fynan E y col., se demostré que
con la utilizacion de este método, se puede aumentar la sobrevivencia de ratones
desafiados con virus de influenza, aunque su eficiencia sea menor a la de la pistola
de ADN "°, En el presente trabajo se eligio este método de inoculacién, debido a
su bajo costo, la facilidad de aplicacién y a la disponibilidad con que se podria

utilizar a nivel de granja.

A cada gallina se le inocularon 300 ug de plasmido, esta dosis fue elegida
con base en diferentes trabajos revisados ' "2, El intervalo de dosis descritas se
encuentra entre 50 ng hasta 500 pg y éstas dependen, por un lado, de la especie
destino y por otro, del método de inoculacién. Algunos estudios mencionan que a
mayor cantidad de plasmido inoculado, el indice de proteccién ante un desafio, es
mayor %% 106 1% En un estudio realizado en ratones y gallinas, en el que se
inmuniza contra un tipo de hemaglutinina del virus de la influenza aviar, se
demostré que a mayor dosis de plasmido, aumenta la sobrevivencia en los grupos
vacunados ante un desafio con el virus patégeno. La dosis mas alta utilizada en

dicho trabajo, para inmunizar gallinas, fue de 300 ug de plasmido °.
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La cantidad de revacunaciones, asi como la frecuencia de las mismas, es
importante en la duracién y la potencia de la inmunidad. Se ha demostrado que a
mayor numero de refuerzos, la inmunidad es mas duradera y potente. Caso
contrario con la frecuencia, en donde a mayor intervalo entre un refuerzo y otro, la

inmunidad y su duracién son mejores "% 19110,

En este trabajo se vacund y se revacuné en una sola ocasion, lo cual de
alguna manera limita la respuesta inmune a dos unicas dosis del vector y el
intervalo entre cada una de ellas fue de 15 dias. En otros estudios realizados con
vacunas de ADN en gallinas, el intervalo entre cada vacunacion fue de 30 dias, con
lo que se consiguié un indice de proteccion hasta del 100%. Se sugiere evaluar
nuevamente la vacuna disefiada, con diferentes intervalos entre cada vacunacién y

con un mayor numero de refuerzos.

Las gallinas se vacunaron a las 25 semanas de edad, cinco semanas
después de romper postura, ya que se ha demostrado que el inicio de la postura es
un factor importante de inmunosupresién. En la mayoria de las aves de lineas
ligeras, dicho condicidn inicia entre las 18 y 22 semanas de edad, dependiendo del
peso de las gallinas, la dieta y las horas luz. Una vez que las gallinas, rompen
postura, inicia una fase de adaptaciéon que compromete al sistema inmunoldgico,
mismo que alcanza su homeostasis, cuando la gallina alcanza el pico de postura, el

cual es entre las 22 y 25 semanas "% 139140,

74



Existen estudios en los que se evalua la eficacia de bacterinas emulsionadas
contra SE en aves jovenes °" % % 9 Eg el caso de Gantois y col. en el que se
inmunizan aves de 6 semanas de edad y revacunan a las 16 semanas de edad .
Asi mismo, Gast y col. inmunizan pollitos de un dia de edad %. En ambos
experimentos se registraron indices de proteccién del 80 hasta 100% de las aves
desafiadas. En el caso de la vacunacién con ADN, se ha sugerido que la
vacunacion de animales jovenes induce una respuesta inmunitaria mayor que la

observada para animales adultos " "% %,

En experimentos posteriores se sugiere inmunizar pollas, a diferentes
edades, para determinar la edad 6ptima de vacunacién en la cual se obtenga un

mejor indice de proteccidn.

La purificacién del vector vacunal de la cepa bacterina que lo alberga se ha
realizado mediante gradientes con cloruro de cesio '° y columnas de intercambio
ionico '?" ¥, Debido a los altos costos que representa la purificacion del plasmido
vector con estos sistemas, se decidié utilizar lavados con fenol-cloroformo ''°. Con
ninguno de los métodos de purificacién antes mencionados se ha logrado eliminar
el 100% de los contaminantes 7. Uno de los principales contaminantes de los
plasmidos, es el LPS, el cual es un componente altamente inmunogénico y téxico
% Sin embargo, los anticuerpos anti-LPS, no representan una interferencia en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria, ni en la evolucion de la misma. Lo anterior
fue demostrado por Isibasi y col. en donde se evalud la respuesta humoral inducida

por diferentes porinas de Salmonella typhi en ratones, y determinaron la
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actividad de los anticuerpos anti-LPS que se produjeron en respuesta al LPS
contaminante presente en las preparaciones de las proteinas, utilizadas como
in6culo. Ellos detectaron anticuerpos anti-LPS mediante ELISA; sin embargo la
duracién de los mismos fue corta, hasta los 19 dias pos-inmunizacion, en cambio
los anticuerpos anti porinas fueron detectados hasta 300 dias después de la
inmunizacién. Asi mismo, los anticuerpos anti-LPS fueron utilizados en ensayos
bactericidas, en cuyo caso no hubo resultados positivos, con lo que se concluye

que dichos anticuerpos no participan en la eliminacién del microorganismo .
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CONCLUSIONES

I. En el presente trabajo se elabor6 una vacuna de ADN contra OmpA de

Salmonella enteritidis.

II. Con las caracteristicas del disefio experimental utilizado, no se logro
demostrar algun efecto protector en gallinas de postura ante un

desafio con SE patoégena.

III. La vacunacion con plHD428 no produjo anticuerpos detectables con la

prueba de aglutinacion con el Antigeno K polivalente.

PROSPECTIVA

* Obtener la secuencia completa de nucledtidos del gen ompA de SE y
evaluar el grado de homologia con los genes reportados de otras
especies de Salmonella.

e Evaluar la expresion de OmpA en fibroblastos de embrion de pollo
transfectados con pIHD428

* Evaluar la respuesta inmune humoral de las gallinas utilizadas en este
trabajo.

» Evaluar la respuesta inmunitaria celular

* Inmunizar gallinas con el plHD428 en diferentes edades, desde la

inoculacién in ovo hasta la semana 17 (antes del periodo de postura)
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ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO
Leche Descremada con glicerol al 20%

10% de leche descremada (DIFCO)
20% de glicerol (Gibco BRL)

Esterilizar en autoclave, 10 min, 10 Ib, 115°C

Caldo LB (Luria-Bertani)

Cloruro de sodio (Merck) 10¢g
Triptona (Difco) 1049
Extracto de levadura (Difco) 5¢
Agua desionizada 950 mL

Disolver los componentes en agua desionizada y ajustar el volumen a 1 litro.
Esterilizar en autoclave 15 min, 15 Ib de presién a 115°C

Agar LB

Se realiza de la misma manera que el caldo LB, solo que se le adicionan 15 g
de agar agar (Merck), para 1 litro de medio.

Medio SOB

Triptona (Difco) 2049
Extracto de levadura (Difco) 5¢
Cloruro de sodio (Merck) 05g
Agua desionizada 950 mL

Disolver los componentes en agua desionizada, agregar 10 mL de una solucién
de KCI a una concentracion de 250mM, ajustar el pH a 7.0 y aforar el volumen
a 1 litro. Esterilizar en autoclave 20 min, 15 Ib a 115°C. Antes de usar, agregar
5 mL de una solucién de MgCl; a una concentracion de 2 M.

Medio SOC
El medio SOC es igual al medio SOB, unicamente se le agrega 20mM de

glucosa. Después de esterilizar el medio SOB, se deja enfriar hasta 60°C y se
le agregan 20 mL de una solucion de glucosa estéril, a una concentracion 1 M.
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ANEXO 2. SOLUCIONES

Buffer de lisis (Pitcher y col.):
» Tiocianato de Guanidina 5M (Sigma)
« EDTA 0.1M (Invitrogen)
o Sarkosyl 0.5% (P/V) (Sigma)

Acetato de amonio 10 M:
Disolver 770 g de acetato de amonio en 800 mL de agua desionizada. Ajustar
el volumen a 1 litro y esterilizar por filtracion.

Cloroformo alcohol isoamilico (V/V)
» Cloroformo 24 mL
* Alcohol isoamilico 1 mL

Buffer TE (Tris/EDTA-acido etilendiaminotetracético-)
10 mM de Tris CI, pH 8.0
1mM EDTA, pH 8.0

X-gal
Disolver 20 mg de X-gal en 1 mL de dimetilformamida. Guardar la solucién a
-20°C, protegida de la luz.

Isopropiltio-R-galactosido (IPTG)

Disolver 2 g de IPTG en 8 mL de agua desionizada, ajustar el volumen a 10 mL
y esterilizar por filtracion a través de membranas de 0.22 micras. Guardar a
-20°C.

Solucién TAE

Solucién 50X, pH 8.5:

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57.1 mL
Na,EDTA.2H,0 37.2¢

Aforar con agua desionizada a 1 litro.
Solucion de trabajo 1X

Tris acetato 40 mM
EDTA 2 mM
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Soluciones para extraccion de plasmido por el método de lisis alcalina

Solucién |

50 mM glucosa

25 mM Tris-cloro (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 10 libras de presion. Conservar a

4°C

Solucién I

0.2 N NaOH (de una solucién stock 10 N)

1 % SDS

Solucion Il

5 M acetato de potasio 60 mL
Acido acético glacial 11.5mL
Agua desionizada 28.5 mL

Referencias

Pitcher DG, Saunders NA, Owen RJ. Rapid Extraction of bacterial genomic
DNA with Guanidinium Thiocyanate. Left Appl. Microbiol. 1989; 8:151-156.

Sambrook J, Fritsh EF, Maniatis T. Molecular Cloning a Laboratory Manual,
2" ed. USA: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
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ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICOS

1. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, basada en rangos, para
determinar la diferencia entre grupos, de la poblacion de SE en higado, bazo y
ovario. Analisis realizado con el programa JMP7.

a) Prueba de Wilcoxon / Kruskal-Wallis para higado.

Ji cuadrada gl| Prob>Ji cuadrada

11.5248 9 0.2414

b) Prueba de Wilcoxon / Kruskal-Wallis para bazo.

Ji cuadrada gl| Prob>Jicuadrada

8.2709 9 0.5071

c) Prueba de Wilcoxon / Kruskal-Wallis para ovario.

Ji cuadrada gl| Prob>Jicuadrada

0.0000 9 1.0000

2. Comparaciones de las proporciones del PPS, para los cuatro grupos en
estudio, en donde el valor critico del estadistico Zc fue de Zpow= 2.71. Las
comparaciones se realizaron con el programa Excel™ y los resultados se
cotejaron con la tabla del estadistico Zc. '’

Tx [Proporcion (g n Varianza |Z calculada Z (0.004) Comparacion
4 041] 0.59 9 0.0269 0.26365597 2.71[NS TX4VS 3
3 0.47] 0.53 10 0.0249 0.39514076 2.71|NS TX4VS2
2 0.5 0.5 10 0.0250 1.27323133 2.71[NS TX4VS 1
1 0.7 0.3 10 0.0210 0.13428499 2.71[NS TX3VS2
1.07343114 2.71|NS TX3VS1
0.93250481 2.71[NS TX2VS1

g: probabilidad, n: nimero de repeticiones dentro del tratamiento, NS: no significativo
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