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Resumen

En este trabajo se llevd a cabo la clonacion de una biblioteca a partir del gen que codifica
para la subunidad PegA y se logro la expresion de los péptidos recombinantes con tamafios
de 10 a 30 aa aproximadamente sobre la superficie del fago filamentoso M13. Mediante un
escrutinio de bioseleccion donde se enfrento la biblioteca de fagos contra un suero de aves
infectadas con SE se identificaron dos secuencias de aminoacidos codificadas en la clona
E2 1 en dos marcos de lectura distintos, RYAAVENTVTPGSVEQLIHELVT vy
TANPRISFNRSQFVDN en los ORF+1 y +3 respectivamente. En la primera secuencia se
identificaron dos regiones de 5 residuos cada una (AAVEN y PGSVE) expuestos hacia la
superficie en caras opuestas de la proteina y 7 residuos de la segunda secuencia (NRSQFVD).
La segunda puede haberse expresado debido a que es comun que E. coli tenga saltos de
nucledtidos en los ribosomas. Las secuencias fueron mapeadas en el analisis de la prediccion
tridimensional para la proteina PegA y se determind tanto su localizacion como accesibilidad
para su deteccion por anticuerpos. Ademads, se observo en la primera secuencia que existe
una sustitucion de 6 aminodacidos de las cuales, dos son sinonimas pues estos residuos tienen
caracteristicas similares a los que sustituyen. Estos estan seguidos por tres residuos mas que
conforman PegA (VLT). Aqui se demostrd que es viable la construccion de una biblioteca a
partir de genes fimbriales y su escrutinio con un suero generado en un ave para la
identificacion de epitopes. La identificacion de éstos es un primer paso para el desarrollo de
pruebas diagnoésticas y candidatos vacunales que impidan la adherencia de la bacteria a las
células hospederas, debido a que se ha demostrado que la fimbria Peg tiene un papel
importante en la colonizacion del ciego en aves, en células en cultivo, asi como en el higado
y bazo de ratones.



Abstract

In this work a phage library was cloned from the PegA coding gen and the recombinant
peptides of sizes from 10 to 30 aminoacids were expressed on the surface of filamentous
phage. After the biopanning process where the library was confronted against SE infected
chicken serum, two aminoacids sequences coded in E2 1 clone were identified, in two
different open reading frames RYAAVENTVTPGSVEQLIHELVT and
TANPRISFNRSQFVDN, in ORF+1 and +3 respectively. The second sequence could be
expressed because its common that E. coli make frameshifting in the ribosomes. It is common
that E. coli makes frameshifting in ribosomes, for that reason, the second sequence could
have been expressed. Residues were mapped and in a 3D representation of the PegA folded
protein, in which the antibody localization and accessibility was determined. In the first
sequence two regions of 5 residues (AAVEN and PGSVE) that are exposed to the surface in
opposite faces of the protein were identified and in the second sequence one of 7 residues
(NRSQFVD). Furthermore, in the first sequence a substitution of 6 aminoacids was detected
in which two of them were a conservative replacement as these residues have similar
characteristics with those that substitute. This are followed by three more residues that are in
PegA (VLT). Here we demonstrated the viability of constructing a phage library from
fimbrial genes and the biopanning with chicken sera for epitope identification. The
identification of this is a first step to the development of diagnostic probes and vaccine
candidates that prevent the adherence of the bacteria to the host cell, because it has been
shown that the Peg fimbria plays an important role in the colonization of chicken’s caeca,
cultured cells and mice liver and spleen.



I. INTRODUCCION

1.1. Salmonelosis
La salmonelosis es una enfermedad de distribucion mundial causada por el género
Salmonella que afecta mamiferos, aves, anfibios y reptiles (Bennett, Dolin and Mandell,
2010; OMS, 2018) y es una de las principales causas de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA’s) (EU EFSA, 2011; US FDA, 2015).
Varios alimentos se han implicado en los brotes debidos a Sa/monella enterica; sin embargo,
los alimentos de origen animal y, especificamente los productos y subproductos de la
avicultura incluyendo carne y huevo, se han visto implicados en mayor medida. Los
principales serotipos asociados a ETAs son Salmonella enterica subesp. enterica serovar
Enteritidis (SE) y serovar Typhimurium (ST) (CDC, 2014; EU EFSA, 2017). En humanos
estas serovariedades provocan gastroenteritis que puede ir de media a grave caracterizada por
diarrea, fiebre, dolor abdominal y deshidratacion (CDC, 2012; OMS, 2018). En algunos
pacientes se puede presentar bacteremia y septicemia (Bhunia, 2008).
En aves SE provoca la paratifoidea aviar, que en casos agudos provoca la muerte subita
mientras que en los cronicos las aves presentan diarrea fétida de color amarillento, pérdida
del apetito, debilidad y disminucion en la ganancia de peso y postura de huevo (Flores Castro,
1981; Bagust, 2012).

1.1.1. Epidemiologia
Los registros de casos en animales en la mayor parte del mundo se limitan a reportes clinicos
sin aislamientos que corroboren la presencia de la bacteria. Por otro lado, en paises
desarrollados como los miembros de la Union Europea a través de la European Food Safety
Authority (EFSA) y en Estados Unidos a través de los National Veterinary Services
Laboratories (NVSL) se llevan registros anuales del numero de aislamientos y cepas
presentes en humanos, asi como en distintas especies animales. El reporte de la EFSA de
2017 indica que durante 2016 se aisldo Salmonella spp. del 5.18% de todas las aves de
produccion (engorda y postura), el 2.71% de las gallinas de postura fueron positivas a
Salmonella spp. por lo que la prevalencia de SE en gallinas de postura fue del 1.21% (EU
EFSA, 2017). Por su parte los NVSL reportaron en 2016 que durante 2014 Salmonella fue

aislada del 3.7% del total de muestras de aves tomadas durante ese afio; y que tanto SE como



ST fueron las principales serovariedades (USDA, 2016). En México, inicamente se elaboran
reportes clinicos que sugieren la infeccion por Salmonella y solo en algunos casos se llega al
aislamiento, pero no se llega a la clasificacion de serovariedades (Mancera-Martinez,
Navarrete-Vazquez and Zeckua-Heneidi, 2004).

En salud publica, mundialmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima decenas
de millones de casos de salmonelosis en humanos cada afio que resultan en cientos de miles
de muertes. Desde principios de los afios 90’s han surgido cepas resistentes a los
antimicrobianos y que han hecho que sea considerada actualmente como un serio problema
de salud publica (World Health Organization. and Food and Agriculture Organization of the
United Nations., 2002). También se ha observado que a partir de 1980 se produjo un aumento
mundial de casos de infecciones por SE en humanos. La EFSA reporta 94,530 casos de
salmonelosis confirmados en humanos durante 2016; SE fue la principal serovariedad
asociada a la enfermedad en personas que se infectaron al consumir huevo y sus
subproductos, representando el 48.5% del total de los brotes y ademas, durante este mismo
periodo el 0.1% del huevo para consumo fue positivo a Salmonella spp (EU EFSA, 2017).
Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) reportaron 46,623 casos de
salmonelosis en humanos durante el 2014, SE también fue reportada como la principal
serovariedad (CDC, 2014).

En México la Direccion General de Epidemiologia (DGE) reporta los casos de salmonelosis
como casos de fiebre tifoidea, paratifoidea y otras salmonelosis. Hasta la semana 52 de 2017,
se reportaron 90,477 casos de salmonelosis pero no se identificaron las especies y serotipos
involucrados (Zaidi, Macias and Calva, 2006; Direccion General de Epidemiologia., 2017).
En un estudio hecho de serotipificacion en humanos, en el cual de 24,349 cepas de
Salmonella aisladas de humanos entre 1972 y 1999 se identificaron 199 serovariedades donde

la méas comunmente aislada desde 1991 fue SE (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

1.1.2. Impacto econémico
Las principales pérdidas econdomicas estan asociadas a la cantidad de huevo para consumo
humano que se dejan de producir. Aves de postura aparentemente sanas pueden disminuir su
produccion anual de 10 a 20% (Flores Castro, 1981). México es uno de los principales
productores de huevo a nivel mundial ocupando el cuarto lugar detras de China, Estados

Unidos e India. Para el afio 2017 se produjeron 2 745 millones toneladas de huevo para plato



siendo el consumo per céapita de 22.8 Kg, esto posiciona a México como el primer lugar en
consumo de huevo fresco a nivel mundial. La industria avicola particip6 en el 63.8% de la
actividad pecuaria del pais, del cual el 29% corresponde a la produccion de huevo (UNA,
2018). Ademas, la contaminacion del huevo puede representar problemas para el comercio
nacional e internacional. En 2004 se determind la presencia de Sa/monella Enteritidis en el
huevo para consumo en la Ciudad de México. Para este se muestrearon 400 huevos de 10
marcas. De estos se obtuvieron 131 aislamientos de 12 géneros bacterianos y uno de SE a
partir de yema. Esto representd 0.25% de las muestras (Mancera-Martinez, Navarrete-
Vézquez and Zeckua-Heneidi, 2004). También es importante considerar los gastos excesivos
que representan la prevencion, control y erradicacion de la enfermedad tanto en aves como
en humanos, la baja incubabilidad y fertilidad del huevo que trae pérdidas econdémicas pues
ademas de que los pollitos pueden nacer enfermos se ve afectada la capacidad de reemplazo

de aves para postura y pollo de engorda (EU EFSA, 2004).

1.1.3. Prevencion y control

En México no existe ningun documento de referencia para el control de SE en aves o
humanos. En otros paises el control se lleva a cabo mediante un estricto protocolo de
bioseguridad que requiere de una gran inversion en instalaciones, equipo, quimicos y
capacitacion de personal. Ademas, se realizan tratamientos al agua y comida para evitar el
crecimiento de bacterias, también se aplican sistemas de exclusion competitiva permitiendo
la colonizacidn de bacterias benéficas en el intestino de las aves; este manejo se realiza con
la adicion de prebioticos y probidticos (EU EFSA, 2004, 2011; CDC, 2012).

El principal objetivo en el control de Salmonella es la prevencion utilizando buenas practicas
de manejo e higiene para evitar la infeccion sistémica y su localizacion en el tracto
reproductivo, asi como reducir la eliminacion de la bacteria por via fecal y la contaminacion

del huevo por esta via.

1.1.3.1. Vacunacion
Existen vacunas vivas y atenuadas; se ha demostrado que estas evitan que las aves presenten
signos, pero no eliminan la situacion de los portadores asintomaticos.
La inmunizacion con estas vacunas es una practica comun en la industria avicola que busca

prevenir la colonizacion para disminuir la excrecion fecal y prevenir la infeccion sistémica



que deriva en la contaminacion del huevo por la via horizontal (Gast, 2007). Las desventajas
de las vacunas basadas en bacteria inactivada son que fallan al no poder inducir una
inmunidad mediada por células, la cual es importante en la eliminacién de Sal/monella (Lax
et al., 1995) y al no estimular una respuesta humoral a nivel de mucosa con IgA secretora
que es esencial para la proteccion (Cerquetti and Gherardi, 2000). Por esto, las vacunas vivas
atenuadas son utilizadas alrededor del mundo pues han demostrado su eficacia al desafio
(Papezova et al., 2008; Atterbury et al., 2010) pero no logran eliminar la presencia de la
bacteria en 6rganos ni su excrecion, ademas de que en aquellas basadas en la delecion génica
existe el riesgo de una reversion a la virulencia. Por esto, solo algunas han sido aceptadas y
se utilizan en paises de la Union Europea (EU EFSA, 2004).

En Meéxico se comercializan vacunas inactivadas contra Salmonella Enteritidis y
Typhimurium de manera individual o en combinacién con otros antigenos y que son
reguladas por la SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacion). Estas vacunas se reportan como efectivas para disminuir la excrecion y
presentacion de enfermedad ocasionada por SE y se indican para inmunizar tanto de aves de

postura como reproductoras, pero no garantizan la eliminacién completa de la bacteria.

1.2. Salmonella
El género Salmonella esta conformado por bacilos negativos a la tincion de Gram, moéviles
por flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum y Pullorum) y son anaerobios facultativos.
Poseen tres antigenos principales: H (flagelo), O (somadtico) y Vi (capsular), éste ultimo solo
lo poseen algunas serovariedades como S. Typhi. Fermentan la glucosa, frecuentemente con
produccion de gas, reducen los nitratos a nitritos, descarboxilan lisina y ornitina, y son

negativos a la prueba de oxidasa (Wray and Wray, 2000).

1.2.1. Taxonomia
Actualmente, se usan diferentes sistemas taxondomicos para referirse a la nomenclatura del
género Salmonella, la cual ha evolucionado del concepto inicial donde cada serotipo
correspondia a una especie propuesto por Kauffmann (1934) a través de la identificacion
seroldgica de los antigenos “O”, “H” y “Vi”. También se clasifican por sus caracteristicas
bioquimicas que dividen a los géneros en subgéneros y mas recientemente con la relacion

genomica entre ellas (Morse, 1996; Brenner et al., 2000). El sistema mas aceptado es



utilizado por el CDC y es recomendado por la OMS; este divide al género Salmonella en dos
especies: enterica 'y bongori. A su vez, la especie enterica se subdivide en 6 subespecies,
enterica (1), salamae (1), arizonae (11la), diarizonae (111b), houtenae (1V) ¢ indica (VI1). La
subespecie enterica actualmente incluye a mas de 1500 serovariedades las cuales se escriben
sin italicas y con la primera letra en maytscula para abreviar (Grimont and Weill, 2008;
CDC, 2012). Por esto de ahora en adelante, en este trabajo se referirdn las serovariedades con

letra mayuscula y sin letra cursiva.

1.2.2. Salmonella Enteritidis
Es una serovariedad altamente prevalente en aves de engorda y de postura. Es la principal
serovariedad asociada a casos de salmonelosis en humanos que contraen la enfermedad al
consumir alimentos contaminados alrededor del mundo. Estudios epidemiolégicos indican
como principales fuentes al huevo y sus subproductos, aunque también se asocia al consumo
de carne de pollo, bovino y vegetales contaminados. Existen otras serovariedades que
infectan el huevo, como §. Gallinarum, Pullorum, Infantis y Virchow, entre otras pero hasta
ahora no se ha dilucidado completamente por qué Enteritidis es el mas exitoso (EU EFSA,
2007). Este microorganismo puede contaminar el huevo por la parte externa del cascarén o
al interior, esto se sabe dado que esta serovariedad ha sido aislada de la yema y albimina atin
después de un proceso de limpieza y desinfeccion del cascarén (Braden, 2006; CDC, 2014;
EU EFSA, 2017). La bacteria se incorpora al huevo durante su formacién en el tracto
reproductivo (Keller et al., 1995; Gantois et al., 2009), pues tiene una mayor capacidad de

colonizar en ovario y oviducto que otras serovariedades (Gantois et al., 2008, 2009).

1.2.3. Patogenia
Existen dos vias de transmision para Sal/monella Enteritidis, la horizontal y la vertical (figura
1). La transmision horizontal es fecal — oral y se da a través del contacto con heces de
animales o humanos infectados. Una vez que la bacteria ha sido ingerida pasa a través del
esofago, llega al proventriculo y molleja (estomago muscular) donde sobrevive a las
condiciones 4cidas y a enzimas como la pepsina. Después recorre el intestino delgado
pasando por el duodeno, yeyuno e ileon, en esta ultima seccion es donde la bacteria adquiere
un contacto estrecho con los enterocitos mediada por estructuras bacterianas conocidas como

adhesinas. También puede colonizar los ciegos en el intestino grueso. Una vez adherida a las



células inicia un proceso de internacion mediante la modificacion del citoesqueleto de células
no fagociticas. Durante este proceso y la sobrevivencia dentro de las vacuolas, la bacteria
lleva a cabo la liberacion de endotoxinas, su translocacion en la lamina propia del intestino
provoca una respuesta quimiotactica que conlleva a una respuesta inflamatoria y a la
destruccion del tejido. Estos eventos llevan a la produccién de IL-8, la migracion de
polimorfonucleares (PMN) y a la pérdida de liquidos provocando diarrea. Cuando hay lisis
de las células del epitelio, las bacterias se liberan y son arrastradas por liquidos o heces hacia
el exterior. El dafo en el intestino impide una correcta absorcion de liquidos y nutrimentos
lo que lleva al animal a una disminucion en sus pardmetros reproductivos y reproductivos,
depresion e incluso puede ocasionarle la muerte (Bhunia, 2008; US FDA, 2015). En el caso
de los portadores asintomaticos la bacteria es eliminada a través de las secreciones de la
vesicula biliar y finalmente en las heces. Por otro lado, se sabe que el huevo puede ser
contaminado de manera horizontal cuando es ovopositado y entra en contacto con heces que

se encuentran en el exterior (Flores Castro, 1981).
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Fig. 1 Esquema donde se muestra la patogenia de Sa/monella Enteritidis
en aves. Via de transmision vertical y horizontal. (Modificado de Jaime PA.)

En aves la via vertical se refiere a la infeccion directa del contenido del huevo antes de la
ovoposicion, como resultado de la colonizacion de drganos como el ovario y el oviducto del

tracto reproductivo de las aves por Sal/monella. Durante la colonizacion del intestino la
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bacteria puede atravesar la mucosa a través de células M en las placas de Peyer, de este modo
puede llegar por via linfatica a otros 6rganos y colonizarlos, como es el caso del ovario y

oviducto (Thiagarajan, Saced and Asem, 1994).

1.2.4. Mecanismos moleculares de patogenicidad

La primera barrera que debe superar Salmonella es el pH acido del proventriculo y ventriculo
provocado por el acido clorhidrico (HCl). Factores como el consumo de alimentos ricos en
grasas o con altos contenidos de proteina y el incremento del pH pueden proteger a
Salmonella del contenido acido, pero, ademds cuenta con mecanismos que buscan mantener
el pH intracelular constante (7.6 — 7.8) como las bombas de protones que extraen iones del
citoplasma y sistemas que inducen la descarboxilacion de la lisina y arginina. Otro
mecanismo es la sintesis de proteinas de choque acido (Synthesis of acid shock proteins o
ASPs) con el objetivo de prevenir o reparar el dano causado por el acido (Lin et al., 1995;
Alvarez-Ordéfiez et al., 2011). Ademas, la sustitucion de acidos grasos insaturados por
saturados en la membrana bacteriana se ha asociado a su sobrevivencia cuando se enfrenta a
pH bajos en el estomago (Alvarez-Ordéiiez et al., 2008).

Luego en el intestino debe resistir la accion de sales biliares que tienen un efecto detergente
que disuelve la membrana de la bacteria, ademas pueden inducir la formacion de estructuras
secundarias en el ARN, dafo al ADN y desnaturalizando proteinas lo que impide su correcto
ensamblaje. Los principales mecanismos por los cuales puede superar estas barreras incluyen
bombas de flujo, sistemas de dos componentes, regulacion transcripcional y proteinas
involucradas en la regulacion del ADN y el mantenimiento de la integridad de la membrana.
También se sabe que Salmonella puede sobrevivir en la vesicula biliar, tanto de manera
intracelular como extracelular formando biopeliculas. Proteinas como Fnr y ArcAB le
permiten regular la actividad metabdlica en ambientes anaerobicos, el primero es un sensor
citoplasmatico capaz de unirse a secuencias promotoras e interactiia con la subunidad RpoA
de la ARN polimerasa para incrementar la eficiencia de la transcripcion de genes requeridos
para el metabolismo anaerdbico y reprime los asociados al transporte de electrones. (Alvarez-
Ordofiez et al., 2011; Wagner and Hensel, 2011).

Una vez que la bacteria se ha adherido a los enterocitos activa un SST-III codificado en la
Isla de Patogenicidad de Salmomnella 1 (SPI-1) que atraviesa la membrana de la célula

huésped. Este transloca proteinas efectoras que promueven el reordenamiento del



citoesqueleto (ruffling) lo que permite el ingreso de la bacteria a células no fagociticas. SipC
y SipA se une directamente a los microtubulos de actina promoviendo su polimerizacion y
estabilizacion, SopE y SopE2 lo promueven de manera indirecta actuando como factores de
intercambio de guanina (GEF’s). Estos eventos forman una Vacuola Contenedora de
Salmonella (SCV) debido a la unién de membranas por SopD y el citoesqueleto retorna a su
forma original gracias a SptP (Haraga, Ohlson and Miller, 2008; McGhie et al., 2009).
Conforme la SCV empieza a acidificarse sistemas reguladores de dos componentes como
OmpR/EnvZ y PhoP/PhoQ activan mecanismos que permiten la sobrevivencia. E1 SST-III
codificado en la SPI-2 es expresado para translocar proteinas efectoras al citoplasma que
llevan al posicionamiento de la vacuola en el area perinuclear (SopB) formando proyecciones
que se unen a microtibulos y a la dineina (SifA, SselJ, SseF y SseG). En este sitio puede
obtener vacuolas propias del transito vesicular para aumentar su tamafo y obtener
nutrimentos. SipB activa la muerte celular mediada por la caspasa 1 tanto en enterocitos como
en células fagociticas y la bacteria es liberada al lumen intestinal o transportada a otros
organos (figura 2). (Keller et al., 1995; De Buck et al., 2004; Haraga, Ohlson and Miller,
2008).
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Fig. 2 Mecanismos moleculares de patogenicidad en Salmonella. Se describen los procesos de
invasion una vez dentro de la célula eucarionte. En rojo se representan los efectores bacterianos
para diferenciarlos de las proteinas de la célula hospedera. Tomado de: De LaRock., Nature 2015.




1.2.5. Adherencia
La adhesion es necesaria para contrarrestar el peristaltismo del intestino y poder asi iniciar la
colonizacion. El contacto estrecho entre la célula hospedera y la bacteria es necesario para
diversos eventos como la formacién de biopeliculas o la translocacion de proteinas que
permitan la entrada a la célula (Wagner and Hensel, 2011; Agnés ef al., 2014). Existen tres
categorias para los sistemas de adhesion en Sa/monella: adhesinas fimbriales como la fimbria
ensamblada por la via chaperéon acomodador (CUP), la fimbria polar larga (Lpf) y la pequeiia
fimbria agregativa (Tafi), las adhesinas afimbriales que comprenden a adhesinas mono y
oligoméricas secretadas por un Sistemas de Secrecion Tipo Iy V (SST-1y V) a través de la
membrana bacteriana. Por Gltimo estan las adhesinas atipicas, estructuras en la superficie de
la membrana cuya funcion principal no es la adhesion pero que pueden tenerla, por ejemplo

el flagelo (Wagner and Hensel, 2011).

1.2.5.1. Adhesinas fimbriales

Las fimbrias son apéndices proteinicos en la superficie de la membrana externa de entre 0.5-
10 um de largo y 2-8 nm de ancho. (Agnés et al., 2014). Existen distintas clasificaciones para
las fimbrias pero la mas ampliamente utilizada estd hecha con base en los sistemas de
ensamblaje: las ensambladas via el sistema CUP (figura 3), por el sistema de secrecion
general, por el sistema de enucleacion precipitacion y por el camino alterno de las chaperonas
(Soto and Hultgren, 1999; Ofek, Bayer and Abraham, 2013) siendo las primeras las mas
comunes dentro del género (Porwollik, 2011).

Hasta ahora se han identificado 13 operones fimbriales en SE (McClelland et al., 2001;
Nuccio and Baumler, 2007; Yue et al., 2012; Laniewski et al., 2017) de los cuales se conocen
agunos receptores, por ejemplo, la fimbria tipo 1 se une a células eucariontes que expresan
el receptor a-D manosa (Korhonen et al., 1980), la Lpf media la adhesion de ST con las
placas de Peyer mientras que la Pef (Plasmid Encoded Fimbria) se une al carbohidrato del
grupo antigénico sanguineo Lewis X presente en el intestino delgado de ratones (Bédumler et
al., 1996; Chessa et al., 2008). La fimbria Std se une a receptores Fuc a1-2 presentes en la
mucosa del ciego de ratones asi como, en células Caco-2 (Chessa et al., 2009) y que la Tafi
interactia con glicoproteinas de la matriz extracelular (Agnes et al., 2014).

Se ha observado que al inmunizar ratones con ST se producen anticuerpos en contra de las

subunidades fimbriales AgfA, BcfA, FimA, LpfA, PefA, StbA, StcA, StfA, SthA y StiA



(Weening et al., 2005) lo que produce anticuerpos IgA secretores que impiden su funcion e

inducen una respuesta inmune protectora (Wagner and Hensel, 2011).
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Fig. 3 Ensamblaja de fimbria por la via chaperona acomodador. ME: membrana externa. EP: espacio
periplasmico. MI: membrana interna. C: proteina chaperona. Sec: sistema general de secrecion. U:
proteina acomodadora (Usher). Tomado y modificado de: Andreas J. Baumler, 2007.

1.2.5.2. Operon fimbrial peg
El operon fimbrial peg es ensamblado por la via CUP (Nuccio and Baumler, 2007) y se
encuentra restringido a las serovariedades Enteritidis, Gallinarum y Paratyphi B (Clayton et
al.,2008). Este presenta un 75% de homologia con el operén stc de ST LT2 (Thomson et al.,
2008) y ha sido asociado a la invasion de células Caco-2 y LMH, mientras que en un modelo
murino la ausencia de este impide la colonizacién de higado y bazo. El gen pegA codifica
para la subunidad fimbrial mayoritaria que compone el filamento, esta relacionada con la
adhesion y se ha demostrado que para SE tiene un rol importante en la colonizacion del ciego

y oviducto en aves (Clayton et al., 2008; Shah et al., 2012; Silva et al., 2012). Mediante una
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inmunizacion con la mezcla de las subunidades StbA y PegA se ha demostrado que existe

una proteccion en ratones contra el desafio con ST (Weening et al., 2005; Velge et al., 2012).

1.2.5.3. Terapias anti-adhesion

Las bacterias han evolucionado una gran cantidad de mecanismos que le permiten interactuar
de manera estrecha con su célula huésped para manipular la sefializacion celular y facilitar
su colonizacion. La mayoria de ellos, si es que no todos, dependen de la adhesion (Stones
and Krachler, 2016).

Varios estudios han reportado el desarrollo y uso de anticuerpos o antisueros contra adhesinas
bacterianas. El huésped puede ser inmunizado activa o pasivamente utilizando una adhesina
bacteriana, una subunidad de la adhesina o el fragmento de un péptido de la misma. La
inoculacién de la combinacion de varias fimbrias o subunidades también ha sido reportada
(Krachler and Orth, 2013). Puesto que la habilidad de la fimbria para alargar y retraer el
filamento reduce el desprendimiento de las superficies se puede suponer que la disrupcion de
una fimbria funcional mediante su inhibicidon puede tener un alto potencial para su uso como
vacuna para prevenir enfermedades (Singh et al., 2017). Algunos ejemplos de este tipo de
estrategias son la obtencion de anticuerpos contra fimbrias de E. coli SS142 en conejo, estos
inhibieron y revirtieron la adhesion en células de intestino humano 407 ademas de inhibir la
actividad de hemoaglutinacion (Mett, Kloetzlen and Vosbeck, 1983). Otro es el de la
inmunizacion de ratones con fimbrias aisladas a partir de Actinomyces viscosus T14V, estas
generaron altos niveles de IgA secretoria (SIgA) e IgG en glandulas de la region
submandibular (Crawford and Clark, 1986). Un caso interesante es el de la inmunizacion oral
de ratones con una vacuna que utiliza como vector una Salmonella Typhimuirum atenuada,
expresando la fimbria K99 recombinante de E. coli ETEC, que generd titulos elevados de
IgA e IgG ademas de una proteccion del 90% en ratones neonatos inmunizados de manera
pasiva (Ascon et al., 1998). En un estudio con la fimbria K88ac de E. coli, se demostr6 de
manera in vitro que anticuerpos monoclonales generados contra un region variable de la
fimbria son capaces de bloquear la adherencia al borde de cepillo en enterocitos y a receptores
intestinales de mucina en cerdos (Sun et al., 2000). La adhesina T2544 de S. Typhi produce
titulos elevados de IgG sérica y SIgA en ratones inmunizados mejorando la fagocitosis y su
eliminacion (Ghosh et al., 2011). Un abordaje interesante fue el de realizar la fusion de la

fimbria Fim2 de Bordetella pertussis con la subunidad B de la toxina del colera para



inmunizar via intranasal en un modelo murino de infeccion. Los resultados mostraron que
hubo una disminucidn significativa de bacterias encontradas en pulmoén (Olivera et al., 2014).
La fimbria CS20 de E. coli ETEC también es propuesta como inmunogeno, pues se demostrd
que anticuerpos contra esta aumentan la fuerza necesaria para desenrollar la fimbria y se
acorta su longitud, esto impediria tedricamente in vivo la correcta union al intestino e invasion
(Singh et al., 2015).

Recientemente se ha demostrado, utilizando microscopia de fuerza atomica (AFM) y por
espectroscopia de fuerzas que las caracteristicas biomecénicas de la resistencia de la fimbria
CFA/l de E. coli, llamadas fuerza de extension y longitud de extension, son
significativamente alteradas por la unidon de anticuerpos policlonales bivalentes contra la
subunidad mayoritaria de la fimbria. Proponen que el mecanismo por el cual los anticuerpos
interrumpen el desenrollamiento natural de la fimbria es uniendo las capas del filamento
helicoidal incrementando su rigidez y reduciendo su resistencia (Singh et al., 2017).

Una de las mayores desventajas de las terapias antiadhesion es el alto grado de redundancia
en las estrategias de adhesion en bacterias que en muchos casos interfieren con la efectividad
del tratamiento. Sin embargo, existen muchas adhesinas que se encuentran altamente
conservadas, lo que hace que sean buenos candidatos vacunales (Krachler and Orth, 2013).
Por otro lado la utilizacién de anticuerpos o vacunas anti-adhesion puede aun asi seguir
siendo efectiva pues la opsonizacion puede incrementar la fagocitosis y eliminacién por
macrofagos y pueden iniciar la activacion del complemento ain si no pueden inhibir la
adhesion (Ghosh et al., 2011).

Para el caso de Salmonella no se ha abordado la terapia anti-adhesion pero se sabe que la
respuesta inmune humoral es importante ya que se ha observado que la produccion de SIgA
en contra de estructuras como el flagelo y el antigeno “O” del LPS de Salmonella Typhi
impiden la colonizacion y promueven su eliminacion por medio de una respuesta mediada
por células en humanos (Iankov et al, 2001, 2002). En el caso de aves se disminuye la
gravedad de la infeccion asi como la colonizacion de tejidos pero no eliminan a los portadores
asintomaticos (Gast, Stone and Holt, 1993; Gantois et al., 2006) y es que se ha observado en
ratones que por lo menos para el caso de las serovariedades Enteritidis y Typhimurium se
puede conferir proteccion a través de SIgA contra el antigeno “O” pero no con anticuerpos
contra el antigeno “H” (Carter and Collins, 1974; Michetti et al., 1992; lankov et al., 2004).



En gallinas infectadas naturalmente con SE, se han detectado anticuerpos séricos IgG y SIgA
(Hassan et al., 1991). Altos niveles de anticuerpos se correlacionan con una menor
morbilidad, mortalidad, disminucidn en la colonizacidon de 6rganos, asi como la disminucion
en la excrecion en heces y en huevo (Gast, Stone and Holt, 1993; Gantois et al., 2006). Se ha
medido la cantidad de anticuerpos producidos mediante Western Blot, para las porinas,
proteina de la membrana externa A (OmpA), fimbria de SE (SEF) 14, SEF2I,
lipopolisacarido (LPS) y flagelina. Se encontr6 que hubo una alta frecuencia de sueros
positivos cuando se enfrentaron con porinas (97.3%), LPS (81.8%), Omp de 22.1 kDa
(66.2%), OmpA (64.7%), SEF21 (60.8%), SEF14 (50%) y flagelina (47.3%) (Liu et al.,
2001; Ochoa-Reparaz et al., 2004; Salazar-Gonzalez et al., 2004).

1.3. Despliegue en fago
1.3.1. Fago filamentoso M13
Es un bacteriofago filamentoso lisogénico de familia /noviridae de entre 6-7 nm de didmetro
por 900 nm de largo y de ADN de cadena sencilla en sentido positivo (Rakonjac, 2012). La
caracteristica que lo han hecho elegible para desarrollar técnicas de biologia molecular es
que, en contraste con otros fagos este requiere de poco esfuerzo técnico y metodoldgico para

purificarlo y utilizarlo (Rami et al., 2017) (figura 4).

1.3.2. Biologia del fago M13

El fago es capaz de infectar células de E. coli que contienen el plasmido conjugativo F’ y que
expresan pili sexual, ya que esta se inicia al interactuar la parte final del fago con la punta
del pili. La retraccion del pili por depolimerizacion en la membrana externa facilita el proceso
de transferencia de ADN (Webster, 1996).

Su genoma consta de 6407 pb y codifica para tres grupos de proteinas: las involucradas con
la replicacion (pll, pX y pV), las morfogéneticas (pl y pIV) y las estructurales (pVIIIL, plII,
pVL pVIl y pIX) (figura 5). Estas ultimas tres se conforma la capside, pVIII como proteina
mayoritaria (~2700 copias) y plIl (5 copias) y pVI (4 copias) como minoritarias a los
extremos del fago (Henry and Pratt, 1969). Una vez que el ADN de cadena sencilla (ssDNA)
en sentido positivo entra al citoplasma pasa a ADN de doble cadena (dsDNA) para establecer
la forma replicativa (RF), esto gracias a las enzimas propias de la bacteria. La proteina pV se

une a las moléculas de ssDNA e inhibe su transformacion a la RF (Pini and Bracci, 2000). El



ensamblaje de las particulas de fago inicia en la membrana interna con ayuda de las proteinas
pL, pIV y pXI. Las proteinas pVII y pIX que forman un poro a través de las membranas de la
bacteria para la salida del fago. La pV es reemplazada por la pVIII durante su paso por el
poro (este se mantiene cerrado hasta que se da el paso del ADN del fago para evitar la lisis
de la bacteria) de la ssDNA a la que est4 unida y al final se afiaden pVI y pIII (P. Smith and
A. Petrenko, 1997). Durante una primera generacion de bacterias infectadas son producidos
aproximadamente 1000 fagos por bacteria decreciendo a 100 — 200 en generaciones
subsecuentes (Hill and Stockley, 1996).

Fig. 4 Fago filamentoso M13. En morado, al centro la cadena de ADN
sencilla sentido positivo. Tomado de: www.viralzone.expasy.org
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Fig. 5 Genoma completo del fago filamentoso M13.
Tomado de: www.viralzone.expasy.org
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1.3.3. Tecnologia de despliegue en fago

El despliegue en fago es una herramienta que combina técnicas de seleccion
(fenotipo/genotipo) donde un péptido recombinante es desplegado en fusion a una de las
proteinas de la cubierta viral y la secuencia de ADN que codifica este péptido se encuentra
dentro del genoma. Esta tecnologia permite desplegar un gran nimero de péptidos aleatorios
de los cuales se pueden seleccionar aquellos con una alta afinidad de unién a un anticuerpo
o molécula de interés (Kiigler ef al., 2013).

Para esto se lleva a cabo la clonacion del ADN de interés en un fagémido. Este incluye un
origen de replicacion de un plasmido bacteriano, un marcador de seleccion, una region
intergénica o IG (contiene la secuencia de empaquetamiento del fago y el origen de
replicacion de las cadenas positiva y negativa), el gen de una proteina de la capside del fago,
comunmente plll o pVIII (también se han descrito en menor medida con pIX), sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccion, un promotor y un gen que codifica para un
péptido senal (figura 6). Adicionalmente se puede incluir una etiqueta para facilitar la

deteccion de los péptidos recombinantes (Qi ef al., 2012).

Replication origin of plasmid b Promoter

P \ Signal peptide
/" Restriction enzymes recognition sites

¢ Molecular tag
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Phagemid
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IG region

Fig. 6 Esquema de los genes elementales que contiene el vector, “fagémido”.
Tomado de: Phagemid Vectors for Phage Display: Properties, Characteristics
and Construction. Huan Qi., et. al. 2011 Journal of Molecular Biology

Una vez que la secuencia nucleotidica de interés es clonada, el fagémido se transforma en
una bacteria que exprese el pili sexual como E. coli TG1, que ademas tiene la capacidad de
suprimir el codon dmbar. El fagémido transformado puede ser empaquetado como un fago

(Marvin and Hoffmann-Berling, 1963) infectando las bacterias con un fago ayudador o



Helper Phage (HP), tal como M13KO7 (Vieira and Messing, 1987) variando el tamafio de
las particulas con base en el tamafio del inserto en el vector (Messing et al., 1977).

El fagémido como tal no es capaz de ensamblar la progenie de fagos, pero puede replicarse
como cualquier pldsmido bacteriano gracias a su origen de replicacion ColEl. Una vez que
se infecta con el FH se sintetizan las proteinas necesarias para la replicacion en circulo
rodante del ssDNA, para la formacion del poro a través de las membranas y para la
encapsidacion del ADN. El origen de replicacion en la region IG se activa hasta el momento
en que se lleva a cabo la coinfeccion (Qi et al., 2012). El fago ayudador provee el resto de
las proteinas del fago que no estan codificadas en el fagémido y puesto que este tltimo tiene
su propio origen tanto para la cadena positiva como para la negativa, se replicaran las
proteinas de ambos. Pero gracias a un defecto en el origen de replicacion en el fago ayudador
la cantidad de particulas conteniendo el genoma del HP serd minima en comparacion con las

que contienen el fagémido (Vieira and Messing, 1987; Petrenko and Smith, 2005).

1.3.4. Despliegue en fago para la busqueda de epitopes

Los epitopes antigénicos son sitios involucrados en la unidn especifica con un anticuerpo
(epitopes de células B) o con un receptor de células T o TCR (epitope de células T) (Qi et
al., 2012). La determinacion de la secuencia o estructura de un epitope se utiliza para estudiar
interacciones proteina — proteina, desarrollo de inmunoensayos, producciéon de péptidos
vacunales, investigacion de la patogenia de enfermedades autoinmunes e investigacion de la
topologia de proteinas en células u organelos por mencionar algunos (Morris, 2014). Asi
pues, los epitopes se pueden clasificar en dos grupos, los discontinuos y los continuos. Los
primeros son también conocidos como epitopes conformacionales, en los cuales el punto de
contacto (los residuos de aminoacidos en la proteina) se localizan separados en la secuencia
lineal, pero tienen interaccion gracias al plegamiento de la proteina. Los segundos, conocidos
como secuenciales, estdin compuestos por residuos de aminodcidos que se encuentran
proximos dentro de la secuencia primaria (Lin-Fa Wang, 2009).

Una de las metodologias mas utilizadas para la identificacion de epitopes es la generacion de
bibliotecas de fagos que expresan una variedad de péptidos recombinantes. Un tipo de
biblioteca es la que genera péptidos al azar, a través de la utilizacion de oligos sintéticos

degenerados. Al tener una combinacidn de distintos aminoéacidos se pueden llegar a obtener



bibliotecas de millones de péptidos recombinantes. Estas son tutiles para la identificacion de
mimotopos entre otras aplicaciones (Wang and Yu, 2004).

Por otro lado se encuentran las bibliotecas de fragmentos de un genoma o gen (Jacobsson
and Frykberg, 1995; van Zonneveld et al., 1995; Yu et al., 1996), metodologia utilizada en
el presente trabajo. Esta consiste en la clonacion de fragmentos generados por una digestion
al azar o por sonicacion, lo que hace que el tamafio de los insertos sea menos uniforme. La
ventaja de este tipo de bibliotecas es que se pueden identificar epitopes con secuencias
idénticas a la proteina original y con un tamafio de biblioteca relativamente menor que
cuando se utiliza la metodologia anterior (Coley et al., 2001).

El andlisis detallado de epitopes es importante para el entendimiento de los eventos
inmunologicos, asi como para el desarrollo de vacunas y herramientas de diagndstico mas
efectivas. Se ha demostrado que ciertos péptidos, a pesar de tener secuencias diferentes a las
del epitope nativo de un antigeno son capaces de interactuar con el pardtopo de manera

similar siendo llamados mimétopos (Wang and Yu, 2004).



II. JUSTIFICACION

En la actualidad no existen vacunas para aves contra Sa/monella, que sean capaces de
proteger completamente y que eliminen a los portadores asintomaticos. Ademas, ninguna de
las existentes esta enfocada en evitar la adherencia de Sal/monella en las células de aves, lo
cual, impediria la invasiébn y subsecuente colonizaciéon. Por otro lado, debido a la
antigenicidad cruzada con bacterias Gram negativas, es dificil estandarizar una prueba
diagnostica que permita determinar la presencia de SE, lo que permite que se mantengan
parvadas aparentemente sanas, provocando grandes pérdidas econdmicas debido a su
diseminacion y pérdidas productivas. De identificarse epitopes de proteinas involucradas en
la adherencia, podrian desarrollarse futuros inmundgenos de subunidades capaces de
proteger contra la colonizacion de Salmonella en aves y humanos. También permitiria el

desarrollo de pruebas diagndsticas especificas para la deteccion de serovariedades.



IIL.HIPOTESIS

Una biblioteca de fragmentos del gen que codifica para PegA de Salmonella Enteritidis y
clonados en pG8SAET expresard péptidos aleatorios en unién a la proteina pVIII del fago
M13, para que mediante una bioseleccion se determine la secuencia de aminoacidos

correspondiente a los epitopes en esta proteina.

IV.OBJETIVO GENERAL

Generar una biblioteca de fagos a partir de pegA que permita la expresion de secuencias
peptidicas aleatorias mediante la tecnologia de despliegue en fago y su tamizaje con un suero
generado en aves infectadas con SE, para conocer la secuencia de residuos que conforman

los epitopes en la proteina.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Produccion de un antisuero contra Salmonella Enteritidis en gallinas.
- Clonacion de la biblioteca de fagos con insertos del gen PegA menores a 100 pb.
- Escrutinio con el antisuero generado para la identificacion de clonas reactivas en la
biblioteca.

- Andlisis de secuencias en las clonas seleccionadas y determinacion de los epitopes.



VI.MATERIAL Y METODOS

6.1. Disefio de iniciadores y PCR para pegA
Para el disefio de los iniciadores se tomo como referencia la secuencia reportada en el
GenBank del gen pegA (locus: SEN2145B) de Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis str. P125109 (nimero de acceso: AM933172.1). Los iniciadores se disefiaron
incluyendo los sitios de restriccion Kpnl, HindIll en el sentido 5° y 3’ respectivamente.
Ademas, se eliminé la secuencia que codifica para el péptido senal y el codon de paro. Se
estandarizaron las condiciones ideales de PCR (Polymerase Chain Reaction) ideales para la
amplificacion de gen mediante el uso de concentraciones estandar para los reactivos (anexo

12.1.1), ADN constante (100 ng) y gradientes de temperatura.

6.2. Cepas bacterianas y vectores
Se utilizé la cepa de Salmonella Enteritidis ATCC® 49214, E. coli TGI, el fagémido
pG8SAET (Zhang et al., 1999) y el fago helper M13KO7 de Invitrogen™.

6.3. Produccion de antisuero

La obtencion del antisuero se llevd a cabo como se ha descrito anteriormente (Anaya-
Santillan, 2011). Brevemente, se inoculd6 SE ATCC 49214 previamente inactivada con calor
en bafio Maria a 80 °C durante 60 min (anexo 12.1.2). El indéculo fue preparado a una
concentracion del tubo 3 del nefelometro de McFarland (9x108 bacterias/mL) en 20 mL de
Solucion Salina Fisioldgica (SSF). Previamente se realizo una prueba de aglutinacion con el
antigeno “K” polivalente para cerciorarse de que las aves estuvieran libres de un contacto
previo con la bacteria (anexo 12.1.3).

El protocolo de inmunizacion consistio en cuatro inoculaciones en los tiempos indicados en
el cuadro 1. Posteriormente se llevo a cabo el sangrado en blanco (obtencion del volumen
total de sangre) de las aves sin utilizar anticoagulante para obtener el suero hiperinmune. Este
se centrifugd a 3’000 rpm durante 10 min para separar los eritrocitos y otros elementos
figurados; el suero fue recuperado y almacenado en alicuotas dentro de microtubos de 0.6
mL a -20 °C hasta su uso. Antes de realizar el sangrado en blanco una muestra de sangre
tomada por la vena radial de la cual se separ6 el suero fue evaluada mediante la prueba de
aglutinacion directa utilizando como antigeno SE inactivado (Anaya-Santillan, 2011).

Cuando se comprob6 que el titulo fue mayor a 1:640 se llevo a cabo el sangrado.



Cuadro 1. Protocolo de inoculacion

Inoculacion Tiempo (dias) Dosis (mL)
1 0 0.5
2 4 1
3 8 2
4 12 3
Sangrado 18

Protocolo de inoculacion de Salmonella Enteritidis inactivada por calor
en aves semi-pesadas Hy-Line para la obtencion de antisuero.

6.3.1. Precipitacion de antisuero con sulfato de amonio

El procedimiento se llevd a cabo como se ha descrito previamente (Hebert, 1974).
Brevemente, el antisuero se centrifugd para eliminar detritos celulares y proteinas de gran
tamano, y por ello la pastilla fue descartada. El sobrenadante se recuper6 en un tubo nuevo y
se agregd gradualmente solucion de sulfato de amonio saturado (SAS) hasta llegar a una
concentracion del 35% en el volumen final. La mezcla se mantuvo durante toda la noche en
temperatura de refrigeracion, al dia siguiente se centrifugd nuevamente y en esta ocasion se
elimino el sobrenadante. Las proteinas contenidas en la pastilla resultante fueron suspendidas
en PBS 1X y posteriormente se llevo a cabo una segunda precipitaciéon con SAS al 35%. Se
centrifugd inmediatamente para obtener la pastilla y realizar una tercera precipitacion. La
pastilla resultante se suspendié en PBS 1X. Tras la tltima precipitacion se dializ6 en una
membrana con poro de 35 KDa (Spectrum™ Spectra/Por™ 3 RC Dialysis Membrane Tubing
3500 Dalton de FisherScientific®) sumergida en PBS 1X a 4°C y con agitacion durante toda
la noche para eliminar las sales del sulfato de amonio. Por tltimo, se recuper6 el contenido
de la membrana y se guard6 en congelacion hasta su utilizacion (anexo 12.1.4). Para
corroborar la presencia de las gammaglobulinas se llevo a cabo una electroforésis en gel de
agarosa al 0.8% en amortiguador Tris-Glicina pH 8 y tefiido con azul de Coomassie. El
amortiguador de corrida utilizado fue SB (H3BO3-NaOH).

6.3.2. Titulacion del anticuerpo
Una placa para ELISA con 96 pozos de fondo plano (NUNC Polysorp®) fue sensibilizada
con proteinas de membrana externa (Omp’s) de SE (anexo 12.1.5). Estas ultimas se

obtuvieron mediante un proceso de extraccion de proteinas de membrana externa. Esto se



llevé a cabo colocando la proteina en los pozos diluida en buffer de carbonatos pH 9
(NaHCO3), 5 ng de proteina por mililitro. La placa se mantuvo en refrigeracion durante toda
la noche. Al siguiente dia se hicieron lavados para eliminar el exceso de anticuerpos, después
se bloque6 con leche descremada Nestl¢ Svelty® (anexo 12.1.6). Posteriormente se llevaron
a cabo 5 lavados, luego se agreg6 el anticuerpo policlonal en diluciones dobles seriadas con
PBS1X-Tween20 0.2%-de leche descremada 2%, iniciando desde 1/100 hasta 1/25600.
Como control se utilizé suero de un conejo sin inocular en una dilucién 1/100 (figura 7). En
los pozos sensibilizados se colocaron 100 pL de las diluciones correspondientes y se
incubaron a 37°C durante lh. Los blancos, el control y las diluciones de los sueros se
colocaron en la placa por duplicado. Al término de la incubacién con el anticuerpo primario
se hicieron 5 lavados con PBS 1X-Tween20 0.2% y se adicion6 el anticuerpo secundario
(Anti-Rabbit IgG—Peroxidase antibody produced in goat de Sigma-Aldrich®) en una dilucién
1/5000 en 5 mL colocando 100 pL por pozo e incubando 1 h a 37°C. Al término se hicieron
5 lavados y se agregaron 100 pL. de ABTS (Roche®) y se incubd durante 10 min en ausencia
de luz a temperatura ambiente para posteriormente llevar a cabo la lectura a 405 nm con un

equipo lector de ELISA Bio-Rad 3550 Microplate Reader®.
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Fig. 7 Distribucion de las diluciones en la placa de ELISA para la titulacion. Se indican las diluciones
utilizadas. La letra C indica el control negativo (suero de aves sin inmunizar) y la letra B el blanco (contiene
todos los componentes de la prueba excepto el suero de interés). Los pozos en blanco no fueron utilizados.
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6.4. Generacion de bibliotecas de fagos
6.4.1. Determinacion del nimero de clonas necesarias para representar el gen
Debido a que el proceso de digestion y clonacion es completamente al azar aumentan las
probabilidades de que alglin fragmento no sea tomado en cuenta o que algunos sean clonados
en mas de una ocasion, por esto se utilizo una formula (Clarke and Carbon, 1976) que calcula

un numero de insertos para representar la totalidad del gen.

N = In(1-p)/In(1-(a/b))

Donde N= numero de clonas necesarias para representar todo el gen o genoma.
p = nivel de confianza.

a = Tamafo de los insertos.

b = Tamaio total del gen o genoma.

In = logaritmo negativo.

6.4.2. Insertos

El inserto fue amplificado por PCR utilizando los iniciadores disefiados para amplificar en
gen pegA. Posteriormente se concentré el ADN con etanol y acetato de sodio como se ha
descrito previamente (Ausubel et al., 2003), (anexo 12.1.7). La pastilla resultante se
suspendi6 en agua Mili Q® estéril y se cuantificd en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000®
de ThermoFisher®.

La digestion de los insertos se llevo a cabo con la enzima DNAsa I de Invitrogen® siguiendo
las recomendaciones del proveedor. Brevemente, 10 pg de ADN fueron digeridos con 2 pLL
de DNAsa (4U/mL) en una reaccion de 20 uLL de volumen total durante 5 min a 37 °C.
Posteriormente la enzima se inactivo con 1 pL. de EDTA (25 mM) a 65 °C en bafo Maria
durante 10 min. Después de ser visualizada en un gel de electroforesis al 2% de agarosa en
TAE 1X se volvid a concentrar como se describid anteriormente. Después de ello, los
extremos salientes dejados por accion de la DNAsa se complementaron con la enzima Pfu
como se ha descrito (Yang et al., 2005). Brevemente, para una reaccioén de 20 pL se agregd
una unidad de polimerasa por cada 1.5 pg de ADN, 2 puL de buffer de enzima 10X con
MgSO4 (3 mM final), ANTPs (100 uM) a 74 °C durante 15 min. Por ultimo, esta reaccion se
colocd en un gel de acrilamida al 15% en TAE 1X y se separ6 durante 2 h a 100 volts,
posteriormente se tifid con bromuro de etidio y la region del gel ocupada por el ADN por

debajo de la banda del marcador de 100 pb fue escindida con una navaja de bisturi y colocada



en un tubo de 0.6 mL con un orificio en la base. A su vez este tubo se colocd dentro de otro
de 1.5 mL para centrifugar a maxima velocidad y permitir asi la fragmentacion del gel de
acrilamida al pasar a través del orificio. Se calculd el volumen ocupado por la acrilamida
para agregar 2 volimenes de buffer de elucion (anexo 12.2) y se incub6 a 37 °C en agitacion
durante 5 h. Al término de la incubacion se centrifugd a maxima velocidad, el sobrenadante
se paso a un tubo limpio para posteriormente precipitar con 2 volimenes de etanol absoluto
durante 1 h a -20 °C y centrifugacion a 13 200 rpm durante 10 min en refrigeracion. La
pastilla se suspendio en 200 pL de agua Mili Q® estéril y se concentrd con etanol como se
describi6 anteriormente. La suspension de la pastilla de ADN se llevé a cabo en 10 pL de

agua Mili Q® estéril, se cuantificd y se almaceno a -20 °C hasta su utilizacion.

6.4.3. Vector (Fagémido)

El vector pGESAET se obtuvo de células E. coli DH5a mediante el protocolo de lisis alcalina
(Sambrook and Russell, 2001) y se digiri6 con la enzima SnaBI de ThermoScientific® segiin
las recomendaciones del proveedor con algunas modificaciones. Brevemente, 10 ug de ADN
se colocaron en una reaccion de 20 pL totales con 20 U de enzima para asegurar que la
totalidad del vector fuera digerido a 37 °C durante 1h. Posteriormente se visualiz6 en gel de
electroforesis y se procedié a la desfosforilacion del mismo con Fosfatasa Alcalina (CIAP)
de Promega® para evitar la auto ligacion del vector siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Para eliminar el buffer y las enzimas, asi como asegurar que Unicamente se
trabajaba con vector lineal se separ6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 y se
escindi6 la banda de interés con una navaja de bisturi. Estos fragmentos de agarosa fueron
procesados con Monarch DNA Gel Extraction Kit de NEB® y la elucion resultante fue
cuantificada.

Antes de llevar a cabo los ensayos de ligacion se hicieron pruebas para comprobar que la
desfosforilacion se llevo a cabo correctamente. Para esto se pusieron a ligar 10 ng de vector
desfosforilado con T4 ligasa de Promega® durante toda la noche a 4°C y se transformaron
células E. coli TG1 por electroporacion a 2.5 volts, 25 uF y 200 ohms de resistencia. Estas
células se recuperaron en 1 mL de medio SOC y se incubaron 40 min a 37 °C para
posteriormente sembrar 10 y 50 pL con asa de vidrio en placas de agar LB con 50 pg/mL de
carbenicilina. Al dia siguiente se verific el crecimiento para determinar si el vector estaba

completamente defosforilado. Controles adicionales comprenden la transformacion del



vector lineal sin ligasa y el vector super enrollado los cuales fueron evaluados de la misma

manera.

6.4.4. Biblioteca de fagos

Para clonar los insertos se llevd a cabo una reaccion de ligacion con 100 ng de vector
pG8SAET y 60 ng de insertos que corresponden a una relacion 1:10 tomando en cuenta pmol
de extremos 5’ y 3’ en las moléculas de vector e insertos. La reaccion se hizo en 20 pL y se
incub6 toda la noche a 4°C, posteriormente se electroporaron 10 ng y se sembraron 3 y 30
pL en placas de agar con carbenicilina, las células se recuperaron en ImL de medio SOC. Al
dia siguiente se determind la variabilidad de clonas y se realiz6 la PCR de colonia a clonas
seleccionadas al azar utilizando los iniciadores pYSAET (iniciador sentido) y FS8OLJ
(iniciador anti sentido) para verificar si existia inserto en las clonas elegidas.

Una vez comprobada la variabilidad y presencia de insertos se llevé a cabo la transformacion
(anexo 12.1.8) y el rescate de la biblioteca (anexo 12.1.9). Para esto, se hicieron
transformaciones con el resto de la ligacién (conservada a -20 °C hasta su utilizacion), se
recuperaron en medio SOC y se incubaron sin antibidtico para permitir la recuperacion de
las células al estrés generado durante la electroporacion. Pasado el tiempo, se sembraron
diluciones en placas con carbenicilina para obtener colonias que permitieran determinar la
variabilidad de la biblioteca. Se aument6 el volumen con medio 2XYT para obtener la mayor
cantidad de biomasa que permitiera obtener bacterias suficientes para conservarlas en medio
con glicerol (biblioteca en formato bacteria); antes de recuperar las bacterias para conservar
se incub6d durante una hora con carbenicilina para seleccionar solo aquellas bacterias que
estuvieran transformadas con el fagémido. Ademas, para conservar la biblioteca en formato
ADN se sembro medio 2XYT adicionado con carbenicilina y se incub6 durante toda la noche
con agitacion para posteriormente realizar un procedimiento de extraccion de plasmido. Con

el cultivo restante se llevo a cabo el rescate utilizando en Fago Helper M 13 de Invitrogen®.

El cultivo restante se utilizo en su totalidad para sembrar un volumen mayor de medio 2XYT
adicionado con carbenicilina y kanamicina. Se mantuvo durante toda la noche en incubacioén
con agitacion y al dia siguiente se transfirio a botellas para centrifugar y permitir la formacion
de la pastilla bacteriana que posteriormente fue eliminada. Se recuperd el medio y se llevo a
cabo la precipitacion del fago adicionando 1/6 del volumen total de solucion PEG8000 20%

- NaCl 2.5M. Después de una incubacion durante toda la noche a 4 °C los tubos se



centrifugaron nuevamente, en esta ocasion la pastilla formada contenia las particulas de fago
por lo que se elimino el sobrenadante. Las pastillas fueron suspendidas en TBS para luego
llevar a cabo una segunda precipitacion agregando en esta ocasion 1/5 del volumen en
solucion PEG-NaCl y se incub6 durante una hora en hielo. Para recuperar los fagos se
nuevamente se centrifug6 esta suspension a mayor velocidad en refrigeracion durante 20 min
y los fagos se suspendieron finalmente en TBS. De esta manera, la suspension de fagos se

puede conservar a 4 °C hasta por 6 meses sin perder titulo.

Para la titulacion del fago se hicieron diluciones seriadas y se sembraron en placas de agar
con antibiodtico para contar las unidades formadoras de colonia y calcular el titulo (anexo
12.1.10). El titulo minimo esperado para estas amplificaciones fue de 1x10'3/mL, por esto se
hicieron tres diluciones 1/500 en 1 mL de medio 2XYT y una cuarta diluciéon 1/100 en 200
pL. De esta tltima dilucion se tomaron 3 y 30 pL para infectar 200 uL de células de E. coli
TG1, la totalidad del volumen fue sembrada en placas de agar con carbenicilina, esto para

obtener unidades formadoras de colonia cuantificables.

Durante este procedimiento también se hizo PCR de colonias seleccionadas al azar para
verificar la presencia de insertos del tamafio deseado y la variabilidad de los mismos (anexo

12.1.11).

6.5. Tamizaje de la biblioteca de fagos
Para las tres rondas, se hizo una dilucién 1/800 del anticuerpo policlonal anti-Omps en
solucion de carbonatos (NaCHO3 pH 9). Posteriormente, se sensibilizaron 4 pozos con esta
dilucién y se mantuvo a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se hicieron cuatro
lavados con TBST (Tween20 al 0.2%) y se llevo a cabo el bloqueo de los pozos con leche

descremada Svelty® diluida en TBS, por ultimo, se hicieron 4 lavados con TBST.

Primera ronda:

Se agregd un nimero de fagos 1000 veces superior al nimero de clonas en cada biblioteca.
Para la biblioteca de pegA, al tener 2000 clonas diferentes se colocaron 2x10° particulas de
fago por pozo. Las diluciones de la biblioteca se hicieron en TBS con 2% de leche mas 0.2%
de Triton y en cada uno de los pozos se colocaron 100 pL para dejar incubando a 4 °C durante

toda la noche.



Al dia siguiente se hicieron seis lavados con TBST y se llevo a cabo la elucion de los fagos
con 100 pL de glicina 0.2 M pH 2.2 durante 15 min a temperatura ambiente. El contenido de
los pozos se colectd en un tubo de 1.5 mL y se le adicionaron 200 pL de solucion de paro
(Tris 1M pH 8). Se retiraron 50 pL del volumen total para llevar a cabo la titulacion, y el
resto del eluido se utiliz6 para infectar 3 mL de células E. coli TG1 a una densidad optica de
0.7 — 1 utilizando una MOI de 10:1. Se llevo a cabo el procedimiento de rescate como se ha
descrito anteriormente utilizando 50 mL de cultivo de bacteria TG1. También se conservo la
biblioteca en formato de bacteria, ADN plasmidico y fago. Los fagos fueron precipitados
como se describi6 anteriormente en dos ocasiones mas con PEG8000 20% y NaCl 2.5M.

Los fagos amplificados fueron titulados y utilizados para llevar a cabo la siguiente ronda.

Segunda ronda:

Para esta ronda se hicieron los siguientes cambios: en cada pozo se colocaron 1x10!! fagos
(contenidos en 100 uL) y, con el objetivo de aumentar la astringencia y enriquecer la
biblioteca de fagos, el nimero de lavados antes de eluir la biblioteca se incremento6 a ocho.
El procedimiento de eluicion y amplificacion de los fagos fue el mismo que se describid

anteriormente.

Tercera ronda:
Por pozo, se agregd la misma cantidad de fagos que en la ronda anterior y se hicieron 10
lavados con TBST antes de eluir. El resto del procedimiento es como se describid

anteriormente excepto que, para esta ultima ronda no se realiz6 amplificacion del eluido.

6.5.1. Titulacion y amplificacion de fagos del tamizaje
Titulacién del eluido:
Se tomaron 5 pL de los 50 pL separados anteriormente para infectar 200 pL de células E.
coli TG1. Ademas 1 pL fue diluido en 100 pL de medio 2xYT, para tomar 20 pL de esta
dilucion e infectar 200 uL. mas de células. Las infecciones se incuban a 37 °C durante 40 min
y posteriormente se siembra el total del volumen en placas de agar LB con carbenicilina (50
pg/mL). Este procedimiento se llevo a cabo para determinar el numero de fagos recuperados

en los eluidos de las tres rondas de tamizaje. En la segunda ronda se hizo una dilucion 1/1000



y para la tercera una dilucién inicial 1/1000 y una segunda 1/100 debido a que el titulo

esperado era mayor.

Titulacién del fago amplificado:

Se hicieron diluciones seriadas partiendo del supuesto de tener un cierto titulo (1x10'%), por
esto se realizaron tres diluciones 1/500 en 1 mL de medio 2XYT y una cuarta dilucion 1/100
en 200 pL. De esta tltima dilucion se tomaron 3 y 30 uL para infectar 200 puL. de células de

E. coli TG1 y se sembr6 en medio sélido con antibiotico.

6.5.2. Obtencion de fagos de las clonas individuales

Se seleccionaron 22 colonias individuales del segundo eluido y 22 del tercero. En una placa
de 96 pozos se colocd medio 2X YT adicionado con carbenicilina (50 pg/mL) y se inocularon
con un palillo después de haber tenido contacto con la colonia seleccionada, posteriormente
se incubaron para permitir el crecimiento del primo cultivo. Al dia siguiente se hizo una
dilucion tomando 150 pL y colocandolos en una placa nueva con capacidad para 500 pL en
la cual se agregaron previamente 300 pL de medio 2XYT con 30% de glicerol, se mezclo
por inversion y se congel6 a -70 °C, a esta placa se le denomind como “placa maestra”.

En otra placa con capacidad para 1 mL se sembraron 100 puL de cultivo tomados de la primera
placa més 300 pL de medio 2XYT con carbenicilina, se incub6 durante 6 h en agitacion (200
rpm) hasta alcanzar la densidad dptica deseada y se procedi6 con el rescate. La siembra del
primer cultivo se hizo con el objetivo de que todas las clonas se encontraran en la misma fase
de crecimiento sin importar si el péptido recombinante expresado por cada una de ellas
tuviera algun efecto en su tasa metabolica. El rescate y la precipitacion se llevaron a cabo en
la placa como se detalla en el anexo 12.1.12. La pastilla obtenida se mantuvo en la placa a
temperatura de refrigeracion hasta su uso. Para determinar el titulo promedio de las clonas
amplificadas se seleccionaron 6 clonas al azar y se utilizaron para infectar células E. coli TG1

y obtener el nimero de unidades formadoras de colonia.

6.6. Analisis de clonas seleccionadas por ELISA
En una placa para ELISA (Nunc MaxySorp®) se fijaron los fagos amplificados
anteriormente por duplicado colocando 1x10'° particulas de fago en 100 pL de PBS1X por

pozo y se bloqued con leche descremada como se ha descrito previamente. Después, se



agregaron anticuerpos policlonales originados en pollo en contra de Omp’s de SE en una
dilucién 1/800 y se incubd durante toda la noche en temperatura de refrigeracion.
Posteriormente se hicieron 5 lavados con PBST y se agreg6 un anticuerpo anti IgY conjugado
con HRP, se incub6 durante 1 h a 37 °C y se hicieron 5 lavados con PBST. Para revelar se
agregaron 100 pL de ABTS y se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente. Las
densidades Opticas de la placa se midieron en un lector de ELISA BioRad Microplate Reader
3550® a una longitud de onda de 405 nm. Como control negativo se utiliz6 el fago no
relacionado FB22 (Pedroza-Roldan et al., 2009) y como controles positivos los fagos
recuperados durante el segundo y tercer eluido, asi como las proteinas con las cuales fueron
evocados los anticuerpos utilizados en los tamizajes y seleccion de las clonas.

Se seleccionaron aquellas clonas que tuvieran un valor de dos desviaciones estindar por
arriba del valor del punto de corte dado por el control negativo. Posteriormente, las cinco
clonas seleccionadas fueron amplificadas en un volumen de 5 mL a partir de la caja maestra

para la obtencion de fagos para realizar una ELISA con mayor cantidad del mismo.

6.7. Secuenciacion de ADN obtenido de las clonas seleccionadas
Las clonas seleccionadas se amplificaron nuevamente a partir de la caja maestra con glicerol
y se extrajo ADN de doble cadena con Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System de Promega®. La secuenciacion se llevéd a cabo en la Unidad de Secuenciacion del

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

6.8. Analisis de las secuencias
Los resultados de la secuenciacién fueron visualizados con el software 4Peaks v1.8, se
verifico la calidad de la lectura en cada base y se hicieron las correcciones necesarias. Una
vez identificada la secuencia de los insertos estas fueron traducidas en los 3 ORF con la
plataforma de ExPASy Translate disponible en la web a través de

https://web.expasy.org/translate/. Para el mapeo de los epitopes se llevd a cabo una

prediccion de plegamiento con la secuencia de aminoacidos para la proteina PegA (GenBank:
AMO933172.1) en el servidor para modelado por homologia estructural de proteinas SWISS-

MODEL disponible en https://swissmodel.expasy.org/. La secuencia de aminoacidos

correspondiente a los epitopes identificados fue mapeada con el programa Edu-PyMOL 2.1.



VII. RESULTADOS

7.1. Disefio de iniciadores
Los iniciadores resultantes se muestran en el cuadro 2. Se comprobd que los productos
resultantes quedaran en el marco de lectura correcto para su expresion en el vector de
clonacion utilizando en programa SnapGene 4.1 de GSL Biotech LLC. Se obtuvieron
resultados favorables al evaluar en IDT OligoAnalyzer las temperaturas medias de
alineamiento (Tm), la formacién de dimeros entre ellos mismos y entre el oligo sentido y

antisentido, asi como la formacion de hairpins.

Cuadro 2. Se muestran las secuencias de los iniciadores disefiados para pegA.

Iniciador Secuencia Tm Tamafio  de
(°C) amplificado
(pb)
pegA.FOR | 5’ cggGGTACCGCTGATGAAGATATGGGGGAA3’ (21 pb) 572 483
pegA.REV | 5’ cccAAGCTTATCAGTTAATACCGTCATCGTC 3’ (22 pb) 56

En minusculas se encuentra la secuencia afiadida al iniciador para facilitar la digestion con enzimas. En
negritas se indican las secuencias de reconocimiento para la digestion con enzimas de restriccion (Kpnl para
el iniciador sentido y HindIII para el antisentido).

Los iniciadores fueron solicitados a la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de

la UNAM en Cuernavaca Morelos, México.

7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa
En el cuadro 3 se muestra el gradiente de temperatura utilizado para la estandarizacion de la

PCR.

Cuadro 3. Gradiente de temperatura utilizado para estandarizacién de la PCR.

Gradiente 1 2 3 4 5 6 7
Temperatura °C | 52.7 | 53 | 53.3 | 54.1 | 55 | 55.9 | 56.3

Se indica la temperatura de media de alineamiento utilizada en cada pozo del termociclador para establecer un
gradiente de temperatura.

Para todas las reacciones se utilizaron las concentraciones de reactivos indicadas en el
cuadro 4. Después de la visualizacion de los productos amplificados en un gel de agarosa,
se determinod que 55 °C fue la temperatura media de alineamiento 6ptima. En el cuadro 5 se

detallan las condiciones de la PCR. Como control positivo se utilizaron los iniciadores para



el gen invA de Salmonella spp., con los cuales se obtuvo un amplificado de 285 pb (figura
8).

Cuadro 4. Componentes de la reaccién de PCR.
Componente Volumen (concentracién)
Agua 36.5 yL

Buffer 10X 5uL (1X)

MgCl (50 mM) 4.5 uL (4.5 mM)
dNTPs 2.5 uL (5 mM)
Iniciador sentido 2 pL (20 pmol)
Iniciador antisentido 2 uL (20 pmol)

ADN (100 ng/) 2 pL (200 ng)

Taq polimerasa (1 U/) 1uL (1U)

Cuadro 5. Condiciones de la PCR.

Fase Temperatura y tiempo
Desnaturalizacion inicial | 94 °C durante 5 min
Desnaturalizacion* 94 °C durante 30 seg
Alineamiento * 55 °C durante 45 seg
Extension * 72 °C durante 30 seg
Extension final 72 °C durante 5 min

*Estos pasos se repiten 30 ciclos

El producto de PCR fue comprobado mediante un ensayo con la enzima de restriccion EcoRI.
obteniendo los resultados previamente simulados con el programa SnapGene 4.1 de GSL

Biotech LLC. Tanto la prediccion in silico como el gel de agarosa se muestra en la figura 9.

1 2 3 4

500 pb

Fig. 8 gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X. Carril 1: marcador 1 kb Plus (ThermoScientific®). Carril 2:
producto de PCR, pegA. Carril 3: control negativo (PCR con ADN de E. coli). Carril 4: control
positivo (producto de PCR, invA de Salmonella Enteritidis).
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Fig 9. Izq: prediccidn in silico en SnapGene 3.0. Der: gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X. MW:
marcador 1 kb Plus (ThermoScientific®). Carril 1: producto de PCR, pegA. Carril 2: producto de
PCR, pegA digerido con la enzima EcoRl.

7.3. Produccion del antisuero
Después de la tercera inmunizacion se llevo a cabo el sangrado de la gallina para la obtencion
de suero, con esta muestra se determind que el titulo del antisuero fue de 1/1024 por
aglutinacion directa mientras que el control (muestra de suero al dia cero) no mostraron
reaccion. La prueba se realizo utilizando como antigeno SE inactivada por calor.
Previa anestesia de la gallina, se realizé el sangrado por via intracardiaca, obteniendo el
volumen completo de la sangre. Se obtuvieron 20 mL de suero total por gallina, mismos que

fueron almacenados en congelacion a -20 °C.

7.3.1. Precipitacion de anticuerpos
Después de la precipitacion con sulfato de amonio y la didlisis los anticuerpos fueron
visualizados en gel de agarosa al 0.8% para verificar la ausencia del resto de las fracciones
séricas y la concentracion visual de las inmunoglobulinas (figura 10). La cuantificacion de
proteinas se realiz6 por el método de Bradford, obteniendo como resultado una concentracion

de 4 pg/mL.
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Fig. 10 gel de agarosa al 0.8% en amortiguador Tris-Glicina pH 8.2. Carril 1: suero sin

tratar de ave hiperinmunizada. Carril 2: suero de ave hiperinmunizada tratada con

sulfato de amonio.
Posteriormente los anticuerpos precipitados fueron titulados mediante ELISA utilizando
como antigeno las proteinas con las cuales fue inducida la respuesta inmune en las aves
(Omp’s de SE). El titulo se determiné en la dilucion que registrara 2 DO por arriba del valor
obtenido en el control negativo (DO 0.485), la lectura se llevo a cabo con un ELISA BioRad
Microplate Reader 3550® a una longitud de onda de 405 nm. El factor de dilucion con este
valor fue 1/800, el cual registrd un valor de DO de 2.625 (figura 11), dilucién con la cual se

realizaron los ensayos de tamizaje posteriores.

Titulacion de Anti-Omp’s precipitados

OD,s5, (Densidad 6ptica)

1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 1/25600

e Djluciones === Control Negativo
Fig. 11 Representacion grafica de los valores de OD,_ obtenidos para cada una de las diluciones

y el control negativo. La flecha roja indica la dilucién con dos densidades dpticas sobre el valor
de la OD del blanco.
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7.4. Clonacion de la biblioteca de fagos
7.4.1. Insertos
Se estandarizo la concentracion de DNAsa y los tiempos necesarios para la digestion del gen

pegA (483 pb) mediante su visualizacion en geles de agarosa. Se utilizaron 5 pug de ADN
producto de la PCR y concentraciones de enzima 4, 2 y 1 U/mL de un stock de DNAsa de
Invitrogen® a una concentracion de 512 U/uL. Los resultados mostraron que durante 5 min
a 37 °C, 4 U/mL de DNAsa son suficientes para degradar el ADN obteniendo la mayor

concentracion de fragmentos por debajo de 100 pb (figura 12).

500 pb

100 pb

Fig. 12 gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X. Digestiones de 5 pug de ADN con 1 uL de DNAsa. Carril
1: marcador 1 kb Plus (ThermoScientific®). Carril 2: producto de PCR, pegA digerido con 4 U/mL
de DNAsa. Carril 3: producto de PCR, pegA digerido con 2 U/mL de DNAsa. Carril 4: producto de
PCR, pegA digerido con 1 U/mL de DNAsa.

7.4.2. Vector (Fagémido)
Se verifico visualmente en un gel de agarosa al 1% que el vector estuviera completamente
digerido por la enzima SnaBI. Posterior a esto, se llevo a cabo la desfosforilacion y al término
de este proceso se recuperd y cuantifico obteniendo una concentracion de 25 ng/uL en 20 pL
totales que también se visualizaron en un gel de agarosa el 1% para verificar su concentracion

de manera visual, asi como su integridad (figura 13).
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Fig. 13 gel de agarosa el 1% en TAE 1X. MW: marcador 1 kb plus Invitrogen®
Carril 2: pG8SAET digerido con SnaBl, desfosforilado y purificado.

Antes de iniciar con la clonacion de la biblioteca se llevaron a cabo las pruebas necesarias
para asegurar que no existiera autoligacion del vector y que el plasmido fue digerido. Al
analizar los resultados de la transformacion de las células E. coli TG1 con el vector lineal
desfosforilado con ligasa y sin ligasa unicamente se cuantificé 1 UFC en la autoligacion y
ninguna colonia con el vector lineal sin ligasa. Con esto se comprobo que la desfosforilacion
se llevo a cabo y que el ruido de fondo por posibles vectores autoligados sin inserto era

minimo.

7.4.3. Numero de clonas necesarias para representar el gen
Utilizando la ecuacion de Clarke y Carbon se calculd el tamafio minimo necesario para
representar el gen en su totalidad.

N = In(1-.99)/In(1-(30/483))

N=1292.58 clonas
Las variables empleadas fueron: 0.99 como valor de confianza, 30 pb como el tamafio mas

pequeiio de los insertos y 483 pb como el tamafio total del gen.

7.4.4. Ligacion y transformacion
En una primera transformacion se electroporaron 10 ng de ADN de la reaccion de ligacion
para verificar la variabilidad obtenida y decidir cuanto de la reacciéon era necesario

transformar para obtener el nimero de clonas calculado.

9%
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Se obtuvieron 5 colonias en el plaqueo de 3 pL, la siembra se hizo a partir de un volumen de
1 mL de recuperacion por lo que para este caso se obtuvo una variabilidad de 1,666 colonias
diferentes. Para tener un mejor panorama de las variantes se eligieron colonias al azar y se
les realiz6 PCR, como control positivo se obtuvo un amplificado de 280 pb ya que los
iniciadores amplifican 127 pb corriente arriba del sitio de corte de SnaBl y 153 pb corriente
debajo de este mismo sitio (cuadro 6). En la figura 14 se observan los productos
amplificados, los cuales presentan diferencias de tamafos entre ellos y mayores al control,
indicando que existe la presencia de insertos de distintos tamafios que visualmente se puede
determinar que van de 50 a 100 pb. La verificacion de estos insertos permite determinar que
la biblioteca contiene variabilidad.

El titulo de esta biblioteca se hizo a partir de las 5 UFC’s presentes en el plaqueo de 200 pL,
los factores de dilucion (1/50, 1/500 y 1/1000) tomando en cuenta que se infectaron células
con 3 uL de la biblioteca de fagos en la ltima dilucion. El resultado final arrojé un titulo de

8x10'° particulas de fago por mL.

Cuadro 6. Se muestran las secuencias de los iniciadores utilizados para la deteccion de los insertos en el
vector pGE8SAET.

Iniciador | Secuencia de nucledtidos (nt) Tm Tamano del

(°C) | amplificado (pb)
pYSAET | 5’ ggaaaaacatttattcaattcgtaaactag 3’ (30 nt) 54 280
F8OLJ 5’ gacaatgacaacaaccatcgcccacgceata 3’ (30 nt) 64

Los iniciadores comienzan 127 pb corriente arriba del sitio de restriccion SnaBI y 70 pb corriente abajo,
respectivamente.
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Fig. 14 gel de agarosa al 2% en TBE 1X. Carril 1: marcador 1 kb plus (Thermo Fisher
Scientific®). Carril 2: producto de PCR de pG8SAET sin inserto. Carril 3 a 12: productos de
PCR de 10 clonas seleccionadas al azar.

7.5. Tamizaje de la biblioteca
Una vez finalizado el primer tamizaje de la biblioteca se determin6 que el titulo de particulas
de fago recuperadas fue de 5x10%/mL del total de fagos colocados inicialmente (2x10%/mL).
Posterior a la obtencion del eluido, los fagos recuperados fueron amplificados obteniendo un
titulo de 1x10'3/mL. Para el segundo tamizaje los resultados fueron; 1x10°/mL para el eluido
y 1x103/mL para el amplificado. En el tercer tamizaje Ginicamente se llevo a cabo la
titulacion del eluido (9x10%/mL) y no se realizé la amplificacion. El aumento en los titulos
del eluido nos permite determinar que se llevéd a cabo una buena seleccion de particulas de
fago afines a los anticuerpos ya que este incremento se relaciona con el aumento del nimero
de péptidos afines al set de anticuerpos utilizados para el tamizaje (cuadro 7). Al tener una
mayor afinidad a pesar del aumento en la astringencia dada por los lavados podemos inferir
que al llevar a cabo la amplificacion del primer eluido, aumentaron en cantidad los péptidos
que fueron seleccionados en el primer tamizaje y, por lo tanto, aumento el numero de fagos

recuperados para la segunda y tercera ronda.



Cuadro 7. Titulo de fagos en los tres
eluidos de las rondas de bioseleccion.

Ronda Fagos eluidos
1 5x10%
2 1x10°
3 9x108

7.6. Obtencion y analisis de clonas individuales
De una placa que contenia las colonias resultado de la titulacion de los eluidos 2 y 3 en las
rondas de tamizaje, se seleccionaron 44 clonas al azar (22 de cada eluido) para amplificar
mediante la metodologia de rescate en placa de 96 pozos. Los fagos se titularon obteniendo
valores de 2x10'!/mL y se utilizaron para realizar una prueba de ELISA para analizar su
reactividad utilizando el suero policlonal obtenido de las aves inmunizadas con Omp’s de
SE. En la figura 15 se muestran los resultados de absorbancia para las 44 clonas. Se
seleccionaron como positivas 10 clonas (E2-1, E2-2, E2-3, E2-7, E2-8, E3-8, E3-9, E3-10,
E3-13 y E3-18) que tuvieron dos desviaciones estandar por arriba del valor registrado por el
control negativo, FB22 en este caso (punto de corte). Posteriormente, se realizd una
amplificacion de los fagos de estas 10 clonas y se seleccionaron 5 positivas (E2-1, E2-7, E2-
8, E3-10 y E3-18) que registraron un valor de desviacion estandar por arriba del control
negativo (HF-M13), las cuales pueden observarse en la figura 16. En la primera seleccion se
obtuvieron 5 clonas del segundo eluido y 5 del tercer eluido. Debido a que conforme se
aumentaba la astringencia en cada proceso de bioseleccion esto se interpreta como un
resultado favorable y para hacer aun mas especifico el proceso de seleccion se llevo a cabo
la segunda ELISA. En esta segunda etapa de seleccion tres clonas corresponden al segundo
eluido y dos al tercero, a pesar de que lo esperado seria obtener mas clonas inmuno-
dominantes en el Gltimo tamizaje. Estos resultados se consideran favorables pues clonas que
probablemente hayan sido eliminadas para el tercer tamizaje debido a una desventaja en

cantidad por cuestiones metabdlicas de la bacteria pueden ser interesantes.



ELISA de 44 clonas individuales
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Fig. 15 Valores de absorbancia obtenidos de 44 clonas seleccionadas al azar, 22 del eluido 2 (E2) y 22 del
eluido 3 (E3). En cada columna se muestra dos desviaciones estandar y en rojo el punto de corte tomado
que corresponde a la lectura del control negativo B-22.
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ELISA de clonas sleccionadas
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Fig. 16 Valores de absorbancia obtenidos de las 10 clonas seleccionadas posterior a la primer seleccién.
Se muestran las barras de una desviacidn estandar y en una linea punteada de color rojo el valor del
control negativo, M13.

Después, las clonas seleccionadas fueron amplificadas nuevamente a partir de la caja maestra
para obtener bacteria y realizar extraccion de ADN plasmidico para llevar a cabo la
secuenciacion utilizando el iniciador sentido pYSAET. También se llevé a cabo la PCR para
comprobar la presencia y variabilidad de insertos (figura 17). Las secuencias obtenidas se

muestran en el cuadro 8.

Fig. 17 gel de agarosa al 2% en TBE 1X. Carril 1: marcador 1 kb plus (Thermo Fisher
Scientific®). Carril 2: producto de PCR a partir de pG8SAET sin inserto. Carril 3 a 7:
productos de PCR de las clonas seleccionadas para secuenciar.



Clona Secuencia Tamafio de
(ID) inserto (pb)
CAGTACCGCTATGCCGCCGTTGAAAATACTGTA
ACACCAGGTTCTGTTGAACAGCTAATCCACGAA
>E2 1 TTAGTTTTAACCGTTCTCAATTTGTGGATAACAG 93
TACCC
CAGTACCACCTACCTGGGATAATTCAATAGTCG
CGCTATTTGCACCTTCGAAAGTACAGGATGTTC
>E2 7 CCACCACTTCTCCGTTTATTTTTAATTCCCCCAT 106
ATCTTCATCAGCGTACCC

CAGTACGCATTATTTTTGGTGATTTGCATGTTAT
CCACAAATTGAGAACGGTTAAAACTAATTCGTG
>E2 8 GATTAGCGTACCC 68

CAGTACTACAGTATTTTCAACGGCGGCATAGCG
>E3 10 | GGCAGAAAAGTTCAGGGTAGTACCC 46

CAGTACCGCCAGGGTTTAAGTCAGTCAATCTAT
CAACACCTACCTGGGATAATTCAATAGTCGCGC
>E3 18 | TATTTGCAGCGGGCAGAAAAGTTCAGGGTATAT 122
ACACCATTTTCAAACTTACTTGAATTCAGGTAC
CC

Cuadro 8. Resultados de la secuenciacion de 5 clonas seleccionadas en el segundo proceso de seleccion. En
se muestra la region corriente arriba del inserto y en rojo la region corriente abajo en el vector pPG8SAET.
En negro la secuencia que corresponde al inserto.

Las secuencias fueron deducidas en los 3+ marcos de lectura posibles y en el cuadro 9 se
muestran solo las que podian expresar un péptido recombinante. De todas las secuencias de
aminodcidos, unicamente la clona E2 1 expresé una secuencia de 24 aminoécidos, de los
cuales 18 pudieron ser localizados en la cadena peptidica de la proteina PegA al traducir el
primer marco de lectura. De estos 15 fueron continuos, luego fue interrumpida por 6 residuos
que no estan presentes en ninguna de las secuencias de Sa/monella reportadas en el GenBank

y finalmente 3 aminoacidos mas que coinciden con las secuencias de referencia (Cuadro 9).



ID de Clona Secuencia de aminoacidos Tamaiio | Posicion
(aa)
E2 1_ORFI | PWQYRYAAVENTVTPGSVEQLIHELVLTVLNLWITVPG 24 155a176
APVPYPDPLEPRA*GS
E2 1 ORF3 | MAVPLCRR*KYCNTRFC*TANPRISENRSQFVDNSTRC 16 87 a 102
AGAVSGPTGTACLGIX

Cuadro 9. Resultados de la deduccion a partir de las secuencias nucleotidicas. En rojo y naranja los residuos
localizables en las secuencias de referencia. En azul residuos sustituidos que no coinciden con las secuencias
de referencia.

Ya que se ha descrito ampliamente el cambio de marco de lectura por la bacteria E. coli, se
realiz6 la deduccion en los siguientes dos marcos posibles. Con esto se observo una segunda
secuencia presente en la proteina de interés utilizando el ORF +3 de la clona E2 1 (cuadro
9). Las dos secuencias de aminodacidos identificadas en la clona E2 1 fueron mapeadas en la
prediccion de plegamiento para la proteina PegA (figura 18) generada en ExPASy y
utilizando el programa PyMol. Dos regiones de 5 aminoacidos cada una (AAVEN y PGSVE)
en el primer epitope identificado (E2 1 (1)) estan ubicadas hacia la superficie externa de la
proteina, en caras opuestas. Posterior a PGSVE, se encontré una secuencia de 6 residuos
(QLIHEL) que no coincide con la secuencia de PegA y posteriormente tres residuos (VLT)
que si fueron localizados en la proteina. En el segundo epitope (E2 1 (3)) se encontrd otra

secuencia de 7 aminoacidos (NRSQFVD) expuesta hacia la superficie (figura 19).

Fig. 18 Prediccidn in silico del plegamiento de los aminodcidos que constituyen la
proteina PegA utilizando el algoritmo de ExPASy.




AAVEN
155 - 159

NRSQFVD ‘
95-101 PGSVE
163 - 167

QLIHEL
SVLTMT
168 - 173

174 - 176

Fig. 19 Prediccion in silico del plegamiento de los aminodcidos que constituyen la proteina PegA utilizando el
algoritmo de ExPASy. lzg. Representacion en listones de la cadena de aminodcidos plegada. En rojo la
secuencia correspondiente al epitope E2_1 (1) y en los residuos que no coinciden con PegA. En

la secuencia de residuos de la secuencia codificada en E2_1 (3). Der. Representacion de la superficie
de la proteina PegA y la localizacidn de los epitopes.

Al hacer un analisis con la herramienta BLASTp de las secuencias E2 1 (1) y E2 1 (3)
comparando las secuencias con las bases de datos en el GenBank se encontraron homologias
con otras proteinas fimbriales presentes en el género Salmonella. En la figura 20 y 21
respectivamente se muestran algunas de las serovariedades que presentaron un nivel de
homologia mayor. Todas son salmonelas del género enterica y coinciden con dominios
conservados putativos de la superfamilia de las fimbrias. El resto de las clonas no se encontrd

en fase por lo que fueron descartadas.



- E2_1 _ORFI1

putative fimbrial chain protein stcA [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cubana]
Sequence ID: PQB21123.1 Length: 75 Number of Matches: 1

Range 1: 51 to 74 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
37.7 bits(86) 0.029 Compositional matrix adjust. 18/24(75%) 20/24(83%) 0/24(0%)

Query 1 RYAAVENTVTPGSVEQLIHELVLT 24
RYAAVENTVTPGSVE ++ VLT
Sbject 51 RYAAVENTVTPGSVESVLTMTVLT 74

fimbrial protein YehD [Salmonella enterica]
Sequence ID: WP_000830681.1 Length: 177 Number of Matches: 1
> See 2 more title(s)

Range 1: 153 to 176 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
38.5 bits(88) 0.051 Composition-based stats. 18/24(75%) 20/24(83%) 0/24(0%)

Query 1 RYAAVENTVTPGSVEQLIEELVLT 24
RYAAVENTVTPGSVE ++ VLT
Sbjct 153 RYAAVENTVTPGSVESVLTMTVLT 176

Fig. 20 Resultados de la comparacion de aminoécidos del epitope identificado en la secuencia E2_ 1 _ORF1 con
la base de datos del GenBank utilizando la herramienta BLASTp. Query: secuencia del epitope. Sbjct: secuencia
y posicion de los aminoacidos dentro de la proteina de referencia. Los signos “+” indican la sustitucion de
aminoacidos con otros de caracteristicas similares

- E2_1 ORF3

fimbrial protein YehD [Salmonella enterica]
Sequence ID: WP_000830681.1 Length: 177 Number of Matches: 1
» See 2 more title(s)

Range 1: 87 to 102 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
54.9 bits(122) 1le-07 16/16(100%) 16/16(100%) 0/16(0%)

Query 1 TANPRISFNRSQFVDN 16
TANPRISFNRSQFVDN
Sbjct 87 TANPRISFNRSQFVDN 102

fimbrial protein [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis str. SARB27]
Sequence ID: EHB42424.1 Length: 162 Number of Matches: 1
> See 2 more title(s)

Range 1: 72 to 87 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
54.9 bits(122) 1e-07 16/16(100%) 16/16(100%) 0/16(0%)

Query 1 TANPRISFNRSQFVDN 16
TANPRISFNRSQFVDN
Sbjet 72 TANPRISFNRSQFVDN 87

Fig. 21 Resultados de la comparacion de aminoacidos del epitope identificado en la secuencia E2 1 ORF3 con
la base de datos del GenBank utilizando la herramienta BLASTp. Query: secuencia del epitope. Sbjct: secuencia
y posicion de los aminoacidos dentro de la proteina de referencia.
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VIII. DISCUSION

En este trabajo se reporta la construcciéon de una biblioteca a partir del gen pegA de
Salmonella Enteritidis con el nimero de variantes suficientes para representar la totalidad del
gen con péptidos recombinantes de distintos tamafios. Clarke y Carbon (1976) reportaron la
generacion de una biblioteca con plasmidos conteniendo fragmentos al azar de distintos
tamafos que representaban la totalidad del genoma de E. coli. La expresion utilizada
representa entre 90 y 99% del genoma, siendo utilizada con éxito desde entonces y hasta la
actualidad por varios investigadores para representar genes y genomas en bibliotecas de fagos
(Basler et al., 1986, Carbonetti et al., 1999; Houot et al., 2012; Carboni et al., 2017;
Mathebula et al., 2017). Con esta biblioteca se llevéd a cabo un proceso de bioseleccion en el
cual se enfrentaron los péptidos recombinantes obtenidos en la biblioteca contra anticuerpos
policlonales de un suero generado a partir de la exposicion de aves a SE inactivada por calor.
Al término del proceso, se analizaron clonas al azar del segundo y tercer proceso de
bioseleccion para seleccionar aquellas que tuvieran valores de absorbancia significativos por
arriba del control negativo. Debido a que ciertas clonas de fago que expresan algin péptido
en particular pueden representar una exigencia metabolica para la célula, es probable que
estos estén representados en menor proporcion en la coleccion de fagos. Es por esto que se
decidi6 analizar clonas de la segunda bioseleccion, ya que estos péptidos pudieran haber sido
eliminados para la tercera y puedan ser interesantes al analizarlos posteriormente.

En un primer escrutinio, los fagos se compararon con FB22 el cual, es un fago no relacionado
que expresa el epitope ALQRLFETC derivado de la proteina Gag del HIV-1 (Pedroza-
Roldan et al., 2009) como control negativo. Para el segundo escrutinio se compararon con el
fago M13 silvestre con el fin de eliminar la posibilidad de una seleccion basada en la unién
a un epitope que pudiera haber estado enmascarado por la unién del péptido recombinante
en FB22 y no asi en la biblioteca de pegA. Cuando se analizaron los valores de absorbancia
fue evidente el aumento en la lectura obtenida en los dos controles, que se incrementd de
0.209 para FB22 a 0.302 para M13. Esto indica que existe una union de los anticuerpos en
FB22 a una estructura que no estd accesible cuando se expresa este péptido recombinante y
que probablemente no sea asi con la biblioteca de pegA, pues a pesar de aumentar las
particulas de fago expresando los péptidos recombinantes en la segunda ELISA no superaron

por mas de una desviacion estandar el valor del control negativo, mientras que cuando se



compararon con FB22 los valores se encontraban por arriba de dos desviaciones respecto al
control negativo.

Tras obtener los resultados de ELISA se seleccionaron 5 clonas y se obtuvieron las
secuencias de nucledtidos para ser analizadas en busca del marco de lectura que permitiera
la expresion del péptido recombinante en fusion a la region N-terminal de la proteina pVIII
del fago M13. Esto se llevo a cabo mediante un analisis in silico que permitiera determinar
si las secuencias se encontraban en el marco de lectura correcto y la secuencia de aminoacidos
resultante. La secuencia E2 1 ORF1 fue la unica que se encontraba en el marco correcto de
lectura y que en teoria permitiria la fusion a pVIII y su expresion.

Es ampliamente reconocido que los ribosomas, tanto de células eucariotas como de
procariotas, son capaces de seguir rutas alternativas durante la traduccion (frameshifting),
como son los cambios de marco y el salto de los codones de paro (Parker, 1989; Weiss, 1991;
Gurvich et al., 2003), por esto se llevo a cabo la deduccion de aminoacidos de los siguientes
dos marcos de lectura posibles para cada una de las secuencias obtenidas. El resto de las
secuencias analizadas, se encontraban fuera de marco e interrumpidas por uno o varios
codones de paro (UGA y UAA) que si son reconocidos por E. coli TG1 como tales. Aunado
a que la clonacion de los segmentos de ADN fue invertida. El encontrarse con esto es normal
ya que la clonacion de los insertos se puede dar en tres marcos de lectura distintos para cada
direccion y en dos direcciones, dando como resultado una posibilidad sobre 18 de tener un
segmento en direccion y en marco correctos. Es por esto ultimo que fue aplicada la ecuacion
para determinar el numero de clonas de Clarke y Carbon (1976). Aunque es probable que a
pesar de esto el fago expresara alguna proteina recombinante en su superficie pues las
lecturas de absorbancia obtenidas en estas clonas se encontraban significativamente por
arriba de la obtenida cuando el suero era enfrentado al fago M13 sin expresar ninguna
proteina fusionada a pVIIL.

Cuando se llevo a cabo la deduccion de las secuencias se hizo una comparacion con la
secuencia completa de aminoacidos que conforman la proteina PegA de SE (GenBank:
SEN2145B) utilizando la herramienta BLAST. De éstas, s6lo la secuencia E2 1 ORF1
codifico para una secuencia de 24 aminodcidos, de la cual 15 residuos continuos y 3 mas
separados por una sustitucion de 6 (cuadro 9) fueron localizables en el mapa de la proteina
PegA plegada (RYAAVENTVTPGSVEQLIHELVLT). Para llevar a cabo el mapeo y debido

a que no existen imagenes de cristalografia que muestren la estructura tridimensional de



PegA se hizo una prediccion in silico del plegamiento de la cadena de aminoacidos reportada.
Se utilizé el servidor de modelamiento de estructura de proteinas por homologia SWISS-
MODEL de ExPASy (Benkert, Biasini and Schwede, 2011; Waterhouse et al., 2018). De esta
secuencia de 24 aminodcidos, se determiné mediante el mapeo con PyMOL, que dos
secciones de 5 residuos cada una se encuentra expuestas hacia la superficie en caras opuestas,
lo que permite deducir que podrian ser accesibles para el reconocimiento de anticuerpos. La
primera seccion compuesta por los residuos AAVEN y la segunda, PGSVE que se encuentra
complementada por 6 residuos que no estan presentes en las secuencias de referencia
(SVLTMT) y 3 mas que si lo estan (VLT). De los residuos sustituidos, dos de ellos, leucina
e isoleucina, son sustituciones sindonimas pues estos guardan una estrecha similitud en cuanto
a tamafio, hidrofobicidad y carga con respecto a valina y leucina, respectivamente. El resto
de los aminoacidos que conforman esta secuencia no estaria expuesto, RY se encuentra en
una region hidrofobica al interior de la proteina y TVT se encuentra hacia la superficie de la
proteina que tiene contacto con otra subunidad PegA para formar el filamento que conforma
la fimbria. Por esto, se puede deducir que quedarian ocultos e imposibilitados para interactuar
con el anticuerpo. Los epitopes lineales que se han descrito hasta la fecha varian de entre 4 y
7 aminoacidos como tamafio minimo para la interaccion con el paratopo (Geysen, Rodda
and Mason, 1986; Van Regenmortel, 1989; Phalipon et al., 1992; Buus et al., 2012) y se ha
observado que los anticuerpos son tan especificos que frecuentemente no llevan a cabo la
unidn después de la sustitucion de un solo residuo conservado en el epitope (Rudikoff et al.,
1982; Xiang et al., 1993; Winkler et al., 2000; Lottspeich and Engels, 2018). Esto hecho
convierte a dichas secuencias en buenas candidatas para su deteccion por anticuerpos en el
momento de que la proteina estd plegada. La presencia de la sustitucion sinénima de dos
aminodcidos podria haber permitido que anticuerpos evocados con la proteina PegA fueran
capaces de reconocer esta secuencia de aminoacidos. Por otra parte, la misma secuencia de
nucleotidos, pero en el marco de lectura +3 (E2 1 (3)) se encuentra interrumpida por 2
codones de paro UGA. Este coddn se ha observado que es menos eficiente en el proceso de
terminacion de la traduccion mediante la insercion de un triptéfano en una fraccion
importante de proteinas sobreexpresadas (MacBeath and Kast, 1998; Cridge et al., 2006). Lo
interesante de esta secuencia es que probablemente que el péptido también se haya expresado
bajo las siguientes condiciones, es decir, que la bacteria realizara la lectura del ORF +3 y que

ignorara el codon de paro opalo dando como resultado la secuencia de 16 aminoacidos



(TANPRISFNRSQFVDN) que pudo ser mapeada en PegA. Esto también confirma que los
insertos clonados corresponden a concatémeros, lo cual se comprobd al hacer un
alineamiento de los nucledtidos con la secuencia de origen (informacién no mostrada). Al
hacerlo también se pudo observar que estos concatémeros fueron de maximo dos segmentos
de ADN de distintos tamafos.

Al mapear la secuencia TANPRISFNRSQFVDN se pudo observar que 7 de los residuos se
encuentran hacia la superficie de la proteina y que tienen una interaccion con la secuencia
AAVEN de 5 aminoacidos del péptido anterior. Debido a que esta segunda secuencia se
encuentra en la misma clona no se puede asegurar que el segundo péptido se haya expresado
y en caso de que asi sucediera, tampoco se puede saber cudl fue la proporcién en que se
expresaron cada uno, por lo que no se puede decir si alguno de ellos tiene mayor reactividad
ante el antisuero. Pero debido a que se encuentra en la misma cara de la proteina que el otro
epitope y a su interaccion con residuos de éste, seria interesante evaluar estas dos secuencias
por separado. Ademds, si bien la estrategia utilizada en este trabajo no se enfoca en la
busqueda de epitopes discontinuos, es probable que la interaccion de estas dos secuencias
pueda comportarse como un epitope conformacional.

La unién del anticuerpo con su antigeno depende principalmente de la accesibilidad del
epitope, asi como de la carga presente en cada uno de los aminodcidos, aunque esta ultima
caracteristica es la que define en mayor medida tanto el arreglo como la estructura de las
proteinas. Esto se da principalmente al plegarse hacia el interior todos aquellos aminoacidos
hidrofébicos y hacia la superficie todos aquellos que son hidrofilicos (Kauzmann, 1959; Dill,
1990) aunque se sabe que hay aminoacidos hidréfobos que se encuentran en la superficie de
las proteinas (Malleshappa Gowder et al., 2014).

A pesar de no conocer la contraparte que se une a los epitopes descritos en este trabajo, es
importante para futuros andlisis conocer la naturaleza de los aminoéacidos que los componen.
AAVEN tiene dos alaninas (A) y una valina (V) continuos que son aminoacidos hidrofébicos
seguidos de un acido glutdmico (E) y una asparagina (N) que son hidrofilicos. El epitope
PGSVE inician con dos aminoécidos hidrofobos que son prolina (P) y glicina (G), una serina
(S) hidrofilica, una V hidréfoba y termina con un E hidrofilico. Por otro lado, el epitope
NRSQFVD se compone de una N, una arginina (R), una S y una glutamina (Q) hidrofilicas,
posteriormente una fenilalanina (F) y una V hidrofobas, y, por tltimo, un acido aspartico (D)

hidrofilo. Existe la presencia de residuos tanto hidrofilicos como hidréfobos en todas las



secuencias, pero si bien se ha identificado que la presencia de aminoacidos hidrofilicos
facilitan el reconocimiento y la union estable del paratopo con su epitope (Peng et al., 2014),
también se sabe que especificamente para los epitopes reconocidos por las células del tipo
CD8+, la presencia de aminoécidos hidr6fobos son un sello distintivo por lo que la adicion
de este tipo de residuos a la prediccion de epitopes incrementa la eficiencia para la
identificacion de secuencias reconocidas por células T (Chowell ef al., 2015).

Debido a que el objetivo de este estudio fue la seleccion de epitopes para el desarrollo futuro
de inmundgenos y pruebas diagnosticas, se realizé una bisqueda de homologia con otras
proteinas de microorganismos similares. Los resultados arrojan un nivel de homologia del
75% con la proteina StcA de Salmonella subespecie enterica (serovariedades London y
Braenderup). El operdn stc se ha descrito en las serovariedades Typhimurium, Cholerasuis y
Typhi, presentando una homologia de entre el 60 y 70% con el operon peg (Nuccio and
Baumler, 2007). Por otro lado el operdn stc también se ha visto involucrado en la invasion y
persistencia a nivel intestinal en ratones (Humphries, Deridder and Bédumler, 2005; Weening
et al., 2005; Laniewski et al., 2017). La importancia de esto radica en que el operon peg y su
homologo se encuentran en serovariedades generalistas como SE y ST, en las adaptadas a
ciertos huéspedes como S. Cholerasuis, asi como en serovariedades restringidas a un solo
huésped como es el caso de S. Typhi (Singh, 2013). Esta situacion debe ser considerada en
un futuro para determinar las capacidades inmunogénicas en contra de estas serovariedades
y comprobar si estos epitopes ofrecen alguna ventaja.

Estos resultados en conjunto permiten tener una primera vision de la presencia de epitopes
en proteinas de importancia en la adhesion de Salmonella; asi como su localizacion, y
composicion de residuos. Adicionalmente, la respuesta obtenida en las pruebas de ELISA
que los hace interesantes para seguir siendo evaluados. Por otro lado, es importante seguir
con la busqueda de mas secuencias dentro de esta proteina y de otras como StdA o StbA, por
ejemplo, para tener opciones que puedan ser evaluadas posteriormente, por separado o en
conjunto, y seleccionar al mejor o los mejores candidatos, tanto para ser utilizado como
inmundgenos o para pruebas diagnosticas.

Si bien existe la prediccion in silico y la sintesis de péptidos, aun existen desventajas en la
prediccion debido al alto grado de polimorfismo en las moléculas MHC y la disparidad en la
cantidad de informacion en varios pasos encontrados tanto en la generacion como en la

presentacion a las células T en los organismos vivos (Desai and Kulkarni-Kale, 2014). Lo



mismo sucede para los epitopes de células B puesto que las diferencias entre los residuos en
los epitopes y el resto no son sustanciales (Sela-Culang, Kunik and Ofran, 2013). La técnica
de despliegue en fago ha demostrado su utilidad y poder pues la generacion de las dos
bibliotecas aqui reportadas ofrece una ventaja, basta con volver a hacer un escrutinio con
ellas para verificar si existen mas epitopes y en su caso sintetizarlos, teniendo mayor
seguridad sobre su reactividad para ser evaluados posteriormente.

Actualmente existen tres tipos de vacunas que han sido probadas en aves, las vivas atenuadas,
las inactivadas por calor y las vacunas de subunidades. Todas han logrado disminuir signos
y niveles de colonizacion pero no eliminan la bacteria completamente, lo que permite la
presencia de portadores asintomaticos que la excretan (Desin, Koster and Potter, 2013). El
enfoque de las vacunas anti-adhesion consiste en evitar que la bacteria tenga un contacto
adecuado con la célula huésped impidiendo su invasion (Ofek, Hasty and Sharon, 2003;
Technischen and Schmitt, 2010; Krachler and Orth, 2013). Por lo que, al encontrar epitopes
en proteinas encargadas de la adhesion podria permitir el desarrollo de un candidato
inmunogénico de subunidades que impida la adhesion y subsecuente invasion por parte de la
bacteria. Por eso, en este trabajo se realizé una primera busqueda de candidatos y mapeo de
epitopes de la proteina PegA que se ha demostrado tiene una importancia en la colonizacion
del ciego en aves de produccion (Clayton et al., 2008), en células en cultivo (Silva et al.,
2012) y en bazo e higado de ratones (Shah et al., 2012).



IX.PROSPECTIVA

- Larealizacion de un tamizaje mas meticuloso tanto del tercer y segundo eluidos como
de la biblioteca completa mediante la utilizacion de un anticuerpo de captura anti IgY
de ave.

- La sintesis de los péptidos recombinantes reconocidos como epitopes en este trabajo
para su evaluacion en un modelo in vivo para determinar su potencial inmunogénico.

- Una busqueda de epitopes en una biblioteca a partir del gen stdA generada en este
mismo trabajo, y en caso de identificarlos, probar la combinacion de éstos con los
detectados en la biblioteca de pegA.

- La generacion de bibliotecas de otras adhesinas fimbriales que estén implicadas en la
invasion exitosa por parte de Sal/monella.

- Determinar la utilidad de estos péptidos como antigenos para la deteccion especifica

de serovariedades de Salmonella por técnica de ELISA.

X. CONCLUSIONES

- Es viable la construccion de una biblioteca a partir del gen pegA mediante la
generacion de segmentos aleatorios de 30 a 100 pares de bases cada uno y su
clonacion en el vector pGS8SAET, asi como el despliegue de los péptidos
recombinantes en la capside del fago.

- Las secuencias de aminoacidos RYAAVENTVTPGSVE y TANPRISFNRSQFVDN
fueron mapeadas en la representacion de la prediccion tridimensional de la proteina

PegA plegada para la determinacion de su localizacion y accesibilidad.
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XII.

ANEXOS

12.1. Protocolos

12.1.1. Componentes para la reaccion de PCR en 25 pL:
Reactivo Concent. inicial | Volumen | Concent. final
Buffer Tag Pol. 10X 2.5 uL 1X
MgCl, 25mM 4.5 uL 4.5mM
dNTP’s 10 mM c/u 1 ulL 0.4 mM
PYSAET F’ 10 uM 1 uL 0.4 uM
FO8 R’ 10 uM 1 uL 0.4 uM
Tagq Pol. 5 U/uL 0.2 uL 1 U/ul
DNA (sobrenadante) | -- 5uL --

Agua Mili Q -- 9.8 uL --

12.1.2. Elaboracion de inoculo para la obtencion del antisuero

a) La bacteria se siembra en placas de agar LB por estria cerrada y se incuban a 37 °C
durante toda la noche.

b) Al siguiente dia se cosechan con un asa bacterioldgica y se suspenden en solucién
salina fisiologica. Asegurarse de que las bacterias queden totalmente suspendidas sin
la formacion de grumos.

c) El frasco se coloca en bafio Maria a 80 °C durante 1 h para inactivar. Mover por
agitacion el frasco varias veces durante el proceso sin que se pierda el contacto con
el agua.

d) Una vez inactivado verificar que no haya crecimiento bacteriano. Homogenizar la
suspension y tomar 100 pL para sembrar en una placa de agar LB por estria continua
e incubar toda la noche a 37 °C (Si es necesario volver a someter la suspension a 80
°C en bafio Maria y verificar nuevamente que no haya crecimiento).

e) Ajustar la dilucion del antigeno a inocular mediante el método visual de MacFarland
a la concentracion de bacterias necesario.

f) La suspension bacteriana se puede mantener en refrigeracion hasta su uso por no mas

de 1 mes.



12.1.3. Prueba de aglutinacion con el antigeno K polivalente

La prueba puede realizarse obteniendo una muestra de sangre completa o suero.

La prueba debe realizarse a temperatura ambiente y tanto el antigeno como la muestra
problema deben atemperarse durante 10 minutos.

Antes de iniciar mezclar el antigeno mediante movimientos circulares y de inversion.
Se depositan 0.05 mL de antigeno sobre una placa de vidrio y posteriormente sobre
esta gota 0.02 mL de muestra.

Inmediatamente se mezclan con ayuda de un palillo limpio y estéril en un area de no
mas de 2.5 cm de didmetro.

Una vez mezclado se agita la placa con movimientos rotatorios y llevar a cabo la
lectura en maximo dos minutos. La reaccion positiva se da con la formacion de

pequetios grumos de color morado.

NOTA:

Es importante realizar la prueba junto con un control positivo y uno negativo.

La lectura se facilita si hay una fuente de luz por debajo de la placa.

12.1.4. Precipitacion de inmunoglobulinas con sulfato de amonio

Centrifugar el suero hiperinmune a 10 000 gravedades durante 20 min en
refrigeracion.

Recuperar el sobrenadante y eliminar la pastilla.

Agregar solucion de sulfato de amonio saturado hasta alcanzar la concentracion
deseada (35%).

Incubar durante toda la noche a 4 °C.

Centrifugar a 8 000 gravedades durante 20 min a temperatura de refrigeracion.

La pastilla formada se suspende en un volumen igual al del suero inicial de PBS 1X.
Agregar nuevamente sulfato de amonio saturado hasta la concentraciéon deseada
(35%).

Centrifugar inmediatamente a 8 000 g durante 20 min a 4 °C.

Suspender la pastilla resultante en un volumen igual al inicial y agregar sulfato de
amonio por tercera ocasion.

Centrifugar bajo las mismas condiciones.



k)
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La pastilla resultante se suspende en el mismo volumen de PBS 1X que los pasos
anteriores.

La solucion contenedora de las inmunoglobulinas se coloca en una membrana con
poro de 35 kDa con los extremos atados y perfectamente asegurados para evitar que

haya fuga del liquido.

m) La membrana se sumerge en solucion PBS 1X previamente refrigerada y en agitacion.

n)

Se mantiene en refrigeracion durante toda la noche haciendo cuatro cambios de

solucion PBS.

Al dia siguiente se recupera el contenido de la membrana y se guarda en congelacion a -70

°C hasta su utilizacion.

12.1.5. Purificacion de proteinas de membrana externa de Salmonella Enteritidis

(Dr. Ricardo Oropeza Navarro, Lab. E. Calva. Instituto de Biotecnologia - UNAM)
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Inocular la cepa en 5 mL de caldo LB e incubar toda la noche a 37 °C a 220 rpm.
Concentrar el cultivo en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL.

Suspender en 1 mL de Na2HPO4 10 mM pH 7.2; si se requiere se guardan 100 uL y
el resto se procesa.

Centrifugar 2 min a 12000 rpm a temperatura ambiente.

Tirar el sobrenadante, suspender en 500 uL de Na;HPO4 10 mM pH 7.2, por medio
de pipeteo, tratando de no hacer espuma.

Sonicar (por pulsos) hasta que la muestra clarifique.

Centrifugar 2 min a 12000 rpm a temperatura ambiente.

Pasar el sobrenadante a un tubo para microcentrifuga limpio, centrifugar 30 min a 4
°C y tirar el sobrenandante.

Suspender la pastilla del lisado celular en 500 uL de Na2HPO4 10 mM pH7.2/Triton
X-100 al 2%.

Incubar a 37 °C por 30 minutos.

Centrifugar 30 min a 4 °C y tirar el sobrenadante.

Suspender 500 uL de Na,HPO4 10 mM pH 7.2.

m) Centrifugar 30 min a 4 °C y tirar el sobrenandante.

n)

Suspender en 50 uL de PBS pH 7.4.



d)

e)

Analizar el perfil de proteinas de membrana externa mediante electroforesis en gel

PAGE-SDS.

12.1.6. Sensibilizacion y bloqueo de placa de ELISA

Se hace una dilucion en el buffer adecuado* del antigeno o anticuerpo que se desea
adsorber.

Se agregan 100 uL de la dilucion anterior en cada pozo, se cubre la placa de la luz 'y
se mantiene en refrigeracion a 4 °C durante toda la noche.

Posteriormente se realizan de 3 a 5 lavados con 300 pL. de PBS1X-Tween 20 al 0.2%.
Si los lavados se hacen manualmente, entre cada uno evitar que el liquido se
intercambie entre los pozos y secar golpeando la placa contra una toalla de papel
(especialmente en el ultimo lavado).

El bloqueo se lleva a cabo depositando 200 pL de PBS1X con leche descremada
Svelty® al 2%. Incubar durante 1 h a 37 °C.

Seguidamente se hacen de 3 a 5 lavados con 300 pLL. de PBS1X-Tween 20 al 0.2%.

NOTA: La adicién de antigenos (fagos), anticuerpos primarios y secundarios se hace en el

buffer adecuado, con la concentracion deseada. Los lavados se hacen de la misma manera.

*En este trabajo se utilizo buffer de carbonatos (NaHCO3) pH 9 para anticuerpos y PBS pH

7.5 para fagos.

12.1.7. Concentracion de ADN (eliminacion de oligos)

Se agregan 300 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezcla con
vortex.

Se centrifuga a 13 200 rpm durante 3 min en refrigeracion.

El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio y el ADN se precipita durante 1 h a -
20 °C con 0.1 volumenes de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de etanol
absoluto

El ADN se recupera centrifugando a 13 200 rpm durante 10 min a 4°C.

La pastilla se limpia de sales con 1 mL de etanol al 70% y centrifugando a 13 200
rpm, 10 min a 4°C.

Se suspende en buffer TE o agua mili Q® estéril.
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h)

b)

12.1.8. Transformacion de células E. coli por electroporacion

Se descongela una alicuota de células electrocompetentes en hielo.

Se toman 45 pL de células y se depositan en la celda para electroporacion
previamente enfriada (por cada transformacion a realizar).

Anadir el ADN a transformar y evitar a toda costa la formacion de burbujas (las
burbujas pueden provocar que el pulso reviente las células).

Colocar la celda en el electroporador previamente programado, dar el pulso y
posteriormente recuperar las células en 1 mL de medio SOC en un microtubo para
centrifuga de 1.5 mL.

Incubar a 37 °C durante 1 h en agitacion suave a 100 rpm.

Tomar 200 pL de cultivo y sembrar en LB con antibidtico utilizando un asa de vidrio
(o perlas de vidrio) distribuyendo el liquido por toda la superficie.

Una vez que el liquido se seca completamente se colocan en incubadora a 37 °C
durante toda la noche.

Las colonias resultantes son analizadas en busca de la construccion.

12.1.9. Clonacion, rescate y precipitacion de la biblioteca de fagos (en matraz):
La transformacion se recupera en 1 mL de medio SOC por cada transformacion
realizada y se incuba durante 40 min a 37 °C.

De estos se toman 3 y 30 uLL que se siembran con 200 uLL de medio liquido 2XYT en
una placa con 50 pg/mL de carbenicilina cada uno. Se incuban durante toda la noche
a 37 °C y con el niimero de colonias resultantes se calcula la variabilidad de la
biblioteca.

El medio con células restante se adiciona con 3 mL mas de medio 2XYT fresco y se
incuba durante 2 o mas horas a 37 °C con agitacion para llegar a 1 OD a una longitud
de onda de 600 nm.

Se adiciona el cultivo con 50 pug/mL de carbenicilina y se incuba durante 1 h mas en
agitacion y a 37 °C.

Posteriormente se toman 3 mL y se centrifugan a 3 000 rpm durante 10 min para
recuperar la bacteria y suspender en 3 mL de medio 2XYT con 30% de glicerol y se

conservan a -70 °C*. Del volumen restante se toman 30 uL y se inoculan 3 mL de
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medio 2XYT adicionados con 50 pg/mL de carbenicilina que se dejan toda la noche
a 37 °C y con agitacion para realizar extraccion de plasmido™**.

El rescate se inicia agregando 10 uL de Fago Helper M13 de Invitrogen® a 1 mL del
volumen restante (MOI de 1:10).

Se incuba durante 30 min a 37 °C sin agitacion y 30 min mas con agitacion.

El volumen total se utiliza para inocular 100 mL de medio 2XYT con 50 pg/mL de
carbenicilina y 50 pg/mL de kanamicina; se mantiene durante 18 h a 37 °C con
agitacion (250 rpm).

Se eliminan las bacterias colocando el cultivo en botellas para 50 mL y se centrifugan
a 8 000 rpm en temperatura de refrigeracion durante 20 min. El medio se recupera en
botellas nuevas y la pastilla se descarta.

Del volumen recuperado se agrega 1/6 de solucion PEG8000 20% - NaCl 2.5M.

Se mezcla completamente y se incuba durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente se centrifuga a 8 000 rpm en temperatura de refrigeracion durante 20

min y se descarta el sobrenadante.

m) Las pastillas se suspenden en 1 mL de TBS cada uno y se centrifugan a 3 000 rpm

n)

0)

p)
Notas:

durante 5 min para verificar que no haya presencia de bacterias.

- De haber bacterias se recupera el liquido y se pasa a un tubo nuevo cuidando no
llevarse la pastilla de bacterias.

Se precipita nuevamente pero ahora con 1/5 del volumen de soluciéon PEG8000 20%

- NaCl 2.5M. Se incuba durante 1 h en hielo.

Se centrifuga a 10 000 rpm durante 20 min a temperatura de refrigeracion y la pastilla

se suspende en TBS (el volumen dependeré del tamafo de la pastilla).

Se conservan a 4 °C hasta su utilizacion.

*Asi se conserva la biblioteca en formato de bacteria.

**De esta manera la biblioteca se guarda en formato de ADN.

a)

12.1.10. Titulacion de fagos
A partir de un cultivo de E. coli TG1 en agar LB, inocular una asada en medio liquido
2XYT e incubar a 37 °C a 250 rpm hasta alcanzar una OD de 0.7.



b) Realizar diluciones seriadas de la suspension de fagos a titular. Se realizaran tantas
diluciones como sean necesarias en funcion de los titulos esperados.
c¢) Las diluciones se realizan utilizando medio 2XYT estéril en microtubos con

capacidad para 1.5 mL.

Ejemplo:
Dilucion Factor de
dilucion
I 1:1000
11 1:1000
111 1:100
v 1:10

d) Infectar individualmente un tubo con cultivo de E. coli TG silvestre, con 100 uL de
la dilucion en turno. Repetir este proceso con cada una de las diluciones necesarias,
incluyendo al menos las dos tltimas.

e) Incluir un tubo con células sin infectar como control.

f) Incubar a 37°C sin agitacion durante 40 min.

g) Tomar 10 uL de cada suspension de células infectadas, asi como el control de células
sin infectar. Colocar los 10 pL, dejando caer como gota en medio s6lido LB

previamente suplementado con 50 pg/mL de carbenicilina.

h) Adicionalmente, tomar otros 10 puL del control de células sin infectar y colocarlos en
medio LB sin antibidtico.

i) Incubar a 37 °C al menos por 12 h.

j) Contar el numero de colonias obtenidas para cada suspension de células infectadas y
calcular el titulo correspondiente, considerando los factores de dilucion
correspondientes.

Nota: el volumen de fago para infectar, el de las células y el de siembra puede variar
dependiendo del titulo esperado. El objetivo es calcular un nimero cuantificable de colonias

infectadas por los fagos y que por lo tanto podran crecer en agar con presencia de antibiotico.



12.1.11. PCR de colonia

a) Con un palillo de madera estéril se toca la colonia seleccionada en la placa de medio
solido y se enjuaga en 20 pL. de agua mili Q estéril contenidos en un microtubo de
0.6 mL.

b) El tubo(s) se coloca en un termo bloque a 85 °C durante 10 min.

c) Se centrifuga a 3 000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las bacterias y detritos
celulares.

d) Setoman 5 pL del sobrenadante y se colocan en la mezcla preparada para la reaccion
de PCR.

e) Reactivos para la PCR:

Reactivo Concent. inicial | Volumen | Concent. final
Buffer Tag Pol. 10X 2.5uL 1X

MgCl, 25mM 4.5 uL 4.5mM
dNTP’s 10 mM c/u 1 ulL 0.4 mM
PYSAET F’ 10 uM 1 uL 0.4 uM

FO8 R’ 10 uM 1 uL 0.4 uM

Tagq Pol. 5 U/uL 0.2 uL 1 U/ul

DNA (sobrenadante) | -- SuL --

Agua Mili Q -- 9.8 uL --

f) Condiciones para la PCR:

95 °C 95 °C 30 ciclos
i 30
5 min seg % 72 °C
30 seg 5 min
55°C
30 seg
Desnaturalizacion Alineamiento Extension
12.1.12. Clonacion, rescate y precipitacion de la biblioteca de fagos (en placa

de 96 pozos)
a) Este protocolo puede partir de un cultivo liquido o de colonias individuales de E. coli,

portadoras de la biblioteca de interés.
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g)
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En una placa estéril de polipropileno con 96 pozos y de una capacidad de al menos
700 pL, agregar a cada pozo 300 pL. de medio 2xYT estéril y suplementado con 50
pg/mL de carbenicilina.

A continuacion, sembrar una colonia individual en cada pozo de la placa o si se parte
de un cultivo liquido, agregar 50 uL. del mismo.

Incubar a 37 °C en agitacion a 250 rpm hasta obtener una OD de 0.7.

Adicionar fago ayudador (M13K07) a una MOI de 10, diluyendo el volumen de la
suspension de fago ayudador, en 100 pL. de medio 2xYT estéril, suplementado con
50 pg/mL de carbenicilina.

Tras adicionar el fago ayudador, incubar el cultivo a 37 °C por 30 min sin agitacion.
Enseguida continuar la incubaciéon a 37 °C durante otros 30 min, pero ahora en
agitacion a 250 rpm.

A cada pozo agregar 100 uL de medio 2xYT estéril, suplementado con 50 pg/mL de
carbenicilina y con 50 pg/mL de kanamicina.

Colocar en incubacién a 30 °C y en agitacion a 250 rpm durante un periodo de 16 a
20 h.

Centrifugar a 3 000 rpm y a 4 °C durante 30 min.

Recuperar el sobrenadante en otra placa de 96 pozos estéril, cuidando no tomar restos
de la pastilla formada en el fondo.

Agregar solucion PEG8000 20%/NaCl 2.5M estéril en un volumen equivalente a 1/6

del volumen total de sobrenadante recuperado en cada pozo.

m) Mezclar por inversion

n)
0)
p)

t)

Incubar a 4°C por un minimo de 12 h.

Centrifugar a 3 000 rpm y a 4 °C durante 30 min.

Desechar el sobrenadante.

Suspender el boton con 100 pL. de TBS estéril y frio.

Centrifugar a 3 000 rpm y a 4 °C durante 5 min.

Si se observa la formacion de un botdén en el fondo de los pozos, transferir el
sobrenadante a otra placa de 96 pozos estéril.

Almacenar a 4 °C.

12.2. Soluciones:



Solucion Salina Fisiologica
0.9% de NaCl en agua libre de pirdgenos

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min y con 20 lbs de presion

Solucion saturada de Sulfato de Amonio
Debido a que la saturacion del sulfato de amonio depende de la temperatura se recomienda

seguir la informacion del cuadro:

(NH4)2S04 | (NH4)2S04 Molaridad | Volumen
(g) para (8) Moles de de aparente
Temperatura saturar afiadidos | (NH4)2SO4 | Porcentaje | solucién | especifico
1000g de porlitro | en1000g | por peso saturada enla VG/1000
(¢Q) H20 de de H20 de solucion
solucién (NH4)2S04 | saturada
saturada
0 706.86 | 51472 | 535 | 4142 | 3.90 | 0.5262 | 0.271
10 730.53 | 525.05 5.53 42.22 3.97 0.5357 | 0.281
20 755.82 | 536.34 5.73 43.09 4.06 0.5414 | 0.290
25 766.80 | 541.24 5.82 43.47 4.10 0.5435 | 0.294
30 777.55 | 545.88 591 43.85 4.13 0.5458 | 0.298

Adaptado de Dawson et al. (1986) y Taylor (1953)
Solucion Buffer de Fosfatos 10X (PBS 10X)

Para preparar 1 L

80 g de NaCl

2 g de KC1

14.4 g NaaHPOq4

2.4 g de KH2PO4

Disolver en 800 mL de agua destilada y ajustar el pH a 7.4

Aforar a 1000 mL y esterilizar en autoclave (121 °C durante 15 min y con 20 lbs de presion)

Amortiguador Tris-Glicina pH 8
1.4 g de Tris Base
2.26 g de Glicina

Disolver en agua destilada y ajustar el pH a 8



Amortiguador SB

2 g de Hidroxido de Sodio

9.28 g de Acido Boérico

Disolver en 800 mL de agua destilada y aforara 1 L

Solucion salina tamponada con Tris (TBS)
50 mM Tris-Cl pH 7.6
150 mM NacCl

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min y con 20 lbs de presion

Buffer para elucion de ADN en acrilamida
0.5M Acetato de Amonio

10mM de Acetato de Magnesio tetrahidratado
ImM de EDTA pH 8.0

0.1% de SDS (p/v)

Medio 2xYT

Caldo:

16 g de Bacto Triptona

10 g de extracto de levadura

5 g de NaCl

Disolver en 900 mL de agua, aforar a 1 L y esterilizar en autoclave (121 °C durante 15 min
y con 20 Ibs de presion)

Agar:

Agregar 12 g de agar bacteriologico y aforar a 1 L y esterilizar en autoclave
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