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INTRODUCCION.

GENERALIDADES.

Las enfermedades gastroinlestinales causadas por patdgenos entéricos,
representan una de las principales causas de moralidad y desnutricion en el
tercer mundo (Assad, 1987) (Tabla 1), debido a las serias alteraciones que
provocan en las funciones de absorcion de nutriantes y agua en la mucosa
intestinal (Drasar y
Barrow 1985).

En Africa, América Latina y Asia, ocu?ren alrededor de 3 a 5 mil millones de
episodios diarreicos al afio, y de cinco a :diez milionés de muertes en nifios
menores de cinco afos (Warren 1985).

Los agentes etioldgicos bacterianos mas importanies de la gastroenteritis
infantil son Escherichia coli  enterotoxigénica, Campilobacter jejuni y Shigella
spp; los virales son: agente Norwalk, calcivirus, astovirus, rotavirus, adeno-
virus, y los virus redondos peguefios. Se ha reportado que los rotavirus son el
agente etioldgico mas frecuente de la gastoenteritis infanti  no bacteriana
(Rao y Melnick 1986; Cuckor y Blackglow 1984).

Aproximadamente el 25% de los casos de hospitalizacién por
diarrea, en nifos entre los seis meses y tres anos de edad, en México, son
provocados por rotavirus (Espejo, et al 1978). Los rotavirus infectan también a
diversas especies animales domesticas de imporiancia econdmica como fos
cerdos  y  terneras (Kapikian, et al 1984), que provocan alta moralidad y
retardo en el crecimiento, lo que ocasiona grandes pérdidas econdmicas.

Se sabe que la vacunacion es una de las mejores formas decontrolar
diferentes tipos de enfermedades infecciosas (Liew 1985), incluyendo las

entéricas (Dougan, et al 1987). sin embargo, hasta Ia fecha no existe una



vacuna contra los rofavirus, “por lo que. su desarrollo es de gran importancia

lanto médica-como- econdmica;

Infeccion Infecciones Muenes Infecciones

Totales con .sintematolcgia
Diarreas 3 a 5,000,000 5 a2 10,000 3 a 5,000,000
Respiratorias 4 a 5,000
Malaria 800,000 1,200 150,000
Sarampion 85,000 900 80,000
Esquistosomiasis 200,000 500 a 1,000 20,000
Tosferina 70,000 250 a 450 20,000
Tubercuiosis 1,000,000 400 7,000
Tetancs 120 a 180 100 a 150 120 a 180
Difteria 40,000 50 a 60 700 a 900
SA Tripanosomiasis 12,000 60 1,200
Oncocercosis 30,150 20 a 50 2 a 5,000
Meningitis 150 30 150
Amibiasis 400,000 : 30 1,500
Ascariasis 8000,000 a 1,000,000 20 1,000
Poliomielitis 80,000 10 a 20 2,000
Tifoidea 1,000 25 500
Lechmaniasis 12,000 5 12,000
A Tripanosomiasis 1,000 5 10
Lepra muy baja 12,000
Trichuriasis 500,000 baja 100
Filariasis 250,000 baja 2 a 3,000
Giardiasis 200,000 muy baja 500
Dengue 3 a 4,000 0.1 1 a 2,000

Tabta 1- Prevalencia, monalidad y morbiiidad de las principales enfermedades
infecciosas en Alrica, Asia y America Latina, de 1977 a 1978. Todos los datos
en miles de casos por ano.(Tomado de Warren 1985).SA)Sudamaérica,

A)Africa.

ROTAVIRUS
CLASIFICACION.

Los rotavirus son un género clasificado dentro de la

famitia Reoviridae

(Murphy 1985). En esta familia se agrupan seis géneros: reovirus, orbivirus,

rotavirus, fitoreovirus, fijivitus  y un grupo de virus citoplasmicos polihédricos

hasta ahora sin nombre (Kapikian y Chanock 1985). Los virus de esta familia



'se caracterizan por tener una doble capside protéica, no cubierta por lipidos,
la cual contiene un genoma segmentado de ARN de doble cadena (Christen-

sen 1989),
ESTRUCTURA.

Al microscopio electrénico los rotavirus se observan como particulas
ichsahédricas. con un didgmetro que oscila entre los 65 y los 75 nm. La doble
capside de los rotavirus envuelve a un genoma compuesto por 11 segmentos
de ARN de doble cadena (Kapikian y ChanocK, 1985), cada uno de los
cuales codifica para una proteina especifica (Arias, et al 1982).

La cépside interna de los rotavirus esta compuesta al menos por cuatro
proteinas VP1, VP2, VP3 y VP6 (Liu 1988), mientras que la externa por dos,
VP4 y VP7 (Espejo. et al 1981; Estes, et al 1981). {Figura 1).

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE LA CAPA EXTER-
NA.

7 La proteina VP4 es el producto del gen 4 en el rotavirus SA11, con wuna
masa molegular relativa{(M:) de 88,000 (Espejo, et al 1981; Estes, ef al 1981).
Esta proteina se ha identificado como la hemaglutinina viral (Kalika, et af .
1983) y como responsable de la internalizacion del virus a la célula
huesped durante la infeccidn viral (Fukuhara, et al 1988).

El tratamiento del virus con tripsina produce un core en la proteina VP4,
el cual esta asociado con un aumento en la infectividad de los rotavirus
medido en ensayos in  vitro (Clark, et al 1981; Estes, et al 1981) vy

probablemente también en infecciones naturales en humanos (Jayashree, et af
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19688). El corle de VP4 genera dos productos VPS5 (M60,000) y VP8 (M~
28,000) (Espejo, et al 1981; Lopez, of al 1985).



La-proteina 4 es  capaz de inducir anticuerpos que neutralizan la
infectividad ~viral. "Se ‘han descrito anticuerpos monoclonales contra esta
capaces tanto de neutralizar al virus /n vitro (Greenberg, et al 1983), como de
proteger pasivamente contra la diarrea a ratones laclantes (Offit, et a/ 1986).
Los epitopes de neutralizacion de la porteina VP4, se han localizado reciente-
mente. Estos se encuentran en los aminodcidos 305, 433 y uno mas que
depende de la conformacion, ubicado en la interaccion de los aminodcidos
(aa) 392 y 439: éstos epitopes se encuentran hacia el extremo amino
-terminal de la proteina (Mackow, et al 1988, Taniguchi, et al 1988).

La proteina VP7 tiene una M de 37,000 (Chan, et al 1986), la cual se
encuentra glucosidada con muchos residuos de manosa (Kabcenell y Atkinson
1985), Esta proteina es codificada por el segmento 9 de ARN en SA11 y
diversas evidencias sugieren, que es a traves de ella que el virus interacciona
con su receptor en la superficie de fa célula huesped (Kapikian y Chanock
1985; Choppin, et af 1978; Sabara, et al 1985;Fukuhara, et a/ 1988). La proteina
VP7 es capaz de inducir anticuerpos neutralizantes cuando se encuentra
como parte de la panticula viral (Kalica, et al 1981), como proteina aislada
{(Matsuno, et al/ 1983), e incluso cuando se utilizan fragmentos de ella
(Sabara, et al. 1985). Al igual que para la VP4, se han descrito anficuerpos
monoclonales dirigidos contra la VP7 que son capaces de neutralizar la
infectividad viral in vitro (Greenberg, et al 1983), y de proteger pasiva-

mente a los ratones contra la diarrea causada por rotavirus (Offit, et al 1986).

CARACTERISTICAS CLINICAS.
Las dos caracleristicas clinicas principales en la infeccién por rotavirus son;

1a aparicion repentina de vémitos, con duracion promedio de 3 dias, y la diarrea,



" eon gjdracién prbmédio de 5 a 6 dias {Kapikian y Chanock, 1985). En fa Tabla
2 se ‘muestran- fas caracteristicas clinicas que se observan en las infecciones

"fpor rbtav'irus comparadas con diarreas agudas con otro origen.
_PATOGENESIS.

Llos rotavius son agentes  infecciosos  ampliamente distribuidos.
Se han aislado rotavirus de humanos, chimpancés, gorifas, terneros, puer-
cos,borreges, cabras, conegjos, antilopes, gacelas, impalas, adax, perros,
'caballos, ratones, gatos, pavos, polios y patos {Kapikian, et a/ 1984)}.

Los rotavirus infectan las células de las puntas de las vellosidades del
inestino delgado (Kapikian y Chanock 1985). En ratones se ha observado que
a las 24 horas postinfeccidn,los rotavirus provocan el aconamiento de las
wvellosidades, isquemia intestinal y disminucién en la imigacién sanguinea a
las vellosidades infectadas {Osborne, ef al 1988).

Algunas alteraciones en fa fisiclogia de la célula infectada son la dismi-
nucién en el transporte de glucosa acoplado a sodio, decremento  en la
actividad de disacardasas, como sacarasas, maltasas y lactasas, y un aumento
en fa actividad de timidin cinasas, disminucién en sodio intraceluiar y de
adenosin trifosfatasa (Kapikian y Chanock 1885, Christensen 1989). Las
alteraciones a nivei celular reportadas son: distension de las cisternas del
reticulo endopldsmico e hinchamienio de las mitocondrias (Kapikian y Chanock

1885).



Sinlo}natologia "% que présema la_sintormatologia’:
Con rotavirus. . - Sin'rotavirus '~

Vémito 96 - .

Fiebre : 77 .
Deshidratacion 83 .
Hipertidnica 5
Isoténica a5
Hipoténica 4]
Irritabilidad 47 - o
Letargo 36
Rinitis 26
Timpanos enrojecidos 19
Nodulos linfaticos- . -
cervicales palpables 18 9

Tabla 2- Caracteristicas clinicas de 150 nifios hospnallzados con gastroenlerms-
aguda. (Modificado de Kapikian y Ghanok 1985).

CLASIFICACION SEROLOGICA DE LOS ROTAVIRUS.

Los rotavirus estan divididos en 5 grupos (del A al E) con base en las
diferencias antigénicas de sus capsides (Ushijima, et a/ 1989), la diferencia en
el tamafio de los segmentos de ARN y en la hibridacion diferencial de sus
dcidos nucléicos (Yolken, et al 1988).

El grupo A es el que mas comunmente infecta a los humanos. Sin
embargo, recientemente se han descrito brotes provocados por rotavirus del
grupo B en China (Fang, et a/ 1989) y del grupo C en Japon (Ushijima, et af
1989).

Dentro del grupo A existen varios serdtipos de rotavirus, los cuales estan
definidos con base en la neutralizacién de la infectividad viral en ensayos in
vitro, y estan determinados principalmente por VP7 y en menor proporcién por
VP4 (Gerna, et al. 1988).

Entre los rotavius del grupo A se han identificade 4 serolipos que



,inleéiahf"a:hyu éndé‘yfreéieﬁtementej $e ha' ‘propuesio la existencia de dos

';"sero pos ma Green er af 1989) denlro de este mismo grupo, se han descrito

6 serotlpos en otras especnes animales, dos de los cuales (3 y 4) presentan
) reaccnones cruzadas con Ios serotipos correspondientes en  humanos (Hoshino,
Set al 1984) Recuemememe en nuestro laboratorio se ha propuesto la existencia

ide un nuevo serollpo de rotavirus, el cual infecta a cerdos (Ruiz, et al 1988).
INMUNOLOGIA.

Los factores inmunes que intervienen en la resistencia a infecciones
causadas por rolavirus son- poce comprendides.

En infecciones naturales en nifios se observa que los primeros anticuerpos
séricos en aparecer son IgM en la fase aguda, los cuales son reemplazados
por 1IgG en la fase convalesciente (Christensen 1989). Los anticuerpos de
ciase 1gG contra rolavirus son detectables hasta doce meses mas tarde.

En infecciones experimentales en  ratones, se detectan anticuerpos de
tipo IgA contra rotavirus en heces son detectables a los siete dias (Eydellat, et
al. 1984). En humanos su persistencia puede variar de una semana hasta 6
meses postinfeccion {Christensen 1989).

Los estudios de infecciones nalurates en nifos, sugieren que la aparicién
de anlicuerpos sericos no esta correlacionada con resistencia a infec-
ciones. Por otro lado, en estudios con ternercs, la presencia de anticuerpos
neutralizantes en el lumen intestinal parece correlacionarse con resistencia a la
infeccion. (Christensen 1989).

En nifios alimentados con leche materna existen fitulos méas altos de

anticuerpos IgA, en el lumen intestinal,contra rotavirus mas altos que en los



nifios _alimentadoé con leche en " polvo (Cﬁfistéﬁsen 1989). Los estudios de
Hjen ¥ co'laboradoies' (1987) indican que fa presencia de eéie 1fp0 de anti-
-cuerpos  en lumen ‘m!sstinai reduce las positilidades de desarrofiar infec-
ciones, o hace las infecciones por rotavius menos violentas y de  menor
duracién - (Kapikian y Chanock 1985); ademas la evidencia expermental en
ratones indica que la aparicion de este tipo de anticuerpos en el intestino
esta correlacionado con la disminucién de antigenos virales en las heces
{Eydelioth et al 1984). Se ha sugerido que en inlecciones de neonatos par
rolavirus tanto jos anticuerpos tipo lgA, especificos contra rotavirus, como los
inhibidores de tripsina  son  los principales tactores de proteccion contra la
infeccion {Jayashree, of af 1989), ya que se ha observado que las infec-
ciones en neonatos  alimentados con  leche malerna en general son
asintomaticas, o con efectos poco severos debido a proteccion de tipo pasiva
(Eydelloth, et al 1984).

En infecciones naturales en adultos se ha observado una correlacion
del nivel de anticuerpos  séricos  neutralizantes, en ensayos in vitro con la
probabilidad de sufiir infecciones con evidencia clinica {Smith, et al 1983).
_Asimismo, en infecciones experimentales en humanos, se ha cbservado que fos
anticuerpos de tipo IgG séricas se correlacionan de manera  drecta con
la probabilidad de infeccion, pero los niveles de  anticusrpos  tipo IgA en el
fluido intestinal (jejuno) disminuyen las probabilidades de desarrollar la enler
medad, o de presentaria con sintomatolegia severa (Ward, et al 1988).

Recientemente se ha considerado que la inmunidad contra infecciones
de rotavirus puede estar también dada por linfocitos T citotoxicas (Ward, et af

1989).



Por otro Iado el papel de cada protema del rotavirus en Ia respuesta
mmune en mfeccmnes naturales y de laboratorio es poco comprendida. No es
tordawa, claro cual de los pohpephdos de la cépside externa (VP4 o VP7),
~induce un nivel mayor .de anticuerpos neutralizantes. En adultes infectados con

~la‘r':epa CJN se observé que los anticuerpos neutralizantes  estaban
mayonlarlameme dll’lgIdOS contra VP4 (Ward, e a/ 1988), mientras que en
: :rlnieccmnes nalurales en nifios de 1 a 15 meses, se ha obseivado que los
‘fitulos de _anhcuerpos contra VP7 son mayores que para VP4 (Ushijima, et af
1989), '

Otro fenomeno interesante es la aparicion de anticuerpos heterotipicos
al serotipo del rotavirus que infectd primariamente. Algunos estudios indican que
éste fenomeno se da en infecciones naturales (Puerto, et al 1987), y que se
debe a la presencia de epitopes heterotipicos en las proleinas de Ila
capside externa (Taniguchi, et al 1988, Mackow 1988). La respuesta heteroti-
pica no solo se ha correlacionado con  anticuerpos neutralizantes sino
también con linfocitos T citotéxicos (Offit y Dudzik 1988). Zheng y colaboradores
(1988), sugieren que la respuesta heterotipica, reportada por otros grupos,
se debe a infecciones previas subclinicas, ya que en los nifies con
infecciones naturales de rotavirus que  estudiaron, nunca observaron la

aparicién de anticuerbos heterotipicos.

SINTESIS DE LAS PROTEINAS DE CAPA EXTERNA DE LOS ROTAVI
RUS EN E.coil.

Las proteinas de fa capside externa de los rotavirus (VP4 y.VP7), han

demostrado ser. inmunégenos adecuados para estimular la proteccion- contra fas’




: intécci(én’és por rotavirus, tanto i vitro cofno_ in vivo,

' Reclen“l'erﬁeril"e‘ se han clonaddy sécuenciado los genes 4y 9 ;iel
: rolayiru_g dé :.simid SAﬁ {Arias, et al 1984; Lopez, et al 1985). Estos genes se

s hén util}zado en el laboratorio para obtener la sintesis de regiones seleccionadas

de las proteinas VP4 y VP7, en E.coli.

E! vector de expresion pyMA481 dirige la sintesis de una regién de VP4
{aminoacidos 42 él 387) que contiene los sitios de corte con tripsina respon-
' sables de la activacion de la infectividad de los rotavirus. Esta regidn
se sintetiza como producto de fusién con los primeros 98 aa de la polimerasa
del fago MS2 (Arias et al 1987). Esta proteina de fusién contiene cinco de
los siete epilopes de neutralizacign descritos para VP4 (Taniguchi, et al 1988;
Mackow 1988).

El vector pUMAG3Z (Figura 2), dirige fa sintesis del 72% de la proteina
VP7 madura, como producto de fusion con la B-galactosidasa de E.colf
(Arias et al 1986). La regidn de VP7 incluida en esta construccion va del
aminoacido 63 al 300, y le faltan 62 aminoacidos en el extremo amino

terminal de la porteina madura y 26 aa del extremo carboxilo.

e LT

e

Figura 2- Diagrama del vector de expresion de la proteina hibrida VP7-Bgalacto-
sidasa, pUMA93Z. Se muestran los principales sitios de  restriccion  utili-
zados para su caracterizacion. Lac poz’ promotor originado del gene lac-Z. Ap es
el gene marcador de resistencia a ampicilina.



producm hibrido s:ntelnzado (VP?—bgal) conllene los ’tres ep:topes de

neutrallzamon reponados para VP7 aa 87 al 96 145
(Dyal-Smith et a 1986) : o e

Tanto VP7 como Ios 1ragmentos de VP4 exp oS E: coil, al indcﬂlarlas
en ralones Inducen amlcuerpos séricos neutrallzames de la : i‘rrlfeo'cién del virus,
en ensayos in.vitro (Arias, el al 1986, 1987).7 7

Los resuitados anteriores son estimulantes para continuar. el estudio de estas
proteinas y las posibilidades de ulilizarlas- para inducir  proteccién  contra
infecciones  por  rotavius  Una posibilidad es el uso de bacterias entéricas
invasivas atenuadas, que con anterioridad se han caracterizade como vacunas,
como acetreadores de antigenos virales al  sistema inmune intestinal, que es

necesario estimular para la poreccion en contra de las infecciones de

rotavirus.

EXPRESION DE VP7-BGAL EN Salmonella typhimurium ATENUADA.
CLASIFICACION DE Saimonelia.

El género Salmonella se clasifica dentro de la familia Enlerobécteriae. la
cual es un grupo ampliamente distribuido en la naturaleza. Los miembros de esta
familia se caracterizan por ser bacilos facultativos, gram negativos que no
fermentan lactosa (Kelly, et ai 1985).

La mayoria de las vacunas generadas en contra de infecciones entéricas
bacterianas, han sido desarrciladas empiricamente, y por lo general son de

baja eficacia y/o con efeclos colaterales. En los ultimos ados se han



generado  bacterias enléricas alenuadas, con mutaciones genéticamente definidas
y sin tendencia a revertir al genotipo silvestre patdgeno. Estas bacterias han
mostrado cualidades importanies como vacunas contra infecciones bacletianas
intestinales. Del genero Salmonella se han generado y caracterizado cepas
atenuadas utlizadas como vacunas vivas en pruebas de laboratorio en ratones y
humanos, y en pruebas masivas de campe, las cuales han dado buenos
resultados, con escasos o nulos efectos colaterales. Incluso, estas cepas se han
comenzado a utilizar como acarreadores de  antigenos  heterdlogos para la
obtencidn de vacunas multivalentes (Dougan, et al 1987, Black, et al 1987).

Para comprender el valor potencial de Salmonella como acarreador de
antigenos heterdlogos al sistema inmune, es necesario revisar la patogenia

de Salmonella.
PATOGENIA DE SALMONELLA.

Varias especies del genero Salmonella infectan a los humanos, y pueden
provocar desde gastroenteritis poco severas, como es el caso de infecciones por
S. typhimurium (Dougan, et al 1987, Calva, et al 1988), hasta gastroenteritis
severas con bacteremia, provocada por diferentes especies invasivas como S,
choleraesuis, S. paralyphi A y S. typhi (Dougan, et al 1987, Kelly, et al 1985).
La patogenia en la fiebre tifoidea es poco conocida, pero se ha logrado reconstruir
parciaimente al utilizar a S. lyphimurium y S. enleritidis como modelo de infeccion
en diterentes animales (Collins 1971, 1974). Saimonella entra al hospedero

generalmente por la via oral, las désis infectivas son de 10° a 10, (Drasar y Barrow



1985) (Tabia 3). Algunas bacterias mueren en el iracto digestive debido a la acidez
gastrica (Garcia M. de L. 1985) y las restantes se activan en un fenotipo invasive
por. la_ accion de diferentes enzimas proteoliticas (Hale y Formal 1988). Las
salmonelas se adhieren a las células del epitelio intestinal a nivel del fleon distal y
cecum (Carter y Collins 1974). La adhesion consta de 2 fases (Finlay, et af
1989): una de pegado reversible, en la cual fa Salmonella se adhiere a la
mucosa por medio de recepiores especificos (Arp 1988) y/o por medio de pilli
(Korhonen, et al 1981); en esta fase la Salmonella puede ser removida del
epitelio intestinal por medio de lavados (Finlay, et al 1989). En la segunda fase,
o fase irreversible, las salmonelas no se pueden desprer por medio de lavados;
esta fase aparentemente es mediada por glucoproteinas sintetizadas de novo
durante la fase reversible, e inducidas por la adhesion al epitelio (Finlay, et af

1989).

Organismao Dosis_infecciosa_
Escherichia coli 10" a 10'
Salmonella sp 10" a 10
Shigella sp 10 a 200
Vibrio cholerae 10
Vibrio parahaemolyncus 100a 10

Tabla 3.- Tabla comparativa de dosis infecciosas
en humanos de dilerenles agentes infecciosos
inlestinales (Tomado de Drasar y Barrow 1985).
La Salmonella se adhiere preferentemente a las células M, las cuales se
caraclerizan por ser planas, de estructura membranosa y con numerosas vesiculas

pinociticas {Sneller y Strober 1986). Las células M presentan en su cara

anti-luminal numerosas proyecciones de la membrana celular, que se indentan con



linfocitos y . macréfagos subyacentes (Sneller y  Strober 1986), asociados a
Placas de Peyer (Calva, et al 1988). La traslocacion de Salmonella del lumen
intestinal a las Placas de Peyer, es mediada por vesiculas pinociticas de las
células M, en las cualss no sulren degradacion alguna (Sneller y Strober 1986,
Hale y Formal 1988) y en donde pueden tener cierto  ndmero de
duplicaciones  (Arp 1988). Estudios in vitro, en monocapas de células MDCK,
indican que el proceso dura cuatro horas, desde la adherencia de tipo reversible
hasta el comienzo de la invasion-transtocacion{Finlay et al 1989). Recientemente se
han descrito olras proteinas que participan en la invasividad en S typhiy S
typhimurium ({Elsinghorst, et al 1989, Galan y Curtis 1l 1988).

Las salmonelas son liberadas en la cara anti-luminal de las células M, debido
a la destruccion de la membrana celular o bien por exocitdsis de la vacuola que
las contiene (Arp 1988); algunas son rdpidamente ingeridas por macréfagos en las
Placas de Peyer (Wells, et af 1988, Finlay, et al 1983), y otras penetran hasta
los nédulos linfaticos mesentéricos, y de ahi drenan al ducto toracico (Levine,
et al 1983) a través del cual llegan a la circulacidn sanguinea, lo que origina
una bacteremia temprana (Maskell, et a/ 1986), Asi se diseminan a todo el
sistema reticulo-endotelial, principalmente a tejidos con gran densidad de fagocitos,
como lo son el higado, bazo y médula dsea (Levine, et al 1983), en los que
presentan un crecimiento exponencial (Dougan, et al 1987a). £l paso de Placas
de Peyer al resto del sislema reticulo endotelial parece estar asociado

principalmente a un plasmido de alto peso molecular (Ceulig y Curtis IIl 1987).



Saimonella’ ATENUADA COMO VACUNA.

Desde 1896 existen vacupas conwva Salmonella, basadas en baclerias
muartas -{Levine, ef al 1989). A pesar de que algunas de estas vacunas confieren
nifleles altos. de proleccion  contra infecciones de Salmonelia, estas presentan
efectos adversos, como fiebre, malestar generalizado, y reacciones locales severas

©en'el porcentajeé altos (del 25 al 50%) de los pacientes inmunizados (Levfne, et

2-al 1983, Bodhidatta, et al 1987).

: _'Una éltemativa a las vacunas de bacterias inactivadas completas, es el

» ;.':ufséidé,ﬁagtrer,iars ‘atenuadas por via oral, que retienen la capacidad de invadir el
; _rsiist‘é‘maj reliculoendotelial, pero que presentan crecimiento y persistencia limitado.

Ir_a_vorhlencién de cepas de Salmonella avirulentas, ha propiciado el desarmollo de

- mutantes para su uso como vacunas , con diversas estrategias de atenuacion

T (Tapla 4).



. Salmonella - Gen deletado- Generado. -~  Efecto.

por
CStyphis galE—' i -""" NG Deficiencia en LPS
S. typhimurium En presencia de galactosa
L I hay lisis celular por
acumulacion intracelular
de galactosa-1-fosfato y
UDP-galactosa.
S.typhi o aroA' Tnz10  Deficiencia en la biosin-
S. typhimunum- .- tesis de pABA, compuesto
S.. dublin ' ausente en tejidos de
L o mamiferos, pABA es un
precursor del folato.
Sityphi © aroA,purA“' Tn::10  Deliciencias de aroA y en

biosintesis de adenina.

S.‘typhi’ < cya.crp Tn:10 Deficiencia en receptor de

: AMPc y amilato ciclasa.
Alecta transporte, anabo-
lismo y sintesis de
proteinas de membrana.

Tabla 4.- Estralegias de atenuacion en Salmonelfa. Tn:10
transposén. NG nitrosoguanidina. LPS, Lipopolisacarido. pABA,
Acido aminobenzoico. (1)Germainer y Ftrer 1875, (2)Levine, et al
1983,(3)Hoiseth y Stocker 1981, (4 y 5) Levine, et al 1987 y
1989, (6)Curtislil y Kelly 1987.

Las mutantes aroA en S. typhimurium (Una de las cuales es usada en el
presente trabajo) fueron  generadas por mutagéneis con Tn: 10 arcA554. Las
bacterias con esta atenuacion son incapaces de sintetizar moléculas de la ruta de
biosintesis de compuestos aromaticos (Figura 3), tales como el &cido
paraaminobenzoico {pABA), el A&cido dihidroxibenzoico (DHB}, ubiquinona,

menaquinona y diversos aminoacidos. El pABA es un metabolito vitualmente



'aijsg‘mé 'eﬁ |‘o:ré’v_ilejic_;i;'osb'd‘et 'marr:\i(érbs, y ésidn piécursor obligado en la biosintesis

:‘:de ,'to:_latd 'en: Sa/ﬁohel/é; debido »va la incapacidad del género Salmonefia de

Vykasim'il'ar‘ f&iﬁto exdgeno, la délecion en la biosintesis de pABA resulta en mutantes

ieiterri_t'.uyzu:fos . (‘Hoi‘seth y Stocker 1981).

. SALMONELLA ATENUADA COMO ACARREADOR DE ANTIGENOS
HETEROLOGOS

La idea de usar Salmonella avirulenta como acarreador de antigenos
hetérdlogos, se basa en 4 consideraciones:

En primer lugar, la posibiidad de generar bacterias entéricas alenuadas
-por-medio de mutagénesis, con frecu_encias de reversion muy bajas y sin
detérforar su capacidad inmunogénica (Germainer y Furer 1975, Hoiseth y
Stocker 1981, Curtis Nl y Kelly 1887)

En segundo lugar, el descubrimiento de que Salmonella, a diferencia de
otros patégenos entérices, es capaz de invadir el sistema reticule endotelial
asociado al sistema digestivo (SREASD) y a otros organos, y a su capacidad de
persistir,  reproducirse e inducir proteccion de larga duracion contra cepas
silvestres, tanto en modelos animales (Moiseth y Stocker 1981) como en humanaos.

En tercer lugar, la presenlacion de antigenos al SREASD genera unha
respuesta inmune de mucosas generalizada, es decir, se secretan anticuerpos en
otras mucosas como la pulmaonar, el tracto urinario y vagina; ademas se observa la
presencia de IgA contra el antigeno en secreciones tales como lagrimas, saliva,
leche y calostro (Cuntis lll, et al. 1988, Bergman y Waldman 1888).

Finalmente, la clonacion en E. coli de factores de virulencia y de colonizacién



TRIPTOFANO
TIROSINA
FENILALANINA
AC1DO FOLICO
ENTEROQUELINA
UB1GUINONA
MENAQUINONA

S Dhe

"

Figuraia.-B_ioslnlesis de cor;npuasios aromaticos en S. typhimurnium.

de ofros patégenocs, capaces de genarar inmunidad protectora, permiten Ja
construccién de derivados de Salmonella que expresen estos anligenos.

En la Tabla 5, se muestran los antigenos que han sido clonados en
diferentes salmonelas.

La expresién de los diferenles antigenos en Safmonella no afecta las
propiedades de estas cepas como vacunas caontra la fiebre tifoidea (Dougan,
ot al. 1987). Ademas, cuando se inoculan en ratones cepas de Salmonelia vivas,
acarreadoras de antigenos heterologos, estas inducen una respuesta inmune
humoral y/o secretoria, contra ef antigeno heterdlogo. La respuesta celular por fo
general no ha sido reportada; sin embargo en el caso del ciccunsporozoito de P.
berghei, esta fue el Cnico tipo de respuesta observada (Sadoff, et al 1988a).
Para antigenos de hepalilis y de S. mansoni, no se observo una respuesta

inmune de tipo humosal o secretoria {Scchodel, et a/ 1988), sin embargo en estos



estudios no se reporta si fue medida la respuesta de tipo celular.

Ag Salmonella Via Respuesta Protec. Rel.
Ag_Het
KEB({E.coliy FAY G iv.yo. H.yS. ar. 1,23
LT-B(E._coly -AN-GHIA  o.ip. H. y S or. 1,45

M(S. equii} -C nr. nr. nr. .8
SpaAlS.sobiinusy +-C nr. ne. ar. 7
Fi{5.s0nnej} -G ip. H. si 8
C8{P.berghei -M, sc.yo C.noHniS s 9
M(S.pyogenes) -A 0. H y S si 10
Hepatitis FACHEAT ooeim sty HT onn 14,12
3-Gal -A iv. HyC . 13
S.mansoni it-A, 1-G Sf. nr. 14
CT-B fii-A ip. H. nr. 15

Tabla 5.-Antigenos cionados en dilerentes especies de Salmonefla. S.thyphimunium
(h, Styphi (), Saoublin (). arcA (A), gal€ (G), cyacrp (C), sensible a
macrélagos (M), Via  de administracién intravenosa (iv), oral (o), in-
traperitoneal {ip), intramuscular {im) y subcutanea (sc). Respuesta inmune
humaral (H}, secretaria {S), celular {C), sin respuesta (sr), no reponada (nr).Pro-
teccion dada por antigeno heterdlogo clonado (Protec Ag Het).' Gene integrado en
genoma. ** Genes clonados como producte de {usiGn  con  flagelina, se
exportan extracelularmente. (1)Maskell, et al 1986.(2)Stevenson y Manning 1985,
(3) Hone et al 1988 .(4jClements y El-Morshidy 1984, (5} Clements 1988. (6}
Curtis I, ef af 1988a. (7} Curlis Hl, ef a/ 1988b. {8} Formal et al 1981, (9)
Sadoff, et al 1588a, 1988b. (10) Porier et af manuscrito no publicado.(11)
Schodel ef af 1988, (12) Wu et al 1989, (13) Brown et af 1987. {14) Taylor et al
1986. (15) Newlon et af 1989.

Es impanante recalcar que incluso tas proteinas de localizacidn estrictamente
intracelular como la B-galaclosidasa, expresadas en Salmonella, son capaces de
estimular respuesta inmune de tipo humoral, secretoria y celular (Brown, et al -
1987).

SINTESIS DE LA GLICOPROTEINA DE SUPERFICIE DEL ROTAVIRUS

SA11 EN Salmonelfa typhimurium SL3261.

Los resultados reportados en el laboratorio  al caracterizar las propiedades



inmunogenicas de VP7-Bgal (Arias, ef al 1986), y los antecedentes de Salmonella
typhimurium aroA como acarreador de antigenos heterdlogos, sirvieron de base para
la realizacién del presente trabajo, en el que se describe la clonacién de la
glucoproteina de superficie del rotavirus de simio SA11, en la Salmonelia
typhimurium atenuada aroA  SL3261, y caracterizacion inmunoldgica.

La inestabilidad de algunos plaésmidos en Salmonella puede ser un serio -
problema para la clonacion de antigenos heterdlogos (Watanabe y Ogata 1970,
Nakayama, et al 1988, Kaper 1988) . Se sabe que para algunos plasmidos
en Salmonella se incrementa su inestabilidad mientras mayor es ef numero de
plasmidos por célula (Stougaard, et a/ 1979); asi como cuando las bacterias
tienen una alta tasa de crecimiento (Curtis Ill. et a/ 1988); si el control de Ila
expresion del antigeno esta bajo un promotor fuerte (Dougan, et a/ 1987); o si
presenta el antigeno un efecto negativo para el metabolismo de la bacteria
{(Mungia 1987).

El plasmido pUMAS3Z es un plasmido tipo ColE1 (Arias, et al 1986) derivado
de pUCS, el cual se encuentra en un alto nimero de copias por célula.

La duplicacién en plasmidos tipo ColE1 esta regulada por [a interaccion de
dos transcritos; el primero o ARN Il y un contratranscritc o ARN I, y por una
proteina de 63 aminodcidos llamada rop {Cesareni, et al 1982).

La formacion de un primero de ARN({ARN Il), por la ARN polimerasa del
hospedero, y su procesamiento por la ARNsa H, marcan el inicio de la
replicacion (Willets 1985). Sin embargo, la sintesis de un contratranscrito (ARN 1)
inhibe la “maduracién” del ARN Il (por la accion de la ARNsa H) para formar un

extremo 3’ funcional, para que la ADN polimerasa continie con la  duplicacién



~(Wang y Polinsky 1985) (Figura 4). Los plasmidos ColE1 expresan
adicionalmente una proteina de 63aa, rop, la cual incrementa las probabilidades
de interaccion entre el ARN | y el Il, disminuyendo asi el nimero de
duplicacciones del plasmido y, por lo tanto, el nimero de copias (Tomizawa y Som
1984).

Para evaluar -el efeclo del nimero de copias en la estabilidad del vector de
axpresion -de -VP7-8gal, ‘a partir del plasmido pBR435 (proporcionado por M.A.
Munguia) se obtuvo el gen de rop y se cloné en pUMA93Z (Plebaiisky 1988,
resultados sin pub!’ircar); En la Figura 5 se describe la estralegia de clonacién de

- rop.
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Figura 4.- Mecanismo de replicacidén de plasmidos tipo ColE1. A) La replicacion es
controlada  principalmente  por 3 elementos genéticos: El ARN primero, ARN
Il y el producto del gen rop. La molécula precursora del ARN primero, forma un
hibrido con el ADN que lo codifica, asii es procesado por {a ARNasa H
formando un primero maduro para la ADN polimerasa. C) La inhibicion por ARN |
esta mediada por la interaccién con el ARN primero complementario, intaraccién
que es aumentada por ia proteina rop.
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Figura 6.- Estrategia de clonacion de rop en pUMA93Z



OBJETIVOS.

El objetivo general - det presente trabajo es obtener |a sintesis de la
‘proteina hibﬁ-dé VP7-Bgalactosidasa en la cepa atenuada de Salmonela
) typhimun’qm 'SL3261, y evaluar la capacidad de la bacteria recombinante para
- : inducir iamicuerpos contra la proteina viral. A partir de este objetivo general
ée desprenden ios siguientes objetivos particulares.

1 .Expresar en Salmonella typhimurium SL3261 Ja  proteina hibrida
VP7-Bgal.

2. Cuantificar in vitro, en SL3261 la  estabilidad de los diferentes
vectores construidos.

3. Determinar en las bacterias recombinantes, las diferencias en la
produccién de la proteina hibrida dirigida por los diferentes vectores de
expresién.

4. Montar el método para determinar la persistencia de la bacteria SL3261
sola, asi como de las bacterias recombinantes, en higado y bazo de los ratones
inmunizados.

5. Determinar la presencia de los plédsmidos en las Salmonella recombinan-
tes recuperadas de los ratones inoculados, para evaluar su estabilidad in vivo.

6. Cuantificar la produccion de anticuerpos tolales contra el lipopofisacarido
de Salmonella typhimurium,  contra  la B-galactosidasa y contra la proteina
VP7 del rotavirus SA11, en ratones inoculados con las bacterias recombinan-
tes.

7. Determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes conltra el rotavirus

SA11 en el suero de ratones inmunizados con las bacterias recombinantes.



8. Determinar si las bacterias recombinantes son capaces de sensibilizar
el sistema inmune de ratones para una respuesta de anticuerpos neutralizan-

tes, ante un contacto posterior con el virus completo.



MATERIALES Y METODOS.
VIRUS, BACTERIAS Y LINEAS CELULARES EUCARIONTES.

Se utilizé Escherichia coli MC1061, donada por el Dr. Bastarrachea, en el
mangjo primario de plasmidos y amplificacién de estos para despugs ser
tranfectados a Salmonella.

Saimonefla typhimurium cepa SL3261, hisG46 DEL407[aroA§54:Tn10 (Tc-
sens, nonrev}} Fus-res (Smith et al 19B4), derivada de la cepa SL1344 (Hoiseth
and Stocker 1981). Salmonella typhimurium SL5283, #pC2 metA22 Hi-b He-
en,x nmi (Fels2) 1a-66 rpsL 120 xyl-404 melE551 hsdl6 hsdSA29 hsdSB121 it
452 leu-3121 galE503 (Sanderson y Stocker 1987), y rm’ para los 3 sistemas
de restriccion-modificacion. Salmonefla typhimurivm ATCC 14028 como control
de bacteria protdtrofa.

Se utilizo ef fago P22, que es un fago de fransduccion generalizada
para transducir plasmidos de la cepa SL5283 a fa 3261. Bl Rotavirus de simio
SA1t, se usd en enyos de ELISA, de inhibicidn de fa hemaglutinacion y de
neutralizacion. Células eucariontes MA104 derivadas de rifidn de  mono
rhesus, fueron utilizadas para los ensayos de neutrafizacion de SA11  por
reduccién de placas.

MEDIOS DE CULTIVO Y CRECIMIENTO DE BACTERIAS,

Las diferentes cepas bactenanas fueron crecidas en medio LB fiquido
o solido para ensayos de  esiabifidad (Maniatis, ef af 1985). Cada 30
minutos se afiadio a tos medios ampiciina 200 mg/mi para cultivos  en
medio liquido, y una sola ves para cullivos en medio sdfido, como presién de
seleccidn de bacterias con plasmidos.

El medio M3 (Maniatis ef al 1982} fue ulilizado como control para cepas
bacterianas con las dilerentes  auxotrofias. M3 complementado con de
PABA (acido p-amino benzoico)(50mg por caja pelri con medio), DHB (4cido
2,3.dihidroxi  benzoico} (50mg por caja peti de medio) y aminoacidos
(fenilalanina 0.3 mM, tirosina 0.1 mM, triplofanc 0.1 mM, treonina 0.3 mM,
protina 2 mM) para mutantes con blequeos en la ruta de biosintesis de com-
puestos aromaticos e histidina (0.1 mM} (Stocker, comunicacion personal y
Davis, et al 1980}, como medio minimo para la identificacion de la cepa
aroA hisG SL.3261.

PLASMIBOS.

El pldsmido pUC8 es un vector de 2.8 kb con marcador de resistencia a
ampicilina, derivado del pBR322, el cual contiene sitios de clonacidn
muliiples, para la expresion de proleinas bajo e promotor lac Z, con los
primeros 6 aminoacidos de f-galactosidasa (Vieira y Messing, 1982).

El pUMAD3Z (Arias ef al 1986) dirige la simesis de la proteina hibrida
VP7-Bgal a pantir del promotor LacZ. Este plasmido es derivado del vector
pUCB, del pUMAG31, del cual se deriva la secuencia de VP7, y de pMC-



1871, del cual se obtuvo el gen de B-galactosidasa (Arias et al 1986). El gene
de B-lactamasa y el origen de duplicacion son derivados de pUCBS.

El pUMAG3Z-ROP es un derivado de pUMAS3Z en el cual se inserio el
gen de rop (320 pb), en el sitio unico Hind lil del sitio de clonacién mditiple o
"polilinker" original del pUCB8. EI gen rop fue amablemente proporcionado por
M. E. Munguia. Esta construccion la realizé Magda Plebadski (1988, resultados
sin publicar).

MANIPULACION DE ADN.

EXTRACCION DE PLASMIDOS.

Minipreparaciones por lisis alcanina. Para extracciones de Salmonella.
(para E. coli se prescindia del paso de proteinasa K).Tomado y modificado de
Silhary, et al 1984 y Kraft, et a/ 1988.

1. Matraces con 15 ml de LB liquido se inoculan con la cepa correspon-
diente, a partir de colonias aisladas de cajas petri con LB solido, con ampicilina
100 mg/mi.

2. Del cultivo se transfieren 1.5 ml a tubos eppendort de 1.5 ml (Brink-
mann, Westbury, NY), se centrifugan 2 minutos en centrifuga Eppendorf
{Brinkmann modelo 5414) a 14,000 rpm vy el scbrenadante se remueve y se
repite nuevamente este paso.

3. El boton de bacterias se resuspende en 100 ml de solucidn de lisozima
(lisozima 5 mg/ml, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM pHB.0) se
agita con voriex y se deja 5 minutos en hielo.

4. Se afaden 200 [l de sclucion NaOH-SDS (NaOH 0.2 N, SDS 1%). Se
mezcla por inversion de los tubos y se incuba en hielo 5 minutos.

5. Se anaden 150 mi de solucién de acetato de potasio (el stock se
prepara 60 mi de acetalo de potasio 5M, 285 mi de acido acélico, 11.5 ml
agua, ph 4.8) y se mezcla suavemente con vornex.

6. Los tubos se dejan en un bafo de hielo seco-etanol durante 5 minutos y
se descongelan a temperatura ambiente.

7. Después de centrifugar a 4C durante 15 minutos en centrifuga
eppendorf, a 14,000 rpm, el sobrenadante (750 ml aproximadamente) se
transtiere a tubos eppendorf de 1.5 ml nuevos.

8. Al sobrenadante se le afiaden 25 ml de solucidn de proteinasa K
{de un stock de 10 mg/ml) y 756 ml de solucion de EDTA (0.5 M, pH 9.0). Se
incuba durante 3 horas a 50° C.

9. Se anade un volumen igual de fenol-cloroformao , se mezcla con vorex y
se centrifuga a 14,000 rpm en centrifuga eppendorf durante 2 minutos. Se
transfiere la fase acuosa superior a un tubo de 1.5 ml nuevo.

10. Se afiaden 2 volumenes de etanol absoluto, se mezcla por inversién y
se deja a -70'C de 10 a 30 minutos.

11. Las muesiras se centrifugan 5 minutos a 14,000 rpm y se tira el
sobrenadante.

12. El botdn se lava en etanol al 70% frio y se tira nuevamente el sobrena-
dante.

13. Las muestras se secan al vacio, se resuspenden en agua bidestilada
y se guardan a -20'C para su uso posterior,



ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Y CONDICIONES DE REACCION.

Para el analisis de plasmidos por patrones de restriccion se realizo el
protocolo siguiente ( endonucleasas de New England Bio Labs, Beverly, Massa-
chusetts):

Se digirié 1 m! (0.3 mg/mi} de muestra de los plasmidos pUMAS93Z o
pUMAQG3Z-ROP con 1 mi de Bgl I (5u) , imt de pstl {10u). 2mi de buffer de
alta sal 10X (NaCl 100 mM, Tris-HC! 100 mM pH 7.5, MgCl: 100 mM ,DTT 10
mM) y 15[nl de agua bidestilada estéril, en un volumen fina! de 20ml. La mezcla
de reaccion se incubd a 37 C durante 1.5 horas y posteriormente a 65°'C por
3 horas.

Se mezclé 1ml (0.5mg)de pBR435 con imi de BamHI (10u), 1mi de butier
de alta sal (10X) y 7ml de agua bidestilada. Se incubo a 37'C durante
hora y media.

Se mezcld 1l de pBR322 (1mg) se mezcld con 1ml de Hinfl (Bu), 1 mi
de buffer media sal 10 X (NaCi 50 mM,Tris-HCI 500 mM, MgCl: 100mM, DTT
10 mM) y 7ni de agua bidestilada y se incubo a 37°C por 3 horas.

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Para el analisis de los plasmidos , asi como para digestiones de estos con
enzimas de restriccidn, se utilizaron minigeles de agarosa {Sea Kem FMC
Corp. Rockiand, MD, USA} al 0.8% (P/V) en buffer E 1X (0.04M NaAc,
0.002M EDTA, 0.04M Tris pH7.4 , en agua bidestilada). Un volumen de
muestra de plasmido se mezcla con uno de buffer de corrida para ADN (gliceri-
na 10%, azul de bromofenol 0.01%, naranja G0.01%, en amoriguador E 1X) y
se corren los geles en amortiguador E 1X a 100 volts, hasta que el colorante
azul de bromofenol llegue al borde opuesto del gel. EI ADN se tifid con
bromuro de etidio (1mg/mi){ver mas abajo) y se observaron las muestras con
luz UV.

ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA.

Otro tipo de geles que se utilizé para el andlisis de los patrones de
restriccién  de  plasmidos, fueron los geles  de poliacrilamida. Se mezclaron
con 7 mt de agua destilada con 1ml de buffer TBE (10X), 1.66 mi de
solucion acrilamida-bisacriiamida (30%:0.8% P/V), y se le afadieron 90mi de
persulfato de amonio al 10% (BIQ-RAD Richmond, California, USA) y 3.8ml de
TEMED (BIO-RAD), se virtion la mezcla en los vidrios para que se formara el
gel. Se pusieron las muestras en amortiguador de corrida y se aplicé una
corriente de 100 volts hasta que e! colorante azul de bromofeno! saliera del
ggl. EL ADN se tifid con bromuro de efidio o por la tecnica de plata (Ver
abajo).

TINCION CCN BROMURO DE ETIDIO.



Para analisar el ADN, los geles de agarosa o de poliacrilamida, se
sumergen en una solucion de bromuro de etidio (0.5mg/ml) (SIGMA) de 15 a
30 minutos, y se lavan en agua destilada para quitar el exceso de coloran-
te. EL ADN se observa con luz UV y se fotografia en una camara Polaroid con
filtro anaranjade Kodak ({Wratten # 23A), en placas Kodak pancromatico.
{Ausube! et al 1988).

TINGION CON PLATA.

Solo los geles de acrilamida se tifieron con la técnica de plata.

1. Los geles se ponen en solucion fijadora {etanol 10%, acido acetico 0.5%)
de 20 a 30 minutos.

2. Se transfieren a la solucidn de plata (0.18% pi  de nitrato de plata
en agua bidestilada) de 20 a 30 minutos.

3. Se lavan 2 veces en agua bidestilada.

4. Se pone el gel en solucidn reveladora (7.5 ml de NaOH 10M, 0.8 ml de
formaldehido, se afora a 1 ftro con agua bidestiada) hasta que se vean
claramente las bandas correspondientes a ADN.

5. Se lavan en agua bidestilada 2 veces.

6. Se da un lavado en acido acético al 3% (p/v) y se guarda el gel en
agua bidestilada.

TRANSFECCION BACTERIANA.

1) La cepa que se quiere transfectar se crece durante 12 horas en 2mi de
LB a 37C.

2} Con los 2ml crecidos se inoculan 30 m de LB.

3)Se deja que crescan a 37°'C con agitacion, hasta una DOsswosm entre 0.4 y
0.6. El crecimiento se detiene al poner el matraz en hielo.

4) Se pasa lo crecido a un tubo estérii de 50ml, para centrifuga.

5) Se centrifuga 8 minutos a 3,000rpm en una cefrifuga Beckman de mesa
TJ-6, Se tira el sobrenadante.

6) E! botén bacteriano se resuspende con cuidado en 15 ml  de CaClk
0.1mM/Tris 10mM pH 7.5 en frio.

7) Se incuba 10 a 15 minutos en hielo.

8) Se repite €} paso 5.

9) Se resuspende el boton en 2 mi de CaCl: 0.1 mM/Tris 10 mM pH7.5. Se
deja 30 minutos en hielo.

10) Se pasan 200 Ml a tubos eppendorfl de 1.5 ml y se les afade la
car;tidad deseada de plasmido (30G ng) a cada tubo. Se deja 30 minutos en
hielo.

11) Se da un choque térmico a 42C por un minuto e inmediatamente se
pone en hielo por 1 minuto.

12) Se afiaden 800m! de LB a temperatura ambiente a cada tubo.

13) Se incuban los tubos a 37°C, en agitacién, durante 45 a 90 minutos.

14) Se plaquean varias diluciones de las celulas translormadas en cajas de
LB sdlido con ampicitina 100 mg/mi.

15) Se incuban ias cajas loda la noche a 37'C y se observan las colonias



~ recuperadas.

OBTENCION DE FAGO TRANSDUCTANTE P22

1) Las células SL5283 que contienen el plasmido de interas, se crecen
toda la noche a 37°C, en LB complementado con 0.1% de glucosa, 0.1% de
galactosa y con el antibiético adecuado.

2) A 30 mi de! crecimiento anterior se le afaden 100 m! de lisado, que
contiene aproximadamente 10* fagos P22.

3} Se incuba de 14 a 18 horas con agitacién a 37' C.

4) Se centrifuga en tubos de 50 ml, a 5000 rmm, durante 5 minutos en
un rotor JA20 de la centrifuga Beckman,

5) Se recupera ¢l sobrenadante en tubos de vidrio estériles y se ahade
cloroformo a una concentracion final aproximada del 10%, se mezcla.

6} Se deja duranie 12 horas a temperatura ambiente, se mezcla cada hora.

7) Se toma el sobrenadante y se pasa a tubos estériles. Este sobrenadante
contiene el fago transductante.

8) Se guarda a 4C.

TRANSDUCCION DE LA CEPA SL3261.

1) Se crece toda la noche la cepa SL3261 en 2 ml de LB, a 37C con
agitacion.

2) Se afdade 100 | del crecimiento a 2ml de LB/CaCl: 1mM, Tris 0.1 mM
pH7.5 y se crece hasta una DO:wo~ de 0.4 a 0.6.

3) Se viente el crecimiento sobre cajas con antibidtico, hasta que cubra
toda la superficie, tirar el exceso de liquido.

4) Se deja secar la caja junto a un mechero.

5) Se hacen diluciones del fago transductante (1/1, 1/10, 1/100 y 1/1000)
en LB/CaCl: 1 mM, Tris 0.1 mM pH7.5.

6) Se ponen 20 ml de cada dilucion sobre el cesped de bacterias (que
todavia no se observa).

7) Se dejan secar a tfemperatura ambiente las cajas cerradas.

8) Se incuban a 37°C toda !a noche.

9) Las transductantes obtenidas se estrian sobre medio LB sdlido con
100mg de ampicilina/ml.

Como control se hacen diluciones del fago sobre cajas sin cesped
gacteriano. para verificar que el lisado de fagos no esta contaminado con

acterias.

EXPRESION DE VP7-BGAL EN S typhimurium.

s ESLECTROFOHESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
DS.



Para el analisis electroforético de fas proteinas producidas por las
diferantes cepas baclerianas, se ufilizé la tecnica de Laemmii (1870):
Gel inferior superior

Acrilamida-Bisacriltamida {30%-0.8%) 11mi. 2ml.
Tris base 2M pH 8.8 &mi. 0

Tris base 2M pH 6.8 0 0.65mi.
SDS 10% 0.3ml. 0.1ml.
Agua 12ml, 12mt.
Persulfato de amonio at 10% goml. 150ml.
TEMED 3oml. 10pmil.

Las muestras de proteinas se mezclan en “"Magic Mix® (SDS 1%, B-
mercaptostano! 1%, EDTA 0.074%, glicerol 10%, tris-HCI 0.05M pH&E.8 y
granitos de azul de bromofenol) se hierven 3 minutos, y se centrfugan 3
minutos en eppendor a 14,000 rpm, para quitar e material insoluble.

Se corre el gel con bulfer tris-glicina t1X (Tris-base 12 g, glicina 57.6 g
aforar a 1 litro), al cual se le aftaden 8 mi de SDS al 10%.

La muestra en el gel superior se corre a 10 mA, al llegar ef azul de
bromoteno! al limite entre ef gel superior y el inferior se corre a 20 mA, hasta
que e azul de bromolenol llega al extremo opuesto del gel.

TINCION CON COOMASSIE.

Solucién de coomassie: Metanol 3 volumenes.
Acide acéfico 1 volumen,
Agua 6 velumenes
Coomassie 0.06%.

Antes de usar la solucion de coomassie es recomendable filtraria,
Se deja el gel en la solucién tenidora de coomassie toda la noche, se
destifie en &cido acético al 10%.

DENSITOMETRIA DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Los geles tefiidos por la técnica de coomassie, se {otografiaron y
se imprimieron en acetatos. La densitomelria se realizé en un densitémetro
laser de barrido, Zeineh modelo SLR-2D/1D, que pasa el haz de luz uv sobre el
caril, y abarca todo e grosor de éste, de proteinas del cual se desea
conocer su perfl. Los calculos son realizados automaticamente por el densito-
metro,

ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA.

Tomado y moditicado de Miller 1972.
1) A 500 mi de crecimientos bacterianos se le afiaden 50 [ de cloroformo
y 25 m! de SOS al 0.1%. Se mezcia.



2) A 900 mi de amoniguador Z {Na:HPO. 0.06 M, NaH:PO. 0.04 M, KCI
0.01 M, MgSO.: 0.001 M, B-mercaploetancl 0.05 M, ph 7) se le ahaden
100! de las bacterias tratadas con cloroforma.

3) Los tubes se ponen en un bafio a 28C y se deja gue se calienten
durante 5 minutos.

4) Se afiaden 200 mi de ONPG (ortonitrofenil-3-D-galactasido) (4 mg/ml).

5) Se incuban hasta que se observe que los tubos se torman amarillos,
sin dejar que sca demasiado.

6) Se para la reaccion con 500mi de Na:.COy 1M,

7) Se lee a 420 nm, en ¢! esprectrofotdmetro.

Para e calculo de numero de unidades de B-galactosidasa (n) se utilizd la
siguiente formula:

n= ODassen

Tiempo de reaccion x volumen x 0.0045 x DOssoen.
en minutos en ml

n= nmeles de ONPG hidrolizados/minuto mi de lisado.

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE PLASMIDOS EN 8.
typhimurium, EN AUSENCIA DE PRESION DE SELECCION.

1) Se crecen las cepas en LB liquido , anadiendo 200 mo/mi de ampicilina
cada 30 minutos, hasta alcanzar una DOsem de  1.25. Las bacterias asi
crecidas se plaguean por duplicado en LB sélido con o sin ampiciling (200mg/-
ml}, para cuantificar el porcentaje de bacterias resistenes al antibidtico.

2) Se inoculan 50 ml de LB liquido, sin ampicilina, con 50 ml de una
dilucidn 1/1000 del cultivo de baclenas.

3) Se crece a 37°C con agilacion constante, hasta tener unas 20
generaciones apraximadamente. Se repite el paso 2 y las bacterias se crecen
ofras 20 generaciones aproximadaments.

4) Ei porcentaje de bacterias que lodavia conservan el plasmido se
determing a las 20 y 40 generaciones, plaqueando por duplicado en cajas de
LB con y sin ampicilina.

INMUNGQLOGIA.

ANIMALES,

Se utilizaron ratones BALB/c de uno u oo sexc, de 9 a 12 semanas
de edad en lps experimentos de infeclividad e inmunologia. Los ratones
fueron mantenides en cuarentena, en el cuarlo donde se ubicaron definiliva-
mente, al menos durante una semana anterior a ser ulllizados para los
experimenios. Agua y alimento fueron proporcianados ad fibitum.

CRECIMIENTOS DE INOCULOS.



La cepa SL3261 sola o con plasmido, se crecib en LB o en LB con
ampicilina (suplementada con 200mg/ml  cada 30 minutos), respectiva-
mente. Las bacterias se titularon plagueando duplicades en LB y en LB con
ampicilina 200 mg/mi.

Las células se centrifugaron a 14,000 rpm en  centrifluga eppendorf
durante 3 minutos a lemperatura ambiente. El botdn bacteriano se guardd
an refrigeracién a 4'C para esperar la titulacion de los crecimientos y asi
calcular las diluciones a inocular, asi como para verificar que el 100% de las
bacterias llevaran los plasmidos.

INOCULACION DE LOS ANIMALES.

El botén de bacterias fue resuspendido en amortiguador de fosfatos
{PBS) para ser inoculade por via intravencsa, o bien en BSG (PBS + 0.1% de
gelatina bacterioldgica) para inoculaciones orales.

La inoculacién intravenosa fue en la vena de la cola. Elinéculo fue en
un volumen total de 100 ml por ratén inoculado. En la inoculacion por via oral,
los ratones fueron privados de agua y comida durante 6 horas, después de las
cuales se les administrd 30 ml de bicarbonato de sodio al 10%. Cinco minutos
después se dio el inéculo de salmonelas en un volumen total de 20 ml. Se
regtesd la comida y el agua 30 minutos después del indculo. Después de
5 semanas del inoculo inicial con salmonelas se dio un refuerzo, con la misma
cantidad aproximada del indculo inicial. A {as siete semanas, en el expsrimento
que denominamos # 7, fueron inoculados por via subcutdnea, particulas virales
completas (7.7 mg por ratén) en adyuvante incompleto de Freund para observar
si la Salmonela recombinante estimuid una respuesta inmune contra la VP7
viral por medio de la VP7 expresada en la bacteria. En el experimento #
8 la inoculacion con virus fue a las 11 semanas.

TOMA DE SUEROS.

Los ratones fueron sangrados de la vena retroorbital, en los dias (con
respecto a la fecha de la primera inoculacion) -1, 14, 21, 35, 49, 56, 63 y 70,
en el experimento 7, y en los dias -1, 21, 34, 49, 63, 70, 77y 84, en el
experimento 8. La sangre recuperada se dejo coagular a temperatura ambiente
y después se guardd por 6 horas a 4C. Posteriormente las muestras
se centrifugaron en cenirifuga eppendorf a 14,000rpm por 3 minutos, a tempera-
tura ambiente y el complemento en el suero recuperado se inactivo a 56C por
30 minutos. Los sueros fueron almacenados a -70'C para su analisis posterior,

RECUPERACION DE BACTERIAS DE HIGADO Y BAZO.

A los dias 1, 7, 14, 35 y 49, para el experimento 7, y a los dias 1, 7, 21,
35 y 49 en of experimente 8, se sacrificaron dos ratones  de cada
grupe  (inoculados  con SL3261 0 SL3261/pUMA93Z-rop), de cada
sexo. el higado y bazo de los diferentes animales se homogeneizaron
{se juntaron los  organos correspondientes de los dos ratones) en 10 ml de



agua detilada estéril, acorde a lo descrito por Hormaeche (1979). Se hicieron
las diluciones adecuadas y las muestras fueron plaqueadas por duplicado
en cajas con LB y cajas de LB+AMP 100 mg/m! o LB+20 ml X gal, para
evaluar la permanencia de bacterias en el higado y el bazo a dilerentes
tiempos postinoculacion.

ENSAYO DE ELISA,

CONTRA BGALACTOSIDASA,

Dado que la B-galactosidasa comercial no estaba lo suficiente-
mente limpia para ser usada en el ensayo de ELISA, primero se elilminaron
las impuresas por cromatografia de afinidad como se indica a continuacién
{Tomado de Germino, et al 1983 y de Ullmann 1984}.

1) Se prepara 1 miiitro de columna de PATG-Agarosa (p-
-aminobezil-1-tio-3-D-galactopiranosido} (Sigma).

2) Se resuspende 1 mg de b-galactosidasa (BRL) en amortiguador D {NaCl
0.25 M, Tris HCI 0.01 M, pH7.6 / MgCl: 0.01 M / 0.001 M EDTA / 2--
mercaptoetanol 0.01 M, Triton X-100 0.1 %), y se pasa por la columna de
PATG-agarosa.

3) Se lava con 20 m! de amortiguador D, y después con 10 mil de amor-
tiguador D sin triton X-100.

4) La B-gal se eluye con 1.5 ml de borato de sodio 0.1M, pH 10.

5) El volumen eluido se precipita con 1.5 ml de sulfato de amonio al 80%,
y se afade por goteo, en agitacién constante y a 4C.

6) Se centrifuga 15 minutos a 10,000 rpm en centrifuga eppendorf a 4C.

7) Se desecha el sobrenadante y se resuspende en 2 ml de amor-
tiguador fosfatos (0.1M pH 7.3). La B-gal asi purficada se dializa contra
amortiguador de foslatos con 3 cambios cada 12 horas, a 4.C. Lo dializado se
guardé a -20C.

Se verifico la recuperacidn de B-galactosidasa por ensayo de actividad de
la proteina y por geles de poliacrilamida-SDS. De la proteina purificada se
hicieron alicuotas y de estas se lomo para el ensayo de ELISA contra B-gal,
como se indica a continuacién.

1) Colocar 50 ml de Bgal (750 ng) en amortiguador de fosfatos 0.1 M
(KH:PO+ 0.015 M, Na-HPO. 0.08 M pH 7.3) por cada pozo de placas Immuno-
lon 2 (Dynatech) e incubar 3 horas a 37°C y posteriormente a 4C por 12 horas.

2) Lavar los pozos con PBS-T (Tween 20 0.05% en PBS) 3 veces, y agitar
1 minuto cada vez.

3) Bloquear los pozos con 250 ml de PBS-T-BSA 3% {Albumina de suero
bovino), incubar a 37'C por 2 horas.

4) Lavar 3 veces con PBS-T.

5) ARadir 100ml de! suerc problema de ratén, diluido 1/100 en PBS-T, e
incubar a 37C 3 horas.

6) Lavar 3 veces con PBS-T.

7) Anadir 100 ml de proteina A-peroxidasa {Amersham), diluida 1/500 en
PBS-T, e incubar 2 horas a 37°C .

8) Lavar 3 veces con PBS-T.



9) Afiadir 100 ml de sustrato (27.5 ng de ABTS en 3 ml de amor-
tiguador de ABTS, aforado a 50 ml con agua destilada), e incubar de 20 a
30 minutos a temperatura ambiente.

10) Parar la reaccion con 50 ml de d&cido citrico 0.1 M, NaNs 0.01%.

11} Leer a 410 nm,

CONTRA LIPOPOLISACARIDO DE S.typhimurium.

1) Afadir 50 ml de LPS de S.typhimurium {10 mg/ml) (DIFCO) en
amortiguador de carbonatos (NaCO: 0.015 M, NaHCO: 0.035 M pH 8.6) por
pozo.

Repitir los pasos 2 a 11 del ELISA contra B-gal. Excepto que en el paso 7,
en lugar de la proteina A-Peroxidasa se usa suero anli IgG de raton acoplade
a peroxidasa, diluido 1/1500 en PBS-T.

CONTRA PARTICULAS VIRALES DE SA11.

i) En ptacas Immunclon 1 (Dynatech) se afiaden, por pozo, 50 ml de suero
de cabra anti rotavirus D, a una dilucion  1:5000 en amortiguador de
carbonatos. Incubar toda la noche a 4C.

2) Lavar 3 veces con PBS-Tween al 1%. Bloquear sitios inespecificos
con 200 ml por pozo de albumina bovina al 3% en PBS-Tween. lncubar 2
horas a 37C.

3) Lavar 3 veces con PBS-Tween. Anadir 50ml por pozo de virus SA11
purificado (94 ng/mi) diluido 1:1250 en amortiguador de magnesio (NaCl
0.15 M, MgCl: 0.001 M, Tris-HCI 0.0t M, pH 82) Incubar 2 horas a 37°C,

4) Lavar 3 veces con PBS-Tween. Afadir sueros problema diluido
1:100 en PBS-Tween. Incubar 2 horas a 37°C.

5) Lavar 3 veces con PBS-Tween. Afadir 50 m! por pozo, de anti-lgG
de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (ICN immunobiologicals, Lisle,
IL.), diluido 1:250 en PBS-Tween. Incubar 2horas a 37C.

6) Lavar 3 veces con PBS-Tween. Afadir 50 mi por pozo de sustrato
{1 tableta (5 mg) de Sigma 104 en S ml de amortiguador dietanoclamina 1%,
MgCl2 0.001M, pH 9.8). Incubar 1 hora a 37C.

7) Parar la reaccién con NaOH 3 M.

8) Leer a 410 nm.

ENSAYO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes en los sueros de ratones
inoculados con la Salmonelia recombinante se determinaron por el procedimien-
to descrito por Shaw et al (1985) y Arias et al (1987).

1) A un volumen de SA11, en una dilucién que produzca aproximadamente
500 celulas tefiidas por pozo (activados antes de hacer ta dilucion, durante 30



minutos a 37'0, con tripsina  {DIFCO 1/250), a una concentracién. finaj de 10
- mg/ mi), se mezcla con un volumen de diluciones dobles seriadas de los
sueros de los ratones inoculados, y se incuban por 1 hora a 37C .

- .2} Las mezclas (502 por pozoj se afaden a monocapas de células
) MA104 en placas con 96 pozos ciu. lLas cajas se lavan praviamente dos
veces con PBS astéril.

3) E! virus se adsorbe 1 hora a 37°C, y los indculos se retiran, al anadir
200 m! de medio minimo EAGLE a cada pozo.

4) Las células se incuban por 12 horas a 37C .

5) Después de la incubacién las células se lavan dos veces con amor-
tiguador de fosfatos salino (PBS).

6) Se fijan por 18 minutos con acetona al 80% en PBS.

7) Se lavan fos pozos dos veces con PBS y se dejan secar a tempera-
tura ambiente.

8) Se anaden 504 por pozo de suero anti SA11 {obtenido del conejo 127) a
una dilucién 1:1500, en PBS, y se incuba durante 1 hora a 37C.

9) Se lava dos veces con PBS.

10) Se ahaden 50A de proteina A-peroxidasa (Amersham)
diluida 1:2500 en PBS y se incuba a 37°C por dos horas.

12) Se lavan 2 veces con PBS.

13) Se agregan 50 A de sutrato fresco (stock 3.5 ml amoriguador de
acetatos 0.05 M pH 5, 1.5 ml 9-amincetil carbazole a 4 mg/ m!  en dimetil
formamida y 10m! de H O al 30%), preparade en obscuridad y filtrado
previamente.

14) Se incuban de 5 a 10 minulos a temperatura ambiente en obscuridad.

15) Se lavan ¢ veces con agua bidestilada.



~.16) Las células se observan con un mlcroscoplo de contraste de fase. con un
ob)ehvo 20x (ow!ar 10x). - ‘

Los titulos de anl!cuerpos neutrafizantes 6n Una: muestra  de suero se
definen como la dilucién del suero mas alta a la cual se observa una dismi-
nucién-de focos infecciosos de & menos el 60%, comparado con {os controles

enlos que se utilizé6 PBS en lugar de suero.
ENSAYO DE INH!BICION DE LA HEMAGLUTINACION.

1) A'8.5 ml de sangre humana tipo O se le agregan en 1.5 ml de solucién
de Alsever (citrato de sodio 11.26. g, 4cido citrico 4g, glucosa 11g, en 500 m!
de.agua, se esle}iliza en autoclave) y se guarda a 4°C.

] 2) La canlidad que se va a utilizar se centrifuga a " 3,000 rpm, en .-
centrifuga Beckman de mesa TJ-6. . k

3) Los eritrocitos se lavan 3 veces en PBS (pH 7.4).

4) Del paguete se hace una suspensidn al-0.5% de" eritrocitos en PBS-
Albumina al 0.4 % final, pH 7.4.

5) Se incuban 25 ml de diferentes diluciones de los sueros de los
ratones inoculados con Safmonelia recombinante, durante 60 minutos a tempera-
tura ambiente, con 25 2 del virus SA11 que representan 4 unidades
hemaglutinantes.

6) En placas de 96 pozos, con fonde en "U", se agregan 50 A de la
suspension de eritrocitos por pozo, mas 50 A de la mezcla del vius y el

suero.



7)Se aglta y se deja a !emperalura ambleme por 60 mmulos’v

B) Se lee cual fue Ia dxlucion mas aila eI hlblé Ia hemaglutma-

~ cibn del. virus::




RESULTADOS.
PRESENCIA DE pUMA93Z Y pUMAG3Z-ROP EN SL3261.

Los plasmidos pUMA93Z y pUMAS3Z-rop, los cuales dirigen la sintesis
de VP7-Bgal en E. coli fueon introducidos  por transduccién en S.
typhimurium SL3261. El plasmido pUMA332Z-rop, construido previamente por
Plebanski, no habia sido caracterizado en cuanto a la presencia del gen
rop y su orientacion dentro del pldsmido pUMAS3Z. Por esta razdn, se purifica-
ron los plasmidos pUMA93Z y pUMA93Z-rop de la cepa SL3261, y se
determind su patrdn de restriccion, por medio de las enzimas Bgll y pstl.
Como marcadores de peso malecular se emplearon el plasmido pBR435
digerido con BamHl y el plasmido pBR322 digerido con Hinfl. En la Figura 4
se muestran los patrones de restriccion de pUMA93Z y de pUMA93Z-rop. El
fragmento de 161 pb de pUMAS3Z contiene un sitio unico Hind [, en donde
se clond el gen de rop proveniente de pBR435 (Segmento de 316 pb Figura
6), por lo que en pUMA93Zrop el fragmento de 161 pb es remplazado por uno
nuevo de 484 pb (Hay que recordar que al clonar rop se usd Klenow para
generar exiremos rasurados, lo que aumenta el numero de pares de bases
y explica la diferencia), (figura 4), se verificé la presencia del gen de rop en
este plasmido.

La orientacion del gen rop en pUMAS3Z se determind también por patro-
nes de restriccion. El gen rop presenta un sitio Unico para pvull, e! cual esta
localizado de manera asimétrica dentro del gen (ver Figura 7), lo cual
permite, al cortar con esta enzima, determinar su orientacion. Las orienta-

ciones posibles y los mapas de restriccion correspondientes, se muestran
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Figura 6.- Patrones de restriccion  de 1)}pBR322/Hinfl, 2)pUMA93Z/-
Bglipstl, 3)pUMA93Z-rop/Bgll-pstl y 4)pBR435/BamHIl. A los lados se muestra
el numero de pb para fragmentos de pBR322 y pBR435.
en las figuras 7 y 8, Como se puede observar en 1a figura 8A, la banda de 100
pb resultante de la digestion de pUMA93Z con pvull y pstl (Fragmento
en el que esta contenido el sitio Unico de Hind i, donde se ciond el gen rop),
serfa remplazada por dos bandas, de 156 y de 267 pb (al digerir pUMAS3Z-rop
con estas dos enzimas) si el gen rop se encontrara en la orientacion | (Figura
7). 0 en su caso por 2 bandas, de 76 y 347 pb si se encontrara en la
orientacion 1l (Figura 7). Como puede verse en la Figura 8B, al digerir
pPUMAQ3Z-rop con pvull y pstl, se observd, la aparicion de una banda de 76 pb.
La presencia de la otra banda esperada, de 347 pb, no es evidente ya que
queda oculta entre las bandas de 340 y 365 pb del vector (Figuras 8A y 8B).
Estos resultados indican que el gen de rop se encuentra en 1a orientacion
I de la Figura 7, con lo cual su transcripcion es en el sentido de las manecillas

del reloj {Cesareni, et al. 1982; O'Brien 1984).
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Flgura 8.- Posibles orientaciones del gen rop en pUMAS32Z.

2557 2557 2557 g\
2364 2364 2364 S & e
664 664 664 B _s17
363 363 363 e 506
347 fd 344
340 340 340 vy 298
267 2 AW
Wi wdony
156 - 220
100 - Vs
82 82 82 ~— T
76 75
PUMAQ3Z crieatacion 1 y 2 123
A B8

Figura B.- A} Patrones de restriccion tedricos de pUMAS3Z, y de las dos
posibles orientaciones de rop en pUMA93Z-rop, sefialadas en la figura 6.
B)Patron de reslriccion de pUMA33Z-rop (1) vy pUMA93Z {2) digeridos con
pstl y pwull y analizados en geles da poliachlamida tefiidos con plala. En
el caril 3 so muestra a pBR322 digerido con Hinfl (3), como marcador de
PM.

EXPRESION DE VP7-BGAL EN SL3261.

La sintesis de la proteina hibrida VP7-Bgal en Salmonella SL3261,



difigida por los pldsmidos pUMAS3Z y pUMAS3Z-op, se delermind por ef
:~éﬁélfsi§'aé i-'.I;is,;fn'c.itt‘ainas bacterianas totales en geles de poliacrilamida-SDS
(Laémmli 1970). En la figura 9 podemos observar los patrones de
‘prbtelnés correspondientes a  Salmonella typhimurium SL3261 transducida
con pUMAQ3Z-rop (Carrit 1), pUMAS3Z (Carril 2), y la bacteria sin pldsmido
{Carril 3). En las dos cepas con plasmido se aprecia la aparicién de tres
bandas que no estan en la cepa sola. Corresponden por analogia a las mismas
tres proteinas que aparecen en lizados de E.coli transformadas con pUMAS3Z,
y donde fueron caracterizadas en detalle {Arias, et al 1986), estas bandas
cormesponden a la proteina hibrida VP7-Bgal (Banda A), a un producto de
inicio de traduccidn interno del gen quimera, el cual lleva exclusivamente
secuencias de B-galactosidasa (Banda C) y a un tercer producto polipeptidico
de naturaleza desconocida, codificado por el plasmido (Banda B).

La proporcion relativa de estas tres proteinas con respecte de las protei-
nas fotales se cuantificé por densitometria de los geles. En la figura 10 se
muestran los perfiles de proteinas de la bacteria con pUMAS3Z (A) o con
pUMAS3Z-rop (B), y de la bacteria sola. Sdlo para SL3261 sin plasmido se
muestra el patron completo. A partir de estos perliles {con el paquete de
computacion incluido en el densitdmetro), se determind el porcentaje que
representan las proteinas codificadas por los pldsmidos con respecto de la
proteina total de la bacteria (Tabla 6), se enconté que la bacteria con el
plasmido pUMAQ3Z produce aproximadamente el doble de la proteina recom-

binante.
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Figura 10.-Pemles de densitometria de las proteinas del gel de la figura 8. A)
~-8L3261/- pUMAS3Z, B) SL3261/pUMA93Z-rop y C) SL3261. Ei pico 1 co-
rresponde a VP7-Bgal, el 2 a un producto desconocido, el tercero a B-gal (ver
texto), En C) 1 representa la zona con 1,2 y 3 de los recuadros A y B, ya
que en estos recuadros 1a densitometria se expandio para apreciar mejor las
proteinas recombinantes.
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En ambos 1a proteina VP7-Bgal representa aproximadamente el 0.5% de la

proteina total bacteriana (Tabla 6).



PROTEINA %_EN_SL3261/pUMAS3Z - %_EN_SL3261/pUMI32Z-r0p
VP7-8GAL 0.68 0.54

B-GALACTOSIDASA 2.1 1.08
PRODUCTO DESCONOCIDO 1.1 0.44
TOTAL 3.88 2.06

Tabla 6.- Porcentaje de las proteinas codificadas por los plasmidos con
respecto de la proteina total de SL3261, obtenidos por
densitometria de geles de poliacrilamida-SDS, tefiidos con azul de
coomassie.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA EN LISADOS
BACTERIANOS.

Las proteinas recombinantes sintetizadas por los plasmidos pUMAQ3Z y
pUMAS3Z-rop tienen actividad de B-galactosidasa. Por lo tanto se cuantificd la
actividad de esta enzima, como una manera de evaluar el nivel de
expresion de  las  proteinas recombinantes. Se determind la actividad de
B-galactosidasa, en lisados de las diferentes cepas bacterianas. Antes de
cuantificar la actividad de la proteina se verificdé que el 100% de las
bacterias recombinantes fueran resistentes a ampicilina, como reflejo de la
presencia del plasmido. Esto se hizo plateando un volumen conocido, por
duplicado, en LB y en LB con ampicilina (100 mg/ml). En la Figura 11 se
muestra el nimero de unidades de B-galactosidasa obtenidas con las
diferentes cepas de S. typhimurium o E. coli.

En las bacterias que contenian pldsmidos con el gen de rop (PUMAS3Z--
rop), se observé un numero menor de unidades de B-gal que en los plasmidos
controles (pUMA93Z), tanto en E.coli como en S.typhimunum. Comparativa-
mente, el nimero de unidades fue mayor en las cepas recombinantes de E.coli
que en las de Salmonella S13261.

ESTABILIDAD IN VITRO DE pUMAS3Z Y pUMA932-ROP EN SL.3261.

Bacterias de S. typhimurium SL3261 recombinantes, que contenian alguno
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Figura 11.Unidades de B-galactosidasa (actividad de enzima que

degrada 1nMol de ONPG por minuto a 28'C), en E. coli MX614 0 en
S.typhimurium SL3261 con o sin plasmido vector de expresién de

VP7-8gal (pUMAS3Z o pUMA93Z-rop) y en S.typhimurium protrotrofa.

crecimiento se verificd que el 100% de las unidades formadoras de colonias
{ufc) tuvieran el plasmido, determinado por la capacidad de éste para
conferir a las bacterias resitencia a ampicilina y degradacion de X-gal. Estas
bacterias se crecieron posteriormente en LB, en ausencia del antibiotico, durante

40 generaciones, para cuantificar la estabilidad de los plasmidos sin

presién selectiva (tomado de Curtis Il et al 1988b). En la figura 12 se puede



qt;:servérjque alas 40 ggr‘\eraciones"’ éﬁroximadamente el 75% de las
‘bécteriask' "que‘ origiﬁalmenle contenian - pUMA93Z-rop maniuvieron el
‘plasmido, mfenlras que en el caso de las que contenian el plasmido pUMAS3Z
aproximadamente el 95% la conservaron. El plasmido pUCS8, vector del cual
provienen los plasmidos anteriores, pero que carece de las regiones codifica-
doras de VP7 y de B-galactosidasa, tuvo una estabilidad del 95% a las 40

generaciones en SL3261 (Figura 12).

CRECIMIENTO Y PERSISTENCIA /N VIVO DE LAS BACTERIAS RE
COMBINANTES.

Para verificar la persistencia in vivo de las diferentes cepas de Sa/monella
se inocularon ratones BALB/c por via intravenosa, con 1.7 x 10' clu de SL3261,
76 x 10' clu de SL3261/pUMA93Z-rop o con 1.05 x 10" cfu SL3261/-
PUMAS3Z. A diferentes tiempos se cuantificé el numero de bacterias presentes
en el higado y bazo de los animales inoculados, y en la figura 13 se
expresan como porcentaje recuperado, en relacion al nomero de bacterias
administradas originalmente para cada cepa. A las 24 horas postinoculacién
se recuperaron para SL3261 el 29.27 % en el bazo y el 63.39 % en el
higado, de las bacterias inoculadas; para SL3261/pUMAS3Z-rop, el 16.33 % en
el bazo y el 10.057 % en higado; finaimente para SL3261/pUMAS3Z, el
0.005 % en bazoy el 0017 % en higado. La diferencia en el porcentaje de
bacterias recuperadas de higado y bazo a las 24 horas postinoculacién, entre

las cepas esludiadas fue notoria.
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Figura 12 - Porcentaje’ de unidades formadoras de colonias resistentes a
ampicilina (% cfu AMPr) a las 40 generaciones de crecimiento en LB
liquido, sin presion selectiva. S§L3261/ pUMA93Z-rop (R3), SL3261/-
pUMAS3Z (NZ), SL.3261/pUC8 (puC8s).

La recuperacion a largo plazo (49 dias) solo fue seguida para SL3261 y
para SL3261/pUMA93Z-rop (Figura 14). Se observd que el namero de
bacterias vivas recuperables incrementd durante la primera semana, pos-
linoculacion (p.i.), tanto para la bacteria sola como para la que llevaba el
plasmido; en el caso de SL3261, a los siete dias el numero de bacterias
recuperadas llegd a exceder el numero de bacterias inocuiadas. El nimero de .
bacterias disminuy6 en las siguientes 3 y media semanas, y se recuperaron
menos de 60 ufc al dia 35 p.i; las bacterias SL3261/pUMAQ3Z-rop siguieron
la misma tendencia. Al dia 35 se dio un refuerzo de 1x10° 0 5x10° bacterias
de 813261 o SL3261/pUMA93Zrop, respectivamente. Al dia 49 p.i. primario

(15 p.i. de refuerzo) se detectaron menos de 10 ufc, en ambos grupoes. De las

bacterias recuperadas de los ratones inoculados con SL3261/pUMA93Z-rop,



“‘menos  del 28% mantiivieron “postinocUlacion.

En ambos grupos “derat mento- notorio-en el

volumen:- del" higado "y bazo, 6" ratones’ Inoculados con:

5L3261 se observé erizamiento. rios. dias P primaria.

INMUNOLOGIA.

ANTICUERPOS TOTALES CO_NTHA‘ LPS, VIRUS SA11.Y B-GAL.

Los sueros de ratones obtenidos a diferentes tiempos después de
inocular las cepas SL326%1 o SL3261/pUMA93Z-rop, fueron analizados por
ensayos de ELISA, para detectar anticuerpos contra lipopolisacarido (LPS) de S.
typhimurium, contra la particula viral completa y contra B-galactosidasa. Es
importante recordar que 35 dias después de la inoculacion primaria, se dio un
refuerzo con la bacteria correspondiente, y 15 dias despues del refuerzo, es
decir, a los 49 dias del inicio del protocolo, los ratones fueron inmuniza-
dos con una dosis de virus SA11 puificado (amablemente proporcionado por

Pedro Romero).
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Figura 12.- Porcentaje de bacterias recuperadas con respecto al total de
bacterias inoculadas, a las 24 horas postinoculacién, para  SL3261,
5L3261/pUMAS3Zrop y SL3261/pUMASIZ.
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Figura 13.- Permanencia de S. fyphimurium A) NUmero de bacterias totales
{Ampr + Amps) recuperadas de higado y bazo de ratones inoculados con
SL3261 o con SL3261/pUMA93Z-rop (R3). B) Numero de bactarias resistentes




a ampiciina de ratones inoculados con SL3261 o con R3. Para compa-
racion se muestra la curva de recuperacion de bacterias SL3261  (se-
nsibles a ampicilina) presentados en el panel A en el B.

En el ELISA contra LPS de S. fyphimunium se observé un aumento de
anficuerpos séricos contra este antigeno del dia 14 hasta el dia 35 (Figura
15A a y B), seobservé un incremento mayor a parir de la semana posterior
al refuerzo (dia 42). No hubo diferencia significativa en la induccidn de
anticuerpos contra LPS entre las dos cepas de bacterias.

Por otro lado, no se pudieron detectar los anticuerpos anti-rotavirus, adn
en el dia 43 pi primana (15 dias pi. del refuerzo) en ninguno de fos dos

una C és de ad-

grupos (Tabla 7). Como era de

ministrar el virus (Dia 56) se detectaron facilmente anticuerpos anti-rotavirus en
ambos grupos, sin embargo no se observd diferencia entre el grupo que

recibié SL3261 y el que recibi6 1a bacteria con pladsmido (Tabla7).
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Figura 16.- Ensayo de ELISA contra lipop ido, de S.
rium, de los sueros recuperados de los experimentos 7 (A)y 8 (B).



En el ensayo de ELISA contra B-galactosidasa, se observd respussta
inmune humoral solo en 3 de los 6 ratones probados de los experimentos 7 y
8. La respuesta inmune comienza a presentarse al dia 14 (Figura 16), y se
incrementa al aplicar el refuerzo al dia 35. Se observa un pico méximo al dia 49
p.i. primaria, a partir de! cual la respuesta comienza a disminuir de manera
constante, en la figura 16 se muestra la cinética de la respuesta inmune

sélo para los ires ratones en que se observo respuesta.

Sangrado(dia) SL3261 R3 Rat. hiperinmune
0 0.0 0.0014 1.695

49 0.054 0.026

56 0.3317 0.3421

Tabla 7.- Promedios de D.O. a 410 nm de ensayos de ELISA contra
particulas virales completas, de sueros preinmunes (dia 0), sueros

del dia anterior a la inoculacion subcutdanea con virus completo

(dia 49), y de una semana postinoculacion con virus (dia 56), de
sueros recuperados del experimento 7 y 8. Con proposito
comparativo se incluye la lectura de un suero hiperinmune contra
rotavirus.

= P2

4100,

n.0.

'F_igura 15.- Ensayo de ELISA contra B-galactosidasa. Se muestran los prome-
dios de D.O. a 410nm solo de los sueros de ratones que montaron una
respuestainmune contra el antigeno.



. ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DE SA11.

Para el ensayo de neutralizacién de la infeccion de SA11 se utilizaron los
sueros del dia 49 (o dia en que se administré el virus), dia 56 y dia 62. En fa
Tabla 8 se muestran los promedios de los titulos de anticuerpos
neutralizantes  por  grupo experimental. Como se puede observar, no se
encontraron diferencias en los titulos de neutralizacion entre el grupo control y

los ratones inoculados con SL3261/pUMAS3Z-rop.

Cepa inoculada Titulos de neutralizacidn
S5 S6 S7
R3 <100 1464 2167
513261 <100 1447 2533

Tabla 8 .- Titulos de neutralizacion contra el rotavius SA11. EL
titulo de neutralizacién es la dilucién del suero en la que se
observo una reduccién del numero de células infectadas en al menos
un 60% con respecto al control, que fue virus sin neutralizar. Se
muestra el promedio de los experimentos 7 y 8, de suercs
recuperados 1 dia antes de la inoculacién subcutanea con SA11 (S5)
y una {S6) y dos semanas después (S7).

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

Finalmente, se determind la capacidad de los sueros de ratdn para
inhibir 1a hemaglutinacién del rotavirus SA11, como otra manera de medir los
anticuerpos anti-VP7. En la tabla 9 se muestran los resultados de este ensayo.
En ésta se puede observar que las bacterias que producen la proteina
hibrida VP7-8gal, no indujeron la produccién de anticuerpes inhibidores de la
hemaglutinacion, al igual que la cepa SL3261 sola. En los dos sangrados
posteriores a la inoculacién con viriones de doble cépside (S6 y S7), se observa

la aparicién de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién, pero el titulo de



anticuerpos es similar en los sueros de -ambos grupos.

Sangrado Exp7 Exp8
SL3261 R3 SL3261 R3

85 166 183 <100 <100

S6 1333 1567 2667 3275

s7 1467 1300 3200 2200

Tabla 9.- Promedios de titulos de inhibicién de la hemaglutinacién
El titulo se define como la dilucion més alta del suero que inhibe
4 unidades hemaglutinantes del rotavirus de simio SA11.



- DISCUSION. "
EXPRESION DE VP7-BGAL EN SL3261.

~'En el prége‘nte’ frabajo se demuestra la produccién de la proteina VP7
‘~'delv rotavirus: SA11 como producto de fusién con B-galactosidasa, en la
cepé am‘A atenuada de Salmonella typhimurium SL3261. La produccién de
‘VP7-Bgal dirigida por los plasmidos pUMA93Z y pUMA93Z-rop, representd

alrededor del 0.68 % vy el 0.54% de la proteina total, respectivamente.
EFECTO DE ROP EN PLASMIDOS EN SALMONELLA.

Se sabe que cuando la proteina rop, es codificada por plasmidos de tipo
ColE1 en E. coli, facilita la interaccion entre el ARN! y ARNII evitando la
maduracion de el RNAIl necesaria para que se pueda dar el inicio de la
replicacion (Tomizawa y Som 1984, Wang vy Polinsky 1985, Willetts 1985), lo
que reduce su numero de copias (Cesareni, et al 1982) (Figura 4). Se ha
reportado que en el género Salmonella algunos plasmidos, mientras menor es
el nimero de copias su estabilidad es mayor, por mecanismos aun des-
conocidos (Stougaard et al 1878). Para probar el posible efecto del nimero de
copias de pUMA93Z sobre su estabilidad en S. typhimurium SL3261, se
subclond en este plasmido el gen rop en el sitio Hindlll Unico , a panir del
plasmido pBR435 (Figura 5).

El gen de VP7-8gal, en el plasmido pUMA93Z, se expresa bajo el promotor
lac de manera constitutiva, debido a que e! genero Salmonella carece del

operén de lactosa (Miller 1972, Adhya 1985), que incluye el gen de /ac /, el cual



regulé la expresién del operon completo. Debido a lo anterior, la cantidad de
proteina hibrida producida es proporcional al nimero de copias del plasmido.
Las bevidenclas apotada por los experimentos de densitomettia de las
proteinas bacterianas separadas en geles de poliacriamida-SDS y por fa
diferencia de numero de unidades de B-galaclosidasa entre las dos cepas
recombinantes, §ugieren aunque de manera indirecta, que el plasmido pUMA9S3Z
se encuentra en mayor nimero de copias que el pUMA93Z-rop, tanto en E. coli
como en S. typhimurium SL3261, lo que indica que la proteina rop parece
actuar de manera similar en ambos géneros bacterianos.

Al verificar la estabilidad de los plasmidos recombinantes en la bacteria
SL3261, se observd que a las 40 generaciones de crecimiento en medio
liquido sin presion selectiva, el plasmido pUMA93Z fue ligeramente mas
estable (95%) que pUMA93Z-rop (75%). Si realmente pUMAS3Z-rop en
Salmonella L3261, estd en menor numero de copias que pUMA93Z, los
presentes dalos difieren de lo reportado por Stougaard y colaboradores
(1979). El tipo de segregacidn observada en el presente trabajo concuerda
con la de plasmidos "multicopia®, en los que su duplicacién no esta acoplada al
gendforo del hospedero (Mungia 1987) y su herencia a las celulas resultantes
de la divisidn es aleatoria, y depende del numero de copias (Meacock y
Cohen 1980), por ello, mientras mayor es su ntmero, mayor es la probabili-
dad de que ambas células hereden al menos una copia del pldsmido.

Debido a la inestabilidad de los pldsmidos recombinantes en Salmone-
lla, se han seguido diversas estrategias para estabilizar la expresion de
antigenos heterélogos en esta bacteria. Una de ellas es el uso de plédsmidos
que complementen alguna mutacién letal en el gendforo, como la provocada

por alguna auxotrofia, y que no pueda ser complementada por los metabolitos



prre‘s_eﬁtréys{eri'?lyos" ffeji S dé "mamileros. Este es el caso del plasmido
v pYA248quecomplementa la mutacion letal asd en Samonelia typhimu-
riu/ﬁ : g{:a}ély" .cya\;jr,éfp, el cual tiene una estabilidad probada del 100 % a
’l‘as 60 gen.eraéiones in vitro, sin necesidad de presion de seleccion (Nakayama,
et al '1985 y ’Kaper 1988), a pesar de expresar el producto del gen spaA de S.
sobrinus bajo un promotor fuerte (Nakayama et al 1988).

El uso de plasmidos para clonar diferentes  antigenos, presenta
grandes ventajas sobre otros sistemas, debido a que a) son facilmente mani-
bulables; b) en la actualidad existe un gran numero de protocolos para su
modificacion y extraccion a gran escala, y c¢) son facilmente transferibles
entre  diferentes cepas bacterianas en el laboratorio. Los resultados  del
presente trabajo indican que la presencia de la proteina rop, en plasmidos en
Salmonella typhimurium SL3261, tiene efectos comparables a los plasmidos en
E. coli, lo que puede ser alentador para el uso en Salmonella de otras
posibles formas de estabilizar plasmidos que hayan sido funcionales en
E.coli. Una estragia que se podria explotar, es el uso de parB, el cual posee al
menos dos genes, el hok y el sok, que por mecanismos  aun poco
comprendidos  provocan la  muerte postsegregacional de las células que
pierden el pldsmido; este sistema funciona tanto en genes de bajo como de alto
nimero de copias Yy con diferentes sistemas de duplicacidon (Gerdes et al
1986). Otra funcion que podria estabilizar plasmidos de tipo ColE1 en Sal-
monella, es cer el cual evita la formacion de multimeros, que son muy comunes
en pléémidos. como ios que se observaron en pUMA93Z y pUMA93Z-rop (datos
no mostrados). La inhibicion de formacion de multimeros aumenta la

estabilidad de los plasmidos multicopia (Stifling, et a/ 1988).



Otro locus que puede usarse es par, el cual codifica para un producto
polipeptidico no difusible, que se asocia al ADN del plasmido, y que muy
probablemente permite su asociacién con el gendforo de la bacteria para asi
asegurar su segregacion a las celulas “hijas” durante la division (Meacock y
Cohen 1980). Se ha reportado que algunas combinaciones entre rop, cery
par parecen aumentar la estabilidad proporcinada por alguna de las funciones,
cuando se presentan de manera independiente (Mungia 1987).

Otro sistema para estabilizar la expresién de antigenos heterélogos, se
basa en la clonacion del gen que codifica la proteina de interés en el
gendloro de Salmonella, por medio de doble recombinacién. Este sistema ha
sido probade en S. fyphimurium galE, y estabiliza la expresién del
antigeno K88 tanto in vitro como in vivo, en ratones inoculados por via oral
(Hone, et al 1988).

En Salmonella |a inestabilidad reportada de pldsmidos de altc nimero de
copias (Stougaard, et a/ 1979), bien podria deberse en gran parte al tipo de
proteinas que codifica, pues las proleinas que se sintetizan bajo la direccion
de los plasmidos pueden tener efectos negalivos en el melabolismo de la
célula hospedera (Mungia 1987). La localizacion intracelular puede ser un factor
determinante en el efecto negativo. Una posible solucion a esto seria el adadirle
a la proteina heterdloga la secuencia lider de proteinas que normalmente se
exportan a fravés de la membrana (Randall et af 1987) o bien el acoplar ia
produccion de la proteina heterdloga a la porteina completa que se exporia.
En Salmonella a flagelina, que es proteina constitutiva de los flajelos, apen-
dices de locomocién en bacterias (Macnab 1987), recientemente se han
utilizado para exportar antigenos de diversos patégenos de humanos, a

través de la membrana, tales como de la hepalitis B, del virus de! sida y otros



(Wu, ekt’. al 1989 ky 'Néwton,' et al 1989), sin que estos afecten las funciones
de" Ibébmoéién de los flagelos. Otras proteinas para exportar antigenos que
han dado ‘buenos resultados en E. coli, y que podrian funcionar de manera
adecuada en el sistema de Salmonella, como las porinas, que son proteinas
transmembranales, cuya funcion normal es la de facilitar la difusidn de
solutos hidrofilicos (Benz 1988). Un ejemplo de esto es la porina LamB, que
ha servido para exporar epitopes de poliovirus al espacio periplasmico de

E.coli (Charbit, et al 1986).

PERMANENCIA EN RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS
RECOMBINANTES DE SALMONELLA.

Las dos cepas de S.typhimurium SL3261 que portan los plasmidos
pUMA93Z y pUMA93Z-rop son capaces de permanecer en el higado y bazo
de ratones inoculados por via intravenosa, como se muestra en las Figuras 13
y 14. Sin embargo, la recuperacion de la bacteria recombinante a las 24 horas
postinoculacién, es mucho menor para la cepa SL3261/pUMAS3Z (0.01%
de de la bacteria inoculada originalmente) que para la cepa SL3261/pUMA93Z--
rop (13% de recuperacion). Como referencia a las 24 horas se recupera
aproximadamente el 50 % de las bacterias inoculadas de la cepa SL3261 sin

“ plasmido (Figura 13). Una posible explicacién paré la persistencia diferen-
cial entre las dos cepas recombinanles es el nivel de sintesis de las proteinas
codificada por el plasmido, de aproximadamente el 4% en fa cepa pUMA93Z, al
aproximadamente el 2% en pUMAS3Z-rop.

Las bacterias con plasmido pUMA93Z-rop parecen ser eliminadas mas

rapidamente, tanto del higado como del bazo de los ratones inoculados,que



la cepa sin plasmido {Figura 14B). Al dia 21 la diferencia es ya notoria, y al
dia 35 se recuperan aproximadamente 1,000 ufc de la bacteria sola, mientras
que solo de 10 a 100 de la bacteria recombinante. Dos semanas después
de haber administrado el refuerzo con la bacteria correspondiente, no se
recuperaron bacterias con plasmido, mientras que de la bacteria sola, todavia
fueron facilmente detectables (Figura 14B). Por otro lado, la recuperacién de
bacterias totales (bacterias resistentes mas bacterias sensibles a ampicilina) fue
muy similar en los dos grupos de ratones (Figura 14a). Después del refuerzo
del dia 35, el nimero de bacterias no aumento hasta los niveles alcanzados
en la inoculacion primara, lo que sugiere la existencia de inmunidad hacia
Salmonella typhimurium inducida por la primera inoculacién.

En ninguno de los trabajos reportados, en los que se clona algun
antigeno heterélogo en Salmonella (Tabla 5), se han observado efectos
detrimentales en la recuperacion de las bacterias recombinantes in vivo.
En el presente trabajo, se muestra como posiblemente la produccion de
proteinas ajenas a la bacteria pueden representar un factor determinante
en la permanencia de estas in vivo.

Algunas especies del género Salmonella son pardsitos intracelulares
facultativos de macréfagos (Dougan, et al 1987, Calva, et al 1988). En las
especies invasivas, como S.typhimurum en ratones, su internalizacién a
macréfagos ocurre gracias a la fagocitosis cldsica, ademds estd mediada por
mecanismos activos de la bacteria (Finlay y Falkow 1989), la cual activa
una gran variedad de foci gendmicos. Algunos de estos genes codifican para
proteinas (Finlay , et al. 1989; Galdn y Curtiss lil 1989; Elsinghorst, et al,
1989), que son necesarias tanto para la translocacion del lumen intestinal a

la lamina propia y Placas de Peyer (Finlay, et al. 1989, Finlay y Falkow 1989),



como para la internalizacién activa de las bacterias a los macréfagos (Finlay y
Falkow 1989). Diversos estudios indican que la expresion de estos factores
de virulencia inhiben la sintesis de otras proteinas bacterianas (Finlay, et al.
1989), lo que seguramente indica la prioridad y limitacion de los precursores
de los factores de virulencia. Ya dentro del macréfago, la bacteria debe evadir
la actividad de diterentes proteinas como las defensinas, que son
péptidos bactericidas (Groissman y Saier 1990), e hidrolasas (Moulder 1985)
que produce el macrofago,para poder asi la bacteria, subsistir e incluso multlipli-
carse dentro del fagocito (Finlay y Falkow 1989). La supervivencia en el interior
del fagocito parece no ser mediada por evasién de la fusion del fagosoma
con lizosomas del macrdfago (Finlay y Falkow 1989), como ocurre en otros
grupos de parasitos intracelulares como Rickettsia y algunas especies del
género Micobacterium (Czuprynsky 1988), sino debido a que la bacteria presen-
ta mecanismos que evilan su digestion por las enzimas del fagolisosoma
{Moulder 1985).

Ei efecto observado en el presente trabajo, de la cantidad de proteina
recombinante producida y/o el numero de copias del plasmido, sobre la
recuperacion de bacterias del higado y el bazo de ratones inoculados con eslos
organismos, podria deberse a que de alguna manera, la produccion de las
proteinas recombinantes altera la sintesis o la actividad de las proteinas que
intervienen en la persistencia de la Sa/monella atenuada, que afectarian
fa adherencia, la penetracion o la supervivencia de la bacteria dentro de los
macréfagos. Por otro lado la produccion de proteinas recombinantes
padria ser in vivo una carga metabdlica imporiante, que afecte el metabolismo

normal de la bacteria.



La recuperacion de las bacterias con pldsmidos es menor con respecto a
la cepa sin plasmido, por lo que podria esperarse una disminucidn todavia
mayor cuando la bacteria se administra por via oral, ya que la cantidad de

barreras que debe pasar son mayores.

S1.3261 COMO ACARREADOR DE ANTIGENOS DE ROTAVIRUS AL
SISTEMA INMUNE EN RATONES.

La produccion de las proteinas recombinantes en SL3261 parece no dis-
minuir fa capacidad de esta cepa para estimular una respuesta humoral en
contra del lipopolisacaridoe de  S.typhimurium (Figura 15), y confirma la
capacidad de esta cepa de estimular una respuesta inmune humoral en
contra de Ia B-galactosidasa, como lo habian reportado anteriormente
Brown y colaboradores (1987) (Figura 16). Para ambos antigenos (LPS vy
B-gal), se observé un efecto de potenciacién en la respuesta inmune, al
administrar  un refuerzo de bacterias vivas al dia 35 (Figuras 15 y 16). Por otro
lado, no se detecté una respuesta inmune humoral en contra de la VP7 viral
por ninguno de los ensayos realizados, incluido un ELISA contra la paricula
viral completa (Tabla 7), en ensayos de neutralizacién de la infeccién del
virus (Tabla 8), y en ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién (Tabla 9).

La falta de respuesta observada contra VP7 puede deberse a diferentes
razones: a) la manera en que VP7 se presenta en el sistema de Salmonella
disminuye su inmunogeneicidad; b) que fa cantidad de VP7 producida no fuera lo
suficientemente inmunogénica como para dar una respuesta medible por las
técnicas descritas. Hone y colaboradores (1988), observaron que al integrar al

genoma de S.typhimunum la secuencia codificadora del antigeno K88 de



E.coli, la estabilidad de la produccion del antigeno aumentaba, tanto in vitro
como in vivo, pero la produccién del antigeno y su inmunogenicidad era menor,
si se le comparaba con la producidn e inmunogenicidad de Ila misma
proteina sintetizada a partir de un plasmido, a pesar de ser el plasmido
altamente inestable in  vivo. En nuestro trabajo, VP7-Bgal es producida a
niveles muy bajos (<1%) en Salmonella, lo que en conjuncién con la poca
estabilidad del plasmido in vivo, hace que la proteina VP7-Bgal producida
posiblemente no sea suficiente para inducir una respuesta inmune detectable,
dado que los tres ensayos que se utilizaron para medir la respuesta de anticuer-
pos contra la proteina VP7-Bgal tienen como prerrequisito el que estos
anticuerpos reconozcan a la proteina tal y como se encuentra formando
parte del virién completo, una tercera posibilidad es que el tipo de anticuer-
pos que se generan contra la proteina recombinante no reconozcan a la
proteina en el virus. La porcién de la proteina producida en Salmonella, a
diferencia de la VP7 viral, estd truncada, es un producto de fusién con
B-galactosidasa y no esta glucosilada, lo cual probablemente altera Ila
conformacién  de los  epitopes inmunogénicamente importantes de VP7.

La inmunogeneicidad de VP7-8Bgal reportada por Arias y coloborado-
res (1986), cuando ésta proteina es administrada por via subcutanea, fue
demostrada por ensayos de neutralizacion, sin embargo, en el trabajo
original (Arias, et al. 1986), no se midieron anticuerpos totales contra la
VP7 viral, por lo que la inmunogeneicidad real de la proteina sola ad-
mistrada por via subcutdnea no es clara. Ensayos de inmunoelectrotransfe-
rencia conira VP7 de SA11, seran realizados con los sueros de los
experimentos descritos en el presente trabajo, para verificar si por este método

es posible encontrar algun tipo de anticuerpos no detectados por los métodos



kaescn‘tvos en la seccién de resultados.

Finaimer’ue,'es importante agregar que la respuesta inmune celular, no
fue estudiad.aA Para otros antigenos se ha reportado que puede darse una
respuesta celular sin que se monte una de tipo humoral o secretoria, como se
ha/ observado para antigenos del circunsporozoito de P.berghei (Sadoff, et al.
1988a). En este contexto es relevante el hecho de que la respuesta inmune
celular ha sido implicada en la induccion de proteccién in vivo contra la infec-
cién por rotavirus. Aunque aparentemente la cepa recombinante SL3261/-
pUMAG3Z-rop no fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en
contra de los epitopes virales presentes en la proteina VP7-8gal, los resultados
de este trabajo, indican cuales son las alternativas a seguir para lograr al
construccion  de  una bacteria recombinante con mejores posibilidades de
inducir una buena inmunogenicidad. Es claro que es necesario encontrar el
nivel optimo de expresion (nivel de sintesis) y mejorar la estabilidad
.(presencia) del gen heterdlogo en la bacteria recombinante. En el caso
panticular de VP7, pareceria adecuado el probar la sintesis de otras regiones
de la proteina viral, ya sea sola o fusionada a B-galactosidasa o a otra
proteina bacteriana.

Una alternativa es la expresion de diferentes regiones de VP4 (la otra
proteina de cépside externa) en Salmonella atenuada. En  este caso, dado
que VP4 no sulre modificaciones postraducionales, la proteina podria
expresarse  completa, sin fusionar o bien podrian expresarse  regiones
seleccionadas, que incluso buscaran el generar una inmunidad heterotipica,
esto es contra varios serotipos de rotavirus.

El modelo de Salmonella como acarreador de antigenos heterdlogos al

sistema inmune es prometedor, con base en los grandes avances que se han
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generado en un lapso de uempo tan cono Algunas capas de Salmone-

fla podnan ﬂegar a ser evaluadas a medlano plazo en pmebas maswas de :
campo.” Sin embargo es importante consmerar otras altarnatwas para 1a genera-
cién de vacunas.

En caso de que el sistema de Salmonella pruebe ser en el fufutro dtil y
costeable como vacuna polivalente, se debe contar con muchas alternativas
de inmunizacion, ya que Salmonella tiene seguramente un limite de toleran-
cia en el nimero de antigenos que puede expresar, para seguir siendo invasiva
& inmunogénica; por otro fado, es posible que la efectividad de Saimonella
como vacuna heterdloga sea disminuida, si fa persona a vacunar ha sufrido
infecciones naturales previas con Salmonetla (Dougan, et al 1987).

Hasta ahora el valor de las wvacunas convencionales sigue siendo
preponderante. Hasta ahora s6lo existen dos vacunas generada por ingenieria
genética en el mercado, una en contra de E.coli enterotoxigénica, {Liew 1985)
y olra en contra del virus de la hepatitis B, esta ultima ya es administrada
en México a grupos de alto riesgo, pero a escala muy fimitada.

Desafortunadamente, fas vacunas convencionales, ademas de presentar
por lo general efectos colateralgs, funcionan de manera empirica, fo que hace
lenta su velocidad de generacién, y proporcionan poca informacién acerca de
los factores inmunes que intervienen en la resistencia a la infeccion por el
agente patégeno. las ventajas de la tecnologia recombinante en la
generacién de vacunas, incluyen a) fa posibilidad de generar inmundgenos
genéticamente definidas (Hoiseth y Stocker 1981); b) el hecho de que estos se
podrian generar con mayor rapidez; y c} aporian informacion valiosa sobre
los mecanismos de  patogenia  del parasito, y de! tipo de inmunidad que

participa en la proteccién del hospedero en contra de la enfermedad. Esle tipo



de vacunas probablemente se conseguirdn a mediano o a largo plazo; y
seguramente, a pesar del tiempo invertido, probardn  ser herramientas

valiosas por la informacién a nivel basico y aplicado que podran aportar.
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