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9,12, vaid.en el desencadenamient

evainada

'mé#te:ng_de‘( bacteria .yise

7éci1§ékémpleanﬁo:un mbde!

inmunizacion de rato

'Lndﬁjofiﬁﬁqyé061on /hasta'ﬂdélyﬂ

typh1i9y 1R, Vita.

-Con el  proposito de pur;{zéaf yé;daijuna; Ae—las parinas,
‘haﬁxenda uso de tecnologia de DNA - recombinante, se probédxb a
detectar el gen que codifica para la porina OmpC. Para localizarlo
en el genoma se realizaron ensayos tipo Southern utiilizande como
sonda el gen ompC de E. coll, La sonda reconocio un iragmento
de aproximadamente 3 Eb en el DHA restringide con Bgl II, el cual
fue utilizado para copstruir un banco de DHA en los vectores
plasmidicos pUR 290, pUR 2%t y ©pUR 2%a. Para . aislar plasmidos
recombanantes gque pudieran contener el gen ompC se hizo uso de
sondas de DNA total de & typht y el gen ompC de £ call,
Finalmente, @@ DHA de lo= ‘"candidatos"” ze resiringis y con un
oligonuclestide sxntetxcorde ompt . de 8. typhi <se Vio;alxzo un
fragmento de’éﬁfﬁxxmadamente 2 ¥b, gque 3e piensa corresponds a un

gen {ov papte dé &1) que codifica para una porina de 3. typht.



considerable’

cada

por

s.en .vias de desa-

3icasos por “ cada 10U, 000

hab;tantes al.aao

i . Los pa-ses que reportan casos de txfoxdea severosz comparten
i ) varias. carakterustxcas. sus poblacxonas Yy urbanxzacxdn incrementan
“rapidamente, procesamiento -‘inadecuado ‘de .loz desechos humanos,

‘deficiente abastecimiento de agua potable y un gran contacto entre

los  "humanos, alimentos y agua contaminada. Es probable que estos
factores permitan que un numero considerable de perscnas se pongan

en centacte con grandes inoculos de S typhi, 1o que da como

resultado un incrementc.de.casos con‘fiebre tifoidea.

La infeccisn tifoidica se transmite por el ‘agua, que se  con-’

tamina por - la eliminagion {e;al de 8. ryphti procedente de“un

enfermo o de un portador. No hay reservoriocs anxmaieé Lé7:capacxj
dad -del bacilo. tifico para permanecer vxable en el suelo.‘en los 
dep031105 de aeua‘ en las carrxenpes ﬁelaguas contamxnadaa ; eﬁ

las aguas negras, peodite qué e1% agua.de Bebida, 13 uLxlxzada'para



‘yflos cronxcos constituyen una
,especxalmente E-3% son mane jadores de
fecal de S typhi puede llegar a ser

ac er;as/g de heces.'Esto. aunado a la facilidad

las manos despues de la defecacxon. hacen que .un

portador pueda prcrducu‘ epldemxas de centenares de casos  (41).

'b.typh; 1causa un espectro de padecimientos. .clinicos que
1ncluyen ?{ébresr;éngerxcas; ' gastroenteritisaguda, ataque al
estado, general. ‘Jegiones  ulcerativas’ del: intestino y balance

nxtrngenaﬂa négat;va'que'éiectan_ﬁerxamehle al estado  nutricional

del. 1nd1vzduo afectado (41
. La Anfeccxon es adqu rid or, ingestisn oral del microorga-

nismo. El bacilo presente en los allmentos vence la barrera que

supone el Jugo gastrlco dehxdo a que parte de la acidez es neu-

tralxzada por: lns alxmentos b4 la acci6n protectora de las secre-

spues de atravesar el estomago, los corganismos

clones'd1sm1nuye.;

-se replican’en.el st;no.delgado ¥ son capaces de penetrar la

mucosa  intestinal’ seminarse via  las . placas de Peyer a la

lamina proﬁx; yfhodulo’ J}h}ht}cosgregxonales. La bacteremia dis-

tribuye al. el organismo y filnalmente ocurre la

colonxzaquﬁ d istema reticulo endotelial bre-
sentes ‘én a o yipulmones. . En el terminc ‘de 24 horas

SAtyphJ_ée'eﬁ focaliy ada-intraceiularmente y' es relati-;



‘debido” aque™s. typni sole 1nfecta humanos

‘uso’'de. ratones: infectados’ con’ &t yphimurium. coma un modelo

?nxmal_de fiebre tifoidea. 3

. Lgs.;nve#tigaciones ﬁe la ultima‘década se nah>dir}gxﬁo pri-
mordialmente a dilucidar Josrfactorés présenteé en el cromosoma o
en plasmidos, que permiten la penetracién intracelular de Salmo-
fnella y la sobrevivencia y crECLmientorde esta dentro del fago-
lisosoma del macrofago. .

En varias especies de Salmonetla .ze ha demostrado que
exizte un plasmido necezario para causar la 1n£eec;cn mas alls de
las placas de Peyer del itntestino, en  los ' nédulos linfaticos
mesentericos y en el bazo 25). Hasta la fecha este t:poide
plasmides no se han estudiado en S.typr

Algunos genes de virulencia y -regiones homblogas han . Sldo

lecalizados en diferentes plasmidos Yy se ha identificado una

regi1dn comin de vxrulencxa:enwyarias,,éepas. Gulig 'y eers 2Ty
Clonaron el plasmide en S.typhimurlﬁm curada de piasmxdos e‘

i1dentificaron una region de |4 Kb productora de una proteinavdé é&
kDa que aumenta la virulencia de la bacteria en ra;oﬁes; en
terminos de lnfeéclon esp19n1éa. dgspues de la inoculacieén.. 6ra¥;.“
(z6i. ‘ R s R

Kawahare y coal t4it) . mostraran gue . en S.cholehaésuxs la:’




de

causar bacteremxa en ratones. e xdentxfxcaro

Jones y col (37) han propuest

cxa ,estan 1nvolucrados en la adh
de mamiferos,. y-que estos plasmxdo
soma - bacteriano;: ~lo que ev1ta la expreésion fen - Fipu-n

lencia. Cuando los plasmxdos se]esc;nden del:: .cromesoma,’

senta de. nuevo :la virulencia-bacteriana

Les mecanismos  .de .-esta  infeccion--invasaiva imediadaiiporal it

plasmidos agn no han sido identificados, perc suponen una interac-

cion compleja en la relacion hospedero-patoégeno, Probablemente el
analis:s combinado de patogenesis y genética ascciada a pla;mxdoi

de virulencia identificara nuevos sistemas de virulencia de bal-

monella (25%5),
Por otro lado, Jones y col (38) en experamentos de invasivisi .
dad de S typhimurium a células Hela encontraron que' usandé,

mutantes sin motilidad no se establecia el contacto Entre los . i.dos

tipos de celulas; sin embargo, cuando las celulas’ HeLa se centrl-

fugaron con las cepas mutantes, se pPOduJO 1a anasxbn:‘fCuando_> .

estos experimentos se hicieron con S typhi y celulas’ de Plnbn -

de perro MDCK no se obtuvo el mismo resultado , lo que suexr1>

esta especie bacteriana requiere de: motilidad xnpylnsecalparé’

i
]
;

invadir celulas epiteliales, y gque esta no . puede .seﬁj,suglithidak

por fuerzas mecanicas (46).

@alan y Curtiss II1, usande un siatema in vitro, aislatun,f
un locus genético, inv, que ~onfiere a una cepa - NoO° 1nvasiva de-

& typhimurtum la  rapacidad de penetrar celulas de cultiva de



,sobrev;vencxa de balmonel]a en macrofagos es

d.\al en la patogenxa del. mxcroureanxsmo"

mutantes por inserclon de transposon de S typhxmurxum que no:

sobrevivieron intracelularmente en —macrofagos cult.\.vados i

reducida virulenc;a en ratones (16):
Al respecto, en estudios simultaneos, los gnﬁpps de ﬁ?kalénogy
y Heffron demostrarcn que & typhimurium cén muf.ac.l,b‘n'éis”» e .1
locus regulador phoP (responzable de la sinteéit de'una>fb£¥agasa
acida periplasmica) son avirulentas cuando se J.nyectan en rato;e:
Balb/c, son 1ncapaces de sobrevivir en macrofagns y Extremadampnter

sensibles a peptidos con actxv;dad ant;mxcrobxana, tales comq las’

defensinas derivadas del huesped. El locurs xph'oP es'tva”r.;o'mpu:e‘sto de-
doa genes presentes en un operon: phoP y phpQ. Y l_as sgcuehczas de
aminoadcidos de los productos genxcusﬁr{.{e’ne; 7311:; lr'l;mrolﬁsjgi'aﬂcon'
otros miembroz de reguladores transcripcionales bacteriancs de dos
componentes que responden a estimulos ambientales, tales como PhoB
Yy OmpR; por lo que se ha propuesto que existe en Salmonella un

s1stema regulador de 2 componentes phoP/phoQ@ gue regula la expre-
316N cde genes tuvolucradosz en virulencaia, que codifican para

Froteines de superficie que participan en la resistencia del
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- vestre:

‘en LS

Estructuralmente el: LPS es

puesto ‘de 3 regione una region

distal, hidrofilica polisacaridica-o antigeno

expuesta al ﬁéﬁio ambiente bacteriého.rf ié’reg*o €0 S
que'conecta las “dos anteriores. :Hay évideéc;a u
mutantes galE, que carecen de Ag O pero lo 51ntetiz;n parcx#lmente
en medio que contiene galactosa, despiertan una respuesta inmune
egpecifica  y ademds son avirulentas (80). Sin embargo, otres ha-
llazgos sugieren gque el antigeno O no es esencial para la virulen-
cia Y que la respuesta 1nmune que provoca no es protectora a la
infeccién con la bacteria. Algunas mutantes galf de S. cholerae-
Suis permanecen tan varulentas como sus padres tipo silvestre
(58), Yy se ha demostrado reclentemente que una mutante galE de
S, typht fue capaz de causar tifoidea en humanes voluntarios
{32).

En 1990, Nnalue y col (57) probaron la virulencia de 3 cepas
de & choleraesuis .deficientes de Ag O inoculadas por varlas
rutas en ratones Balb/e¢. Todas ellas fuercn tan virulientas como
sus ancestros con Ag O cuando se inocularon por vias intraperito-
neal e intravenosa, pero fueron avirulentas por la ruta oral. Esto
ha llevadoe a pensar que probablemente el principal papel del LPQ

m la virulenvia es tacilitar la scbrevivencia en el tracto @ gas-



!
i
{
;
|
i
i
i
|
!
%

“icapaces.d

afectando

trointestinal,.

“Recrentemer

‘externa:(FME)

nducen  “1a’ activacioen del

y ‘por “la“via alterna (22); son

_,leucocxtds: polimorfonucleares de humanos

ia’;ﬁtegéxaﬁd de Sus'membranas ¥ su actividad funcicnal
(77),° ¥ parecen’tener relacisn con la adherencia e invasion de las
:bacterias’a celulas epiteliales
: En 1995. Galdieroc mostré gque porinas de & typhimurium
inyectadas en el cojinete plantar de las ratas 1inducen un edema
cuyo tamano  esta en relacaion con la desis inocuilada (2¢). La
inflamacion producida por estas proteinas fue sensible a la accien
de drogas antiinflamatorias como la dexametasona, En el mismo
trabajo se demustrs que las porinas, a concentraciones entre { 'y
10 pgrsml, son capaces de inducir la liberacioen de histamina en
celulas epiteliales.

V;Por‘p}ro lado, Calderon y col (5) examinaron las propiedades
liticas de dos porinas de &. typh: y probaron que suspensiones

acuosas de agregados de porinas inducen lisis de eritrocitos huma-

nos,. . .efecto que es inhibide con suerc anti-porinas, y Son capaces

de producir rfanales de permeabilidad iénica sobre membranas arti-

i;clalés {44, lo cual :a sugerido un probable papel de las PME

como determinantes de patcogenicidad,




a ’S‘;lpEP;LCLE
" Gonsiderads
péséﬁeéia Tamys -
A.mbdglcs“‘anxmsn':
aemophi;ﬁ$ ,Jn!)uénzaa

‘gram-negativas

; Por lb‘dﬁe ?é;ﬁédla_al ﬁacx{q tlfxco; sé ha demostrado en n:n
'modelg'muflno que las éHé“&elsftypﬁx ;hducenrproteccxon contra

el:;reto Ade hasta 1000:dos1s iétales medias’ (DLgp) de la bacter:ia
vxrﬁlénta. Ademas, suero de conejo anti1-PHME fué capaz de trans-
ferir  pasivamente al raten un.  estado protecter al reto coﬁ
X, typhys, efecto que desaparecid cuando el suero fue absorbido

con  PME (2%). En experimentoz de inmunoelecirotransferencia se
demestré que este suero reacciona principalmente con las porinas.

Por otro lado, los pacientes con fiebre tifcidea generan anticuer-

pos de «clase 1lgd. que reconocen prancipalmente porinas de
S, typha, determinado &3te por 1nmunoelectrotransferencia
(6,61).

Estos resultados sugieren que también en la infeccioén . por
S, typha, las porinas son blancoe aimportante de la respuesta
inmune e tndican que la inmunidad humoral dirigida contra porinas
juega un papel esencial en la ainmunidad contra S typh:
aunque, de hecho, algunos otros mecanlismos participan

Las porinas son proteinas de membrana extérna bacter:anas
que s¢n  expresadas  como homotrimeros unidoegs no covaleéntemente,

capaces de tarmar poros que estan invelucrades en permeabilidad
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estudios ‘de

E. colz;

“Algunos ‘ﬁxéﬁpfo§~ dé 1? familia de por:ﬁés’(Lamﬂ):iﬁncioﬁ
como receptofeé para fagos {72). Estudios biloquimicos y‘ moieE9-f
lares. indican qﬁe hay una extensa homoclogia entre las par:ﬁaé de‘(
bacterias gram-negativas, aungue se han encentirado algunasréeéh;ﬁ%  '
cias de aminoacidos especificas de especle {(17,53). :

El analisis por espectrometria en la region de Lﬁfr;rr0567{'H
por dicroiamo circular de las unidades monoméricas de  por:inas de
E. coli, muestra que ellas tienen una estructura secundar1a_
en forma de hoj)a B-plegada antiparalela, sin que se observen seg-
mentos en a-helice 69, por lo que se ha propuesto que deben
¢ruzar varias veces la membrana externa para poder anciarse en
ella. De acuerde a este modelo, las secuencias de amincacaidos
expuestas al medio externo deberan ser loa receptores para fagos y
colicinas (59, Yy probablemente también de las regiones menos
conservadas entre las porinas de diferentes especies bacterianas

Las porinas de la membrana externa de £ ¢oll han sido las
mss caracterizadas:; se han c¢lonado y secuenciade 103 genes de las
3 porinas principales: OmpC, OmpF y PhoE. OmpF y OmpC soen regula-
das por la osmolaridad y temperatura del medio de cultive, OmpC
preferencialmente es expresada a alta osmolaridad - {(NaCl {00-300
mM), mientras que en estas cendicicnes los niveles de OmpF s2on muy

kPajozs. PheoE es inducida a bajas concentracienes de fostate, v, en




~‘c6nfraéte, los paroa de Dmpc y umpF 1os porms de PhoE son par-

txcularmente ef;cxentes en la 1ncorporacxon de fosfato 1norgan1co,

compue

os iostovxlados Yy algunos ntros solutos cargados negat;va-

;mente (53.54 uBJ OmpP es catxon-selectxvu'

'permeab;lxdad de - ompC son

Ademas de una cuarta porxnm

las proteinas OmpF,

ompe:

y PhoE samilares alaside E‘coly

Venegaszs y «ol (79} reportar
ompC, el cual! presents - una
respectiva de E. cell, .y un.77

cia de amincacidos,

Con estos antecedentes, pal*éu:e muy atr‘actlva explorar en este
trabajo el uso potencial de pbrxn?s de typhi en la lnduccxbn‘
de inmunidad protectora a la fiebre tifoidea. Asi myLsmo, basadns
en el hecho de que las bacter:ias G(-) contienen perinas con ca-
racteristicas similares a las encontradas ~‘en & coli, se ha
pretendidce  1dentificar. .y aislar. .genes. -de - -PME:-de+S. typhi T
haciendoe uso de genes de porinas de £ c¢oll como 3ondas. he-
terologas, para facilitar -a futuro el estudio de la participacien
de estas proteinas recombinantes en la patogenesis de .las intfec~
clorcs C por S typhy Y. en la 1nduccion de respuestas inmu-

nolegicas
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MATERTAL ¥ METODOS,

1. CEPAS BACTERIANAS

Salmonella typhamurium: donada por el Institut »o;‘rNaéxona

de Higienae,:

Salmonella typht 9,12,V1i7d ‘:;1sla&a‘dé_un p

2. RATOMES

tutes of Health, Bethesda; reproqr"'

Instituto Nacional de Higiene:

3. CULTIVO DE BACTERI1AS

Salmonella typh: (empleada para la oﬁtenc:.dnj,_'cle”:px;b;.eri’nas
de membrana externa y DNA ) se crecio durante u,:r" ; 37ﬂ'cy Yy 200 rpm
(New Brunswick Scientific Co.} en medio minimo A (fosfato .dibasico
de. potasio 7g/1, fosfato monobasico de potasio 3g/), citrato de
sodio O.5g/1l, sulfato de amonio 1g/1, sulfato de magnes:io 0. 1g/sl)
suplementado con 0. 1% de extracto de levadura y 0,54 de glucosa.
Posteriormente las bacterias se cosecharon, eun fase de crecimiento
logaritmico, por centrifugacion a 1850 x g durante 1S min a 40C,
La pastilla bacteriana se resuspendit en amortipguador de Hepes

0.01 M pH 7.4, conservandose a -20°C hasta su uso.
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tivo (fase de .crecimiento 1bgaritmxco}Q
4. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL . MEDIA

logaritmiceo se ajustaron.a una concentracien-de 109-bacterras/ml

(0.6°de D.O: a 540 nm); empleands un’ factor
a  partir de esta suspension 'se prepafaﬁon

traciones:

8000 1000 200 000 -bact/ml
{600 Go0 | : B " 40 o00p
320 000 ' : 8 000
64 000 1 600
12 800 320
) 2.560 s ‘54

0.5 ml de las bacterias ,r‘esﬁsbendxdas en .mucina [mucina
ghastrica de cerdo {Sigma Co,.) ‘al 57 -ex;l sd‘lucxon galina esteril) se
inocularon per via 1ntraper1($neal a ghupos{ de 10 ratc:nes‘ FHIH de :
18 a &0 g de peso., Como grupo tésliéo ég émplearon ratones }nyeé-r

tades con 0.5 ml Jde mucana.



La sobrevivencia de & typhi 9,12,Viid Se- regisiro . tres .

dias despues .de la'anihistraéxb el " mientras

determins -de’: acuerd
siguiente f&:/pia’
Log. DL§g
enVAondé

Log"dili"¢

pablaaiﬁn;
<507 =
507 de la poblacion. ;‘~ k L
>56% = dilucaion 1nmedx$£a superiotia‘la dxiﬁcx ﬁ‘ﬁﬂevmaté al‘

507 de la poblaciodon

6, OBTENCION Y PURIFICACION DE PORINAS DE S. i)phJ

'La obtencitn de porinaz se efectus empleando el mkioda
descrite por Hikaideo (55)., Las bactérlas cosechadas en la {ase de
crecimiento logaritmico se ajustaron a una dens:dad optica de--+1,0
a 6560 nm. A la suspension bacteriana se le adiciono DHAsa y RNAsa
(20 ul/ml) y dos gotas de HgClp por cada 10 ml. Fosteriormente
las celulas se rompleron por sonicacidn (Lab line Ultratip Lab-
sonlc system sonicator) en periodes de des minutos en bado de

hielo hasta disminuir la densidad optica a 0.3 Seguide a4 1z =211~



7.7, édxclonéddV;dg'
B~mercaptoetanol  al
g, 30 min a 250¢, el
de Sephacryl! £-200
una velocidad de flujo de 40
eluye inmediatamente despues .

tada por absorbancia a @8¢ nmi’

6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La determinacion del centenido de‘prote Aﬁ?ﬁeﬁara-
ciones de porinas se realizo de acuerdbzgl metpdo7dé qury (47)
que consiste en hacer reaccionar a la proteina 7cdnA el- ‘cobre en
medio alcaline formando un complege color:dﬁ, cuya intensxdad de
incrementa al agregarse el reactivo de Folin-Ciocalteau. Como
proteina de referencia se emplep albuimina serica bovina (Sigma

<o. ).

‘7. CUARTIFICACION DE LIPOPOLISACARIDO
La cantidad de LPS contenide en las preparacicnes de porainas

se determinsé de manera indirecta cuantiiilcando. el coentenido de



“ Khanis

metodo consiste

.sulfiérico

sodio -y écidn; t{obanbi{brico.‘El»campuest

que. se forma se ' mantiene a.  temperatur
agregande dimetilsulfoxidoe. 'La 1nteﬁsfqad de

548 nm.

8. ELECTROFORES1S DE PROTEINAS EN GELES DI’-JVPOZL‘]‘A'CVRI:LAHIVI\)AV

La electroforesis en geles de pol;acrilém;da “séiirealizo . en
camaras verticalezs con geles de 16 x {4 cm (LKE Inatruments), en
presencia de dodecil sulfato de sodio, en ccndxCiones reductoras y
sistema de amortiguador discontinuo, segin la tecnica descrita por
Laemmii (45). El gel introductor contenia una concentracidn £ainal
de 5% de acrilamida, ¢.13%Z de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en Tris-
HC1 0.125 H, pH 6.8; el gel separador contenia una concentracien
de 14.2% de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida, 0,197 de 325 en
Tris-HCl 0.35 M a pH 8.8. Previo al analisis electroforetico, las
muestras de proteinas se precipitaron durante {2 hcoras a -20°C con
acetona (4 volumen de proteina + b volumenes de acetonal, poste-
riormente se centrifugaren a 420 g por 20 min, y el precipitado se
resuspendilé en amortiguador de muestra (Tris O.125M pHb. 8, SDS - al
2%, PBmercaptoetanal al 5%, glicercl al 10% y azul de bromofencl al
0. 005%), se calents a 96UC durante 5‘ minutos .y “se . procedio:.. al
corrimiente electroforético a 20 mliamperes. por placa dﬁrante €&

noras a ura temperatura de 100C, empleando - como ‘amortiguador: de




.9, ELECTROFORES1S BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional-. para analisis de ja prepara-.

exon de porinas se realxzd>fdei aéﬁérdo; al ‘metodo descéitoxfpoé
O‘Farrell (60}, Los gé{es en primera dimension (resolucién dé"
proteinas en base a‘'la cgf?a neta) se precorriercn durante {5 min
a 200 . v, 30 min a.300 V y.60 min a 400 V, en un equipo BRL foé
Technologies, despues ' de lo cual las muestras de porinas se colo-
caron (! -mg/gel) Y los geles 3e corrieron a 400 V durante 20
heras, con un gradiente de pH de 2 a {0, Una vez +terminada la
corraida, un . gel! en tubo se colocd horizontalmente =zobre la regidn
introductora de un gel para electroforesis vertical previamente
preparado y se corris, (2a. dimensioéon, resclucion en base a peso
molecular) a 50 V el gel concentrador y a 100 V el gel separador.
Finalmente, el gel se sometlo a tincidn con azul de Coomassie R

250.° - - - e S

10. I1NMUNOELECTROTRANSFERENCIA

La electrotransferencia davpof

amertiguador . para‘la’trar




30

'en Tris 20 mM pH 8.3, s=egin lo descrito por: Towbxn (75) 'Tranicu-
’rrldo este tiempo ¥y para comprobar que. la transferencxa se “tlevo a

cahu.,el PHC se ttfo con roje de Ponceau al’ OAAI uespues de lavar

con ?BSvaeen 0, 1% hasta Jue desaparecxeron las bandas, el papetl
Qe‘!ﬁtroduJo en solucion de bloqueo [eelat;na ar” 1:5% en PBS (HaCl
0.5 M, fosfatos 0,04 M pH 7.2)) durante 2 horﬁgra 370C, Desputbs
de 4 lavados con PBS-T (Tween 20 al 0.1% en PBS), el PNC se incubs
3 h a temperatura ambiente con suero de coﬁego anti1-PHE o con un
4ahtlcuerp0 monoclenal de raton anti-porina de &, typhi; se

lave 4 veces «con PBS-T y se incuba (.5 h a temperatura ambiente
con la dilucisn optima de antisuero de cabra conjugade a peroxi-
dasa ([anti-lg{s} de conejo 0 anti-Ig(s)} de raten (Cappel Lab.)).
Una vez pasado el tiempo de incubacion, se lave do= veces= con
PB3-T y @2 veces con PBS para finalmente colocarlo durante 20 min
en la solucion del sustrato (#-cloro-2-naftel 2mM, HpO0p al 0,047

en PBS), eliminandose el exceso con agua dest:ilada

13. MODELO HMURINO DE PROTECCIOH ACTIVA CON PORINAS DE Salmanella
typhs 9,32,Vi:d
Para evaluar la capacidad de las porinas para inducar 1nmani-
dad activa en el! wmodelo experimental murino {74), se emplearon
grupos de 10 ratones NIH de 13 a 15 ¢ de peso, los cualesg se inmu-~

nizaron y retaron por via i.p., de acuerdo al siguiente esquema:



- Inmunizacien

Gruposltestxgo: ratones” 1nmunxzados
El grado de proteccion ge evaly

los 10 dias del reto.

12, OBTENCION DE DNA DE Salmoneila typhJ 
El DNA cromosomal de 8. typh: se
meétodo descrito por Owen (64)
Se obtuvo una pastilla celular de 5.
gacion del ‘caldo nutritivo en optamas cﬁgdxcxanes de crecxmxenta
{8 horas); se hizo un lavado a esta pastflla‘ on SE 1x‘(NaC1 150
mM, EDTA 100 mM) pH 4, despues del cual‘$e ré§ﬁsﬁend1b en STE
{NaCl 150 md¥, EDTA 15 mM, Tris-Cl 60 mH’pH 803), se agregéd RHaasa

a una c¢-ncentracion final de 50 ugs/ml 'y SDS 'a’ . una . concentiracion

final del 14, La mezcla se tncubo-a 370C durante. 30 minutos. En




seguida se adadio Proteinasa K a una concentra

agitacisn suave y se reincubo 30 minutos-a 3ﬁ°C‘ E1“ DN,

agregando a ia suspension un volumen’

Despues de mezclar perfectamente |a muestr
g durante {5 minutos. Se toms 1a .fase Suf
con 2.5 volimenex de etanol absol@to fr‘o péré pr

el cual se pecupero en forma de hilos con wun: gancho de vidrio,

laves ‘doS veces con etanol al 70%, se por un,)ép;o:dea

S.minutos y finalmente se resuspendls en un vélhmé; de’ TE

(Tris=Cl1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM).

13. PURIFICACION DE DNA DE Salmonella typhi

El DNA se pur:ificd utilizando gradientes de clorure de fcesioi

en rotores verticales (82) y se visualize utilizando como. colosiil

rante fluorescente Hoeszchst 33258 (50), el pPOtDCOlD‘ uixl;:#do[

fue: a 3 m! de DNA disuelto en TE ze le asadieron 3 g de c]orﬁro

' de cesio, se resuspendit bien Yy se ajfadieron 150 ul de una :solu-

ciéon de colorante Hoeschst (200 ugyml  en agua); los tubos se H

equilibraron en balanza semianalitica con clorure de cesio { mg/ml

Yy Se centrifugaron en el rotor vertical 50 Ti a 40000 rpm durante
30 horas. Al termino de la corrida se visualize-el DNA- utilizando
iuz UV y se extrajo con una aguj)a. El colorante tue eliminade del
DNA mediante varias extracciones con voliumenes iguales de Dbutanol
saturado coen TE y la fase acuosa se dializo contra TE durante 24
horas a #9¢C, Finalmente se recupert el DNA de las bolsas de
dialisis y se precipitéo con 2.5 volumenes de etanol abhsoluto y 0.5
volumen de acetato de amonio, se lave con etanol al 70%, se resus-

pendi6 en TE y se cuantifice,
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14. CUANTIFICACION DE LNA

La cuantxf;cacxon‘delybﬂA se hizo. a traves de determinaciones
espectrofotometricas. Las léckuras é 260 nm permiten calcular la
concentracidn de acidés’ nucleicos. en la muestra. Una densidad
6ptica de | correlaciona aproximadamente con 50 ug/mil de DHA de
doble cadena, 40 ugs/ml de DNA de cadena simple y KRNA y 20 ugsm} de
oligonucledtidos. La proporcioén entre las lecturas a 260 nm y 280
nm da un estimado de la pureza del acido nucleico. Las prepara-
ciones puras de DNA tienen D. 0. 260/D. 0, 280 de 1.8 (491, garan-
tizéndose asi que las enzimas especificas que sSe usan en . la mani-
pulacioen del DNA, tales como las de restriccien, las lxéasas. etc.

puedan actuar eficientemente sobre é&1.

15, FRACCIORAMIEHTQ DEL DHA
El DNA de £ typhi: purificado y cuantlflcaqo se fraccions)

con diverzaz enzimas de reztriccioen, segin el sxgulente: prote-

colo:

DHA Epzima

3ug, 1opl EcoRI 20U
3pg, 10ul HindIll 20U
3pg, 10pl Kpni 20U
3pg, 10ul ) Sau3a é&dr
3ug, 10ni BgllI 20U
3ug, 10pl Pstliagu

x;p u{

“30 gl




$1v Tras 6mH pH

#2: NaCl 100mM, “Tris 1omM pH 7 e

#3100 i:acr 150mH, 'rms me PH.T

‘Todas las reslrxccxones 1le aron qicabb a 379C, durante un

Llempo aproxamado de 4 horas, exceptc'lé dxgesllon con Saul3A, que

‘fue .de 3 -minutos. Al . este tiempo las reacciones
enz;matxcas se detuvxeron colocando los - tubos-viales sobre hielo y
agreeando a cada uno 31 de EDTA 0.5 M,

10 ul de cadarmezcla de reacciron se prepararon con buffer de
ﬁuestra (glicerol al 2%, azul de bromofenol! al 0,005%) .-y  se co-
rrieron en . geles de agarosa al 0.85% en TBE (Trxs—bératp 0. 09 HR
EDTA- 0. 002 H), conteniendo bromuro de etidlo a - una ‘concentracien

final de 20ug/100m!. Como testigo de corrimiento 7:mépqad6r dé

tamafo se utilizo DNA de fago lambda digerido con HindI11,. - . ;

El corrimientc se realizbo a 100 V durante- una  Mora ‘en  TBE,.

en un equipo de eiectroforesis horizontal Owl ScxeﬁtxfiérP)ESt;cs. o
Inc, Después de ello, los fragmentos de DNA se vxsqéixzéfén bajo
luz U. V., ya que el bromuro de etidio se'lntércéla’entre las
bases de la molecula del DNA y da a éste una fluorescencia naranja
cuando se irradia con una fuente de luz UV de longxtud‘de onda

corta. |

16. PREPARACION DE UHA SONDA CONSTITUIDA DE DNA DE ompC DE E

cola
16. 1 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO pTU-ompC

Unna colonia de E. cots Mi5F, que alberga el plasmido

pMYiit (53), en el cual ha sido clonado el gen ompC de £ coli

{donado por el Dr., Ulf Henning y !lamado pTU-ompC), se crecid.en b




‘en’; 10.ml.de una:Solucisn que contenia glucosa 50 m,

“.reauspendid

EbTA‘jdth,ﬁfrié 25" mM pH'evy una concentracion f}nal de"iisoz;ma
de  5 ’mg/m{, Y Se incube 5 min en hielo para permit;f la aegréda—
cioﬁ AE la pared celular; después de esto se afadieron.: eorfmi dé;
una selucién gue contenia NaOH 0.2 M y {Z de SDS y 3e incubs & min

en hiele hasta lograr una solucisn clara que indica la lisis -de

los protoplastos, La precipitacion del DHA celular se indujo. con.:.

16 ml! de acetato de potasio S5M pH 4.7-5.0, se incubd 15 min - en
hiele y s5e centrifuge a {0000 rpm, durante 20 min, a 40C; el
sobrenadante se decantoé a traves de un filtro de gasa Yy la pas-
tilla con e! DNA celular se desechos. Al sobrenadante filtrado,
que contiene el DHA plasmidico, se le agregaron 2.5 volumenes  de
etanol absoluto frio y se incubé en hielo seco-etanol! durante 1§
min, se centrifugsé a {12000 rpm a 40C, 20 minutos, se desecho el
3obrenadante y se secd la pastilla al vacie, la cual se resuspen-
did ‘en 3 ml de TE. A este volumen se afadieron 150 ul. de -"RNAsaA
(img/ml) y 7.5 ul de proteinasa K (#Omgs/ml}, incubandose 2 horas a
370C, después de lo cual el DNA se precipite con 0.5 volumenes de
acetato de amonio 7.5 M y 2.5 volumenes de etanol; finalmente se
le hicieron @ lavados con etanol al 707, Una vez seca la pastilla

se rezuszpendlo en 600 ] de TE y =e cuantificeo.




16. 2. OBTERCION DEL GEN ompC DE K. coli

Debido a que el fragmento de DNA que contiene el‘gen
B, coli, el cual sera utilizado como sonda para iééaliéér
gen del mismo nombre en el genoma de S, tybhi, g;ré
flanqueado en el vector pMYi!i por los sitios de réé
y Hind 111, 10 pg de DHA plasmidico fueron dtgerxdos ‘con
la enzima Kpn { toda la noche a 379C y posterxormente con 30 U de
la enzima Hind 111, 3 horas, a 370C. El DNA plasmldlco se separo
de)l inserto en un gel horizontal de agarosa al a, 8% (que contenia
bromure de etidio al 0,01%), La eléctrafo}esxs se.corrid a 40
volts durante 3 horas.y al terminar, el segmento-de DNA de aproxi-
madamente 1.2 Kb {fue extraido del gel de la siguiente manera: se
hizo una 1ncisién con una navaja arriba de la banda a  extraer vy
otra aincision justo bajo la banda. Se colocaron 2 cuadritos de
papel de DEAE-celuloza NA-41 en las incisiones, procurande sacar
cualquier burbuja y pegando {firmemente el gel. El papel NA-41
previamente gse habia tratado 10 min con EDTA 10mH pH 7.6 ¥y 5 min
con NaOH 0.% M, se habia lavado 10 veces con agua hasta la neu-
tralidaad Y permanecia almacenado en TE (X

Se reinicid la corrida hasta que la banda i1ngresd en el papel
inferior. Se recupers el trozo de papel y se lavo con agua bides-
tilada fria, se colocd en un tubo y se eluys el DHNA con #00-T7T00 ul
de Tris-HCl 20mM pH 7.5, EDTA 1mM, NaCl 1.5 M, incubando a 370C, &
horas, con agitacidn ocasional, Al DNA se le hizo una extiraccioén
fenolica, una con fenol-cloroformo 11 Y una con clorotormo.
Finalmente se precipito con 0.1 volimenes de acetato de sodio y 2
volumenes de etano! absoluto frio, La mezcla se enirio en hielo 20

min Y se centrifugd en frio durante 15 minutos. El botén se lavo
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con etanolwal‘voz'dos'veces, ‘se Séc

‘seiresuspendisten hnfpeﬁueﬁo
volumen de.TE, se marce con 32P yofielu

ensayos txpo‘Southern.b

16.3 RADIOMARCAJE DE DRA POR:EL HETODO ‘DE;HARCAJEAL AZAR-(RANDOH

PRIMER)

Feinberg y Vogelstein (15} 1ntrodﬁ3eron el‘mEtddo de ' marcaje
de fragmentos de DNA utilizando hexanucleétidos ‘de secuencias al
azar que 3e unen al DNA desnaturalizado para iniciar a  partir de
este . punto la sinte=is de l1a nueva cadena de DNA. Este método
utiliza el fragmento Kienow de la DNA peolimeracsa 1 para incorporar
1o nucleodtidos marcados en la nueva cadena de DNA. El protocolo
que se utilizo para marcar el gene ompC de E coll que se
usaria como sonda fue: 25 a 50 ng de DNA purificado se desnaturali-
zaron por calentamiento a 9590C durante 10 minutoes. Al termine de
egte tiempo sSe le afadieron los deoxinucleastidoz dATP, daGTF y dTTP
a una concentracion final de 10mM, hexadeoxiribonucledtidos en
solucion, 5 pl de dCTP marcado con 2P (50 uCi), y agua destilada
hasta 49 pl. Finalmente se adiciond el fragmento Klenow de -la DNA.
polimerasa y la reaccion se incubd a 370C durante 3 horas.

Este protocclo también fue ut:ilizade para marcar radiactiva-
mente DNA total de S typhi y oligonuclestidos sintetices -de
ompC de & typhr utilizados como sondas para rastrear el ban-

co de genes.

16. 4 SEFARACION DEL DHA HARCADO RADIACTIVAMENTE DE LOS DEOX1NU-
CLEQTIDOS HO INCORPORADOS

La eliminacidédn de precursores radiactivos ayuda a raducar
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problemas de unian inespecifica en experiment e hibridacisn, La

_tecnica  mas 132;} la cual
:ebara DNA y dNTFs de acuerdo a su peép‘mp & d "jeb;nga de
vun ml se cargé con un ml de resxné ﬁ;;h;de 5 ia resina se
equilibro lavando 3 veces con 100 pl é§ Qélﬁéxbnfamdrgxguadora STE
{Tria-Cl 10 mM pH 7.8, EDTA i mM, NaCl 0.1M) a‘3000 rpm durante 3
minutos. La muestra de DNA radiactivo -se llevé a'un volumen -final
de 150 pl y se pasé a traves de esta columna. El DNA marcade fue
recuperado en un tubo eppendorf y los nuclettidos no i1ncorporados
quedaron retenidos en la columna. La cantidad de cpm en un #t} de
DNA eluido fue estimada en un contador de radiaciones B.

El mismo protocolo fue utilizado en la separacisn de DNA

total de S&. typhi marcado, Cuando oligonucledtidos de ompC de

8. typhi fueron marcados, la separacion de los deoxi-
nuclesdtidos no 1ncorporados se hizo a traves de una columna de

acrilamida Bio-~gel P-2,

17, DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFI1CAS EN FRAGMENTOS DE DHA

SEFPARADOS POR ELECTROFQORES1S EN GEL DE AGAROSA (SOUTHERN}

Se digirieron 3 pg de DHNA total de S. typphi con las endo-
nuclea}a: de restraicclen Eco R;. Hind III, Kpn 1, Sau 3A, Bgl 11,
Pst {, Sal § y Sma 1. Los fragmentos de DHA se separaron en geles
de agarosa al 0.8 % como se ha descrito anteriormente. lespues de
tomar la fotografia del gel, este se traté con HC1l 0.25 H durante
15 minutos, enseguida con una solucion desnaturalizante ( NaCl (.8
H, NaOH 0.5 M ) durante una hora, cambiando la sclucién a los 30
min, Yy por iultimo se le hicieron 3 lavados de 30 min con una solu-

ci6n neutralizante que contenia NaCl 4,5 M y Tris 1M pH 8, El gel




se ‘lavé con agua y ei

acuerdo."a- la técnica descrita por séﬁtnérn )
horas el'gél se pusnren contacto céﬁ'br§mgrq”dé etidio 6.6121 péfa
veraificar la transferencxa,yvla membﬁéﬂafﬁe ﬁp'ne§‘a jvarc;»o”a,souc
durante dos horas. 'Las. membranas se préhibéxdéroﬁvzﬂAﬁorgs con una
squCAOn éue contenia SSC (NaCl 3 M, catrato devéodio 0.2 M) 6X

salucxan‘Denhardt‘s 5X, SDS 0.5z, formamida al 30%Z y DNA: desnatu-

ralizado -de esperma de 3almén a una concentracisn final de (100

. wg/ml. "Posteriormente las membranas se hibridaron a #4g2¢C durante
‘24 horas en un equipo de hibridacien rotatoria (Bachofer Laborato-

riums} con una solucidén gque contenia SSC 6X, formamida al 30%,

EDTA  0.0f. M, dextran sulfato al 10%, solucisn Denhardt’s 1X, DHNA
-de esperma de salmén 100 pg/ml y el gen ompC de £. coli, pre-
viamente marcado con 32P-d4CTP (2x10® cpm/ml de solucién). El nylen
se lavo doz veces con una sclucison de SSC 3X, SDS 0.1%Z a 4a2°C vy
dos veces con SSC 0. 1X, SDS 0.1%Z a 650C para eliminar la senda.que
se uni16 inespecificamente, Finalmente la membrana se& puso en . con-
tacto con una placa autorradiograflca a -209C durante 16 horas, al
término de las cuales se revelo

Cuando se utilizé como sonda el DHA total de S. typhi las
V;Ondxcxones del slstema fueron. las mismas. Sin embargo; cuando el
Southern se hizo utilizando como sondas oligonucleotidos de ompC
de - typhi, las condiciones ideales de hibridacion
fueron: 72 horas a 484¢C y 3x106 cpm/ml de solucioen. Los lavados
del papel nylon ze hicieron para este caso a menor astringencia:

20 min con SSC 5X, SDS 0.1%, a temperatura ambiente, y {5  minutos

.a 37ecC,
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18. PREPARACION DE LQS VECTORES DE CLONACION-pUR‘QQO-EQE:”

18. 1 EXTRACCION Y FURIFICACION DE LOS PLA#H]D?S

Los plasmidos pUR 290, pUR 291 y PUR.'292
vectores de expresion de proteinas de fusxbn{jso
familia de plasmidos que contienen e! gén"lhyii
promotor lac UVS5, En una cepa lac I9, la ‘tﬁ?bsqriééioﬁJ deif ggp'
lacZ del promotor UV5 es reprimido,. pero e&rqépéﬁ;xﬁgdobéua;do Qer,
adicionan al medio lactosa o IPTG, Losifragmen;ug;detpﬁi.' ’

tienen secuencias codificadoras pueden ser insertados.en

sitio de clonacion localizade al final del gen lacZ. La;’

s16n del promotor UVS5 causa expresion de ta proteina-:de fuéioﬁ

resultante, la cual puede ser entonces purificada, i
El DNA de loa plasmidos pUR 290, pUR 291 y pUR 292 ’(utx;izé-
dos como vectores de clonacion del banco de genes de Sf tyﬁhl) o
se extra)o de acuerdo a la tecnica descrita anter1urmente‘pa§a’pHY,
111, es decir, a traves de la propagacion en presencia de clo-
ramfenicol y la lisis alcalina. Una vez que el DNA. estuve resus-
pendido en TE, se le hizo una extraccion fenolica (vol:vel), una
con fenol-cloroformo t:1{ y una con cloroformo, se precipito el DNA
con etanol absoluto, se laveé con etano! al 70Z, se resuspendio en
TE y ‘se pasé la muestra a traves de una columna de Sepharosa 4B
previamente equilibrada con STE, amortiguador que se utilizo tam-
bien como eluyente. Se recolectaron fracciones de 300 pl en tubos
Y sSe corrieron electroforeticamente en agarosa al 0. 8%, Las frac-
cionex que contenian DNA se reunieron y se precipitaron con &.5%
volimenes de etanol; se les did 2 lavados con etanol al 7074 y se

cuantifico el DNA presente.
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18.2 LINEARIZACION Y DESFOSFORILACION -DEL DNA FLASHIDICO
Con el: fin-de p}evenxr'la autqligaélon'dé'loéiplﬁéﬁxdos des-

pués - de 'que  han :=ido lxnearizados,_ fosfatés‘S"terminales

pueden ser liberados del DNA pof {rétéﬁieﬁip con f{oﬁfatasa alca-
lina bacteriana ({BAP) o . con fosfagséé éicaLin; de .intestino de
ternera (CIP), la cual tiene la vepta;é consxderable de que - puede
ser completamenté inactivada ﬁor calentamiento a 68°C en SDS.

El -DNA de los tres plasmidos pUﬁ fue digerido totalmente con la
endonucleasa de restriccion Bam Hi, para ello, 20 ug de cada
plasmido se pusiercon en contacto con 30 U de enzima BamHi, durante
3.5 horas a 379C, en buffer de reaccitn #H2 (descrito anterior-
mente). Enseguida se les hizo una extraccisén fenslica para elimi-
nar la enzima Yy proteinas contaminantes, se precipité con 2
voliomenes de etanol y 1/10 volumenes de acetato de amonio y se
resuspendié en Tria-HC1 10 mM. 10 ug de cada plasmido se pusieron
en contacto con § pl de la enzima CIP y amortiguador CIP 10X en un
volumen de 50 i1, i1ncubsndose a 379C por 30 min, al términc de los
cuales se adicioné wuna segunda alicuota de CIP y se continus la
incubaciodon por 30 minutos mas. Para inactivar la enzima, se adi-

cienaron 40 ul de agua esteril tridestilada y desionizada, 10 pl

de STE 10X vy 5 nl de SDS al 104, caleniando la mezcla a 689C por

15 minutes, Se hizo una extraccion fenolica y se precipirtd el DHA
con etaneol! y acetato de amonio. LLas muestras se almacenaron a

~209C hasta su uso

i
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19. PREPARACION DEL INSERTO
19. 1 EXTRACCICON Y. PURIFICACION

Se digirieron 20 pg de DNA genomico de‘S

de la endonucleasa de restriccion Bgl II durante 1B horas a

Al finalizar este tiempo, el DNA se corrlo en un ge]

varios orificios), que contenia EtBr al 0. 01/. El DNA de
damente 3 Kb, correspondiente al fragmento de DNA que hxbrldo con‘
la sonda de ompg-3aP de k. coli, {fue’ extraldo del’ gel. Estg:
fragmento se volvid a correr. en un gel de agarosa de baJo:punto'de'
fusien al 0.87% en TBE. De ahi, la banda de DNA se corté con' ' una
navaja, ta agarosa se calento en un tubo eppendorf a 680C hasta
fundir y se le anradieron 4 volumenes de TE. La primera extraccion
del DNA se hizo con un velumen de fenol a temperatura ambiente,
centrifugando la mezcla {5 minutos a 12000 rpm, en seguida se
extrajo la fase acuosa con un volumen i1gual! de fenol-cloroformo
{(1:1), centrifugandose 8 minutos a temperatura ambiente, 12000
rpm; la fase acuosa resultante se extrajo con un volumen igual de
cloroformo, se centrifugeé 3 minutos, a temperatura ambiente, 12000
rpm, al teéermino de lo cual se asadieron 0.1 voluinenes de acetato
de sodio y 2 volumenes de etanol absoluto frio; la mezcla se
enfrio en hielo &0 minutos y se centrifugd en frio durante 15 min.
E’lr bt;ton se lave con etanol al TO0Z dos veces, se sece, de resusg-
pendid® en un pequeiro volumen de TE y se cuantifice el DNA pre-

sente.

20. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DHba
Las celulas que se utilizaron para albergar los plssmidos pUR

fueron £. coli DHGa., Esta es una cepa con una alta eficlencia




recombinacien ‘déficient

cosmidos (29}

fato de magneé:o 5 g/sl, agaf 147g/1y: a 3790C

'ﬁq:cu]tiyo de 5:ml -de

toda 1a . noche y una colonxalseuiﬁq
medio ®-b ( ®-a sin aéar ),bel cﬁiL;vo sé‘inéubé*é ?70p:hasta que
presents. una densidad op{icé ﬁe,sl3:37gﬁdrnﬁ; Pustér1$rﬁente se.
hizo un subcultivo 1:20 en 100 hl d;nﬂ-slnge crecid hasta que la
densidad eptica se xncrementb‘ a - 0.48, él cultivo .se colocod en
hielo 5 minutos y se centrifuge,. 5 minutos, a  40¢C, a 3500 rpm
{(Centrifuga Sorvall #10). Las celulas se resuspendieron en 40 ml
de una solucién Tfb § (KAc 30 mM, KC1 100 mH, CaClp 10 mM, HMnCl,
50 mM, glicerol! al i5%, pH 5.8) y se incubaron en hielo 5 minutos
se centrifugaron en las condiciones anteriores y se resuspendiercon
en 4 ml de solucisen Tibh 2 (HMOPS {0 mH, CaClp 75 mM, KCl 10 mM,
glicerol al 15%, pH 6.5), incubandolas en hielo por un lapso de {5
minutos. Finalmente se hicieron alicuotas de 250 u]l y se almace-

naron en nitrosgeno liquido hasta su uso.

21. CLOHACIOR DEL DNA BACTERIANO. ERSAYOS DE LIGACION

Una vez linearizados y desfosforilados los vectores aindepen-
dientemente, se hizo una mezcla de ellos en una proporcion 1:1:1 y
se prosiguid a un ensayo de ligacion a los segmentes de DNA  de
S, typhi de 3 Kb provenientes de una‘ digestion del DNA
genomico con la endonucleasa Bgl II. En este ensaye se probaren

varlasz proporclones vectores-inserto:



.vectores=

© BamHi=CIPL (K1) “a. (6ong) 2~

se xﬁqubaron L a-2aoC durante 24 hora

péra transformar E. coli DHSa,. -8 “ eron

‘‘de’ ligacien y viabilidad de las éeiula;

1. - vectores-BamHi-CIP + buffer 11gésa5ﬁxj} T fﬁugil;gasg i
2. vectores-BamHi + buffer ligasa 65X '+ §4~DNA-ng§sa'

3. vectores-BamHi-CIP + buffer . ligasa 5X

4., vectores-BamHi + buffer ligasa S5X

5., vectores superenrollados

6. E. col: DHS5a en Mac B sin ampicilina

7. E. coli DHS5a en Mac B-ampicilina

22. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETEWNTES DliSa

Varias alicuotas de celulas competentes se descongelaron y se
mantuvieron 10 minutos en hielo. La transtormacién fue hecha en
tubos eppendorf previamente enfriados en hielo; a cada tubo ae
adicionaron 50 pl de bacterias y en seguida e! DNA de los tres
plasmidos pUR en proporcién 1:1:1, recombinade con el DNA de S
typhi (1-2 1l maximo, que contenian alrededor de 25 ng de DNA);

la mezcla se i1ncubé en hielo 30 minutos, despu#s de los cuales los
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tubos:'se pasaron & un baro de agua a 4230 duraﬁte 90 segundos 'y ‘se
regresaron inmediatamente al hielo 2 mxnutos mas (de acuerdo a la
tecnxca modificada por Hanahan (30)), este choque termxco permxtlo
~ la incorporacison del plssmido al anterxor de 'tla ~bacteraia. Plnal-
mente se agregaron a los tubos 200 ul de med;o g-b a temperatura
ambxehte y se incubaron { hora a 37°C en agltac{on. permitiendo - a
la celula ajustar los mecanismos de expresion del nueve DNA; Estos
cultivos se espatularon por duplicado en caJas de Petri con medio
Mac B (peptona de gelatina 17 g/l1, mezcla de peptonas 3 g/l lac-
tosa 10 g/1, sales biliares 1.5 g/1, Nacl 5 g/1, agar 13.5  g/1,
rojo neutro 0.03, cristal violeta 0.001, pH 7.1) con ampicilina a
50 pg/ml; en este medio de cultivo sélo aquellas celulas que =sean
transformadas creceran (los plasmidos de la serie pUR cuntlenén el
gen de resistencia a ampicilina) y tanto las recombinantes como
1as no recombinantes producen colonias rojas, ya que en el proceso
de recombinacion en pUR el operon lac Z no se ve interrumpido (el
sitio multiple de clonacién se encuentra al! final de #1), A las 18
Y 30 horas de cultivo las colonias crecidas se picaron Yy se orde-

naron numericamente.

23. TAMIZAJE DE LA GENOTECA DE DNA DE S. typhi CONTRA SONDAS DE
OLIGORUCLEOTIDOS ESPECIFICQCS
Las colonias de E. col: DH5a transformadas se crecieron
en placas de Mac B-ampicilina a 379C, t2 horas; las placas se
enfriaron a 4°C una hora y sobre las colonias se coloecaron membra-
nas de nitrocelulosa, marcando cuidadosamente su posicien en la
placa: las membranas se retararon al! minuto y sevco]ocaron 3 minu--

tes con  las colonias “cara arriba" sobreun filtro “hatman 3MM
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remojado en SDS al 10%, enseguxda sobre‘unlfxllro con‘NaOHVO;S M,

NaCl 1.5 M durante 5 minutes vy fxnalmenle :obr_

un’ filiro‘con Nacl

1.5 M, Tris-Cl 0.5 M pH 8; de acuerdo a o descrlto por Manxatxs

(62); Despues de  secar l axre, se‘hurnearon en

ra.: ensayos‘ de’

vacio. a 800°C durante a hora

hibridacioéen con olxgnnucleotxdos marcados radlactxvamenta

Los ollgonucleatxdos'espeun{icos se dxsenaron de-1a s{gﬁxénter

“manera:’ se hizo un alxneamlenlo en> computadora de- ‘la secﬁehc;é,
nucleotidica del gen ompc de "B\'coll con ‘la secuencia corﬁes-
pon@xente al gen ompC de &. typhi y se encontré que las secuen-
cias de las bases 807 é la 525 (19 bases} y 9687 a 10283 (37 bases)
del gen de S. typhi no se encontraban presentes en ese mismo
sitio en £ coli; se sintet:izaron estos 2 oligonucledtidos y se

utilizaron como sondas para el rastreo del banco de genes.

24, DETECCION DE LOS PLASMIDOS QUE CONTIENEN SECUERCIAS DE
S. typhi
Las colonias DH%a transformadas se crecieron por separado en
tubos que ceontenian 3 ml de medio Luria-ampicilaina, durante 12
horas ~a--370C. Despues -de - ello, se hicireron minipreparaciones
plasmidicas siguiendo la tecnica de laisis alcalina descrita por
Maniatis (7i). Los DNA plasmidicos se corrieron en geles de agaro-
sa 0.485% en TBE, 2e les transfirido a papel (ensayo tipo Southern)
Y se hibridaron con una sonda de DHA total de S. typhl marcada
para localizar algunos ‘"candidateos" recombinantes. Enseguida
algunos plasmidos {fuercn digeridos con la enzima EcoRI para li-
berar el posible inserto clonado, e hibridades contra el gen ompC

de E. coli. Finalmente el candidato 1dentificado se hibrids con
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el ‘oligonucledtido f‘sinteu‘ccn»de 37 ‘bases  del gen” ompC- . 'de

& typlu.‘ § - E 5 S ‘;' g
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- REQULTADOS.

1. PREPARACION DE PQRINAS

solubles en amortiguador de fuerza '1051:5" a. iuerqn~ ffééfb
cionadas . por filtracion eh gei. Ei ﬁé}fii dé.el;qiqn;esfﬁbst;BAO
en ‘la figura 2. : .

En la membrana, las porinas son expresadas comc homotrimeros

unidos no covalentemente. Estos - polimeros {fueron - -eluidos de la

"-columna de Sephacryl! S-~200 despues de un volumen de amortiguador

de 420 ml, Deapuez del tratamiento de laz mueztras con P-mercapto
etanol y SDS las moléculas del polimero se disociaron en sus
monémeros, como se muestra en el corrimiento electroforetico (Fi-
gura 3), en el cual pueden apreciarse dos bandas dominantes con
pesgos moleculares alrededor de 36-40 KDa. La contaminacion con
otras proteinas de membrana externa fué insignificante. Asi mismo,
las porinas purificadas estuvieron libres de LPS {cuantificado a
traves del contenido de KDO).

Una preparacion de PHMEs enriquecida en porinas se sometid a
ejectroforesis bidimensional (Figura 4). Las porinas presentaron

puntos isoeléctricos semej)anies, entre 4.5 y 5,0, y el corrimiento

:electroforetxco en gel de poliacrilamida reveld dos manchas a la

altura de 38 KDa.

El ensaye tipo Western con porinas purificadas transferidas a
Pﬁc y =suero de cone)o polivalente anti-PMEs, revelo el reconoci-
miento unico de las prote;nas de pesco molecular alrededer de 38
XDa, 1o cual aseguro que esta preparacioén se encontraba libre de

otras proteinas de membrana (Figura 5'.
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2, "ESTUD1IOS DE PROTECCIOR ACTIVA

La DLsg para S. typhi 9,12,Vird fue de 2x10 ﬁaéleriaﬁf

mlentras que para S. typhimurium fue de'l*lqefﬁactérlam

Los resultados de proteccién activa 1nducida pori‘la 1

€16n con dosis de porinas de S typht desdéyafs ué‘hasgai

son presentados en la figura 6. Puede- apreciarse; que:la inmuniza

cion

en la superficie de la membrana que son capaces de -‘generar una’

respuesta inmune protectora contra la bacter;a‘ViVa
Cuando el reto fue hecho con S.typhimufihm!‘degrd6§;s a;; ) ;7 ‘

30 pg de porinas de S. typht confirieraen una proteccxén parcial’ {

de alrededor del 40Z contra 500 DLgg (Figura 7}. En ambos exper-

imentos loz ratones i1noculados i.p. con amortiguador TE (tesatigos)

murieron con 20 DLgg en el mismo dia del reto

Las figuras B8 y 9 revelan las cineticas de sobrevivencia durante

10 dias, de ratones inmunizados con 5 (1% de porinas de

8. typhi. La proteccisén dada por esta dosis de proteinas fue

del 80% a 500 DLgg de S typha y del 100Z a un rete de 20 DLgo

Para & typhimurium, la sobrevivencia fue del 100% solo durante

el dia del reto con 500 DLgg y el primer dia posterior al reto con

20 DLgg: al tercer dia la sobrevivencia disminuyo al 0% y al 20%

al reto con 500 DLggp y 20 DLsg, respectivamente, permaneciendo con

escs  valores hasta el final del experimento. Estos resultados

indican que las porinas contlenen i1nmunsogenos capace: de inducar

una proteccion cruzada entre S typhl y S typhimurium en ia



eﬁapa;tehprana dgylé 1n£ecéihn."gﬁgiriéhdo’qhé1 ios; dgtéfh;nantes

no - compartidcs.participan’en él.cohtrél;deﬁla'infeqcian en etapas

posteriores.”
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de porinas
: o Vde S. typhi 9,12,Vi:d purificadas por cromatografia

de exclusién molecular (carriles 1, 2 y 3: 5, 10 vy

15 ug, respectivamente). Tincién de proteinas con

azul de Coomassie.



Figura &,
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Electroforesis bidimensional en ¢gel de poliacrilamida-
SDS. Tincién de proteinas con azul de Coomassie,

1 y 2: electroforesia 1-D de marcadores de paeso molecu-
lar Y porinas de S typhi, respectivamente;

3: electroforesis 2-D de porinas de S, typhi,




Figura 5.
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45 Kba -

Reactividad de suero de conejo inmune anti-PME de
S typhi 9,12,Vi:d a porinas purificadas por exclu-

sién molecular transferidas a PNC.
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i Figura 6, Proteccidon activa en ratones NIH inmunizades con pori-

nas de S.typh: 9,12,vVi:d al reto con $. typhzt
9,12,Vi:d, Los resultados se expresan como el
perciente de sobrevivencia en un periodo de obser-
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3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE DHA DE S, tymphy

El DHA de & typhs fue extraido utilizando é{'IEELodO'

purificacidén en gradientes de cloruro de cesio{-Laé pr éar ciones
tuvieron un alto grado de pureza, determxnado~por3)3
absorbancias 250/280 nm, que fug de i.76.

La integridad del DNA obienido por este metodo-se

correr una electroforesis en geles de agarosa al 0,85

como . marcador DNA de lambdasHindIIl {Figuras . iDa;YVlOpL
patrones de restriccison del DHNA digerado parcxalhénte’

enzimas EcoRI, HindlII, Xpni, Sau3a, Bgl 1I;, Psti, :Salilly Sma

muestran en las mismas figuras.

4., LOCALIZACI1ON DE SECUENCIAS HOHOLOGAS AL GEN ompC DE E coli 3 i
EN S, typhi. |
DNA de & typhi tranzferido a papel nylon (Figuras i0a y
10b} se hibride con una sonda de DNA de aproximadamente 1.2 Eb
purificada del plasmido pTU-ompC, la <cual contiene el gen que

codifica para la porina OmpC de E coli (Figura i),

Se detectaron sesales positivas de alte peso molecular vy
tambien bandas bilen definidas en condiciones de alta astringencia
(Figuras 12a y i12b) {(de aproximadamente 800 y 1500 pb con Kpnt,
1200 con EcoRI, 3 Kb coen Bglll, 3.3 Kb con Pstl y 2 Kb con Sall)
que contienen el gen o secuencias del gen ompC, o de un gen codi-
ficante para c¢tra de las porinas. Es impoertante mencionar due no
se obtuve sedal alguna en el carril de testigo negativo

(lambda/HindilI).
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Electrofofesis e:n gel}de agarosa al 0.85%Z de (a) DNA
de S typhi sin dige‘r;‘rv (carrii 2) y digerido con
varias enzimas (c.' 3-7). c.{: lambda/HindIII. (b) DNA
de S. typhi sin digerir (c.‘ 2y 14) ‘'y-digerido con

varias enzimas (¢. 3-10). c¢. 1"y 12: marcadores

lambda/HindIII.
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Figura = 10, “Electroforesis en gel de agarosa al 0.85Z de (a) DNA

T det S typhi 'sin digerir (cérril 2) y digerido. con

varias ' enzimas (c. 3-7). c.{: lambda/HindIII. (b} DHNA

de S, typhi sin digerir (c. 2 y {1) y digerido. con
varias enzimas (¢. 3-10), c. { y 12: marcadores

lambda/HindIII.
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Na.0
; Figura 11, Electroforesis en gel de agarosa al 0,857 de DNA de

S ERR pTU-ompC restringido con Kpni y HindI1I (c. 2-5)
Y 8in restringir (c. 1). El fragmento tiberado
{aprox 1.2 Kb) corresponde al gen ompC de

E. coli, utilizado como sonda,
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Figura-i2. Hibridacién de DHA de S typhi, sin digerir y di-
gerido con varias enzimas, con. el . gen ‘ompC de
E. coli marcado con 32p, (a) electroforesis 'fig

10a, {b) electroforesis fig i0b.




63"

S, CONSTRUCCION DE UN BARCO DE DNA

Ya que de la digestisn de DHA  genomi oﬂcagvia nzima ‘Bgl 11

resulta un fragmento de 3 Kb que contiene el geﬁvémpéjcomﬁléié éi
cual tiene un tamaAo aproximade de 1.3 Kb'(79), éé hizd'uﬁé‘d11557
tisn total "a gran escala" con Bgl II al DHA de S typher (Figus-
ra 1{3a), se localizé la banda de 3 KE que hibrida en éondlcxone{
de alta astringencia con ompC de £ coll (figura- 13b), se

extrajo y se purificé para ser clonada en los vectores plasmidicos

PUR 290, pUR 291 y pUR 292, previamente propagados en E.coli.y

purificados comoe se describio en Materiales y Meétodos (Figura 14):

Los plasmidos fueron linearizados por accién enzimatica‘d;
BamHi en sSu sitio unico de restriccion (ver maﬁa ff:icq
plasmidico, Figura 15)., Una vez linearizado el DNA se desfosfﬁp;]o
y se 11g6 al DNA de S. typht, utilizande varias proporciones
vectores-inserto, Posteriormente, 2 pl del veolumen de ligacion
ge aplicaron a 50 pl de la mezcla de bacteriaz competentes. Las
celulas transformadas se sembraron en placas de Mac B-ampicilina.
Aproximadamente a las 30 hs de incubacitn a 379C, se conts el
nimeroc de colonias. Los resultados se muestran en la Tabla {.

Como se puede apreciar, la relacién 6ptima vectores-inserto
fue la de 60 ng-250 ng; con la cual se obtuvieron 229 <colonias
transformantes, con morfologia tipica de £ coli., Las 25 colo-
nias resultantes de las otras proporciones vectores-inserto ensa-
yadas, tambien se consideraron parte del banco de genes, Los va-
lores obtenidos en los controles demuestran que hube una desfos-
forilacion efectiva de vectores, buena ligacien Yy -eficiente

transformacién de lis celulas viables.



Condicioen de‘iés'
veéiofés ﬁfasﬁi; 
aiGos 160 ngl.
desfasfor;lados
deﬁfo;ior;ladbs'
desfosforilados
desfosforilados

desfosforilados, sin ligasa !

desfosforilados, con ligasa

fosforilados, sin ligasa S
fosforilados, con ligasa rk

superenrollados -

bacterias en MacB-ampicilina
bacterias en MacB

Tabla 1. Construccisn del banco de DNA de Salmonella typhi,

Transformantes obtenidas.
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6. RASTREO DEL- BANCO DE GENES CON SOHDAS DE OLIGONUCLEOTIDOS

Las 254 colonias obtenidas se hibridaron contra los oligo-
nucledtidos "especificos® de ompC de S. typhi, ya que,” debido a
la alta homelogia reportada 'enite los genes de perinas —de

E.cols y 8. typhi, era necesario garantxzar que las sefiales

por obtener no fueran falsas posxtxvas por una» reacclon ,cruzadm

Como puede apreciarse en las fxguras representatlvas 16a 'y 16k, el

ohJetlvo no se alcanzb a traves de estaf estrateg:a. todas las

colon;as dieron reaccxbn posxtxva despues de ser hibridadas a alta
Vastrxngencxa con los olxgonucleot;dos de 19 y 37 bases.

Tratando de explicar este reSultad;, se hizo una bisqueda de
_seéuenciss de DNA por computadora, y 3e encontird que algunos seg-
- mentog-de estos oligonuclestidos estaban presentes en ompC  de

E, col: en posiciones diferentes a las encontradas en ompC de

" 8. typht, y ellos estaban hibridande con la sonda utilizada

7. DETECCION DE LOS PLASMIDOS GUE COKTIEHREN SECUENCIAS DE
S, typha,
La alternativa para la seleccion de candidatos portadores del
gen de porina de S typhi fué la bisqueda de insertos de DNA de
S, typh: en el DNA plasmidico de las clonas bacterianas, de
“'esta manera se descartd la interferencia por el DHA cromosomal de
E. coli. Se purifaicaron los plasmidos de las bacterias trans-
formadas y se hibridaron contra DNA total de &. typh:i marcado
con 32p; algunos de los que dieron sehral positiva se muestran en
la £igura 17. La restriccion de estos plasmidos con EceRl perm:i-
tid la liberacton de alguna seécuencia de DNA de & typh: que

hubiera side clonada en el sitio Bam HY del plasmide (ver mapa
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fisico de los pldsmidos),

Como se puede apreciar en la;fxgﬁragiaa,_los‘pLa;mdeS'de-lé

clona bacteriana 228 al ser dxéer;dos"conEE;nRx liﬁerérpnbu

mento de DNA de entre 2 y 3 Kb, el cuai hisrldb, en cohdicionés de

alta astringencia, con DNA total de S typhi’ (Figura 18b){“

8. DETECCION DEL FRAGHENTO GUE CONTIERE SECUENCIAS HGHOLOGAS :A
ompC DE K. coli.

El plasmido candidate fue entonces hibridado . con. el zeﬁipmpd“
de E. coli, apreciandose una senal positiva en la regien dé o
migracirdn del fragmento liberado después de la Peé;riqcibn coﬁ‘
EcoRi (Figura 19). ‘ ‘ -

Este experimento fu# realizado varias veces con. mxﬁxprep#fam
ciones plasmidicas de diferentes cultivos de la clnnareea;‘y ;e
obtuvo el mismo resultado (Figuras 20a y 20b), con- lo. cual se
comprobs que el fragmento contenia secuencias homélogas a ompC de
E. coll.
‘ Finalmente, se ensayé la hibradacison de la clona con el oli-
gonuclestido de 37 bases de ompC de S. typht, 1o que reveld una
franca alineacisn del DNA del inserto liberado com esta sonda
(Figuras 21a y 2ib).

Con . esto se confirma que este bance de genes de S typh:
es fun&;onal, Y que al menos la clona baétérl}ﬂa 228 alberga un
plasmido en el que ha sido clonado un fragmenio de DNA gue con-

tiene presumiblemente el gen de la porina ompC de &S typha.
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—-6.5

-2.3
—-20

(a)

(b)

Piguré"13;A'j~(a)'—;ele:c:”trb'fbre's{.s,en agarosa de. DNA _de S typhi - .

: digei‘;c‘l'o n i.'qtax}nénie""con Bgl 11 (carril i ‘doble) y sin-

-Adigérix“' »("‘c.,a‘). e 3y -marcadores lantbda/HxndlIli‘ :,,‘(b)"

‘hibridaciénicon el gen ompC de E coli.
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Figura {4, Electroforesis en gel de agarosa de DNA purificado de
vectores de clonacién plasmidicos pUR 290 (c. 1), PUR
2914 {c. 2) Y pPUR age {c.3). c.4: marcadores

lambda/HindIII,
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291 Cla 1 |
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Figura {5. Mapa fisico de los plasmxdog PUR 290, pUR - 294 vy PpUR

z9a.
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Figura-{6. Tamizaje de‘ la genoteca de DNA de S. typht.

“({a)’ hibridacién’ in situ .con oligonuclestido de 19‘

basés. {b) hibridai:.\.én‘ 1n. situ.con‘oligonucleétido

" de: 37 bases.

?
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5. typhd, {(a) electroforesis en gel de agarosa de
plasmidos restringidos con EcoRI. (b) anslisis tipo

Southern con DNA total de S. typ)u-aaP.
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gin’ duda, en ‘laffaciuaigdad mucﬁas‘l;neas de investigacién
cientifica estan enfocadas a’ i§ generacion -de . informacion que
ayude a'.la.resolucidon de algun pfoblema.relacxonado con la salud
Estos enfoques han tenido un gran desarrollo grac:ias a la apari-
cidon de tecnologias modernas de la Biologia Molecular, la cual ha
tenido avances sin paralelo en la ultima decada. E! surgimiento de
las metodologias de DNA recombinante ha permitido obtener adelan-
tos en el estudio de determinantes esenciales de virulencia e
inmunidad de microorganismos infecciosos. Asi mismo, ha abjierto la
posibilidad de que estos determinantes puedan ser otiles, a traves
de la manipulac:iodon del gen que codifica para ellos o del producto
mismo, en la generacioén de sistemas de deteccien y vacunacién

En nuestro laboratorio se ha tenido el interss de comenzar a
generar eate tipo de conocimientos en relacisen a la fiebre
tifoidea, la cual es, como se ha mencionado, un grave problema de
salud publica en México y en otros paises del mundo, donde las
condiciones sanitarias son precarias. El control epidemiolégico de
la enfermedad depende del mejoramiento de la ainfraestructura sani-
taria, del saneamiento bas:ico y de la wvigilancia y control de
portadores tifoidicos (10, 66); para lo cual es necesario no solo
me Jorar el nivel econétmico de la poblacidn, sino tambreén elgvar su
nivel de educaciéen. Debido al tiempo y dificultad que implica el
logro de estos objetivos y a pesar de sus imperfecciones técnicas,
las vacunas continuan siendo una buena alternativa para su preven-
cien (3).

Para la profilaxis de la {fiebre tiioidea en nuestiov pais, se

i
i
'
i
i
[



:ipahé;Jbénagrpgq&ugios'qﬁg vgenéfeﬁr una inmunidad efectiva
éeb§1:~16pabtaﬁte‘ :comﬁreﬁ&ér con profundidad los mecanismos
'patqé}n;cos. asi coﬁo la n;turaleza de la respuesta inmune gue se
produce:en cnni;a aﬁl microorganismo responsable de la infeccion

:’f Enrrlos ﬁlixmos anog, el estudio de las PME de las bacterias
gram;ﬁeéatxvas ha cobrado mucha importanc:ia, ya gque =e considera
que- -son elementos clave tanto en la patogen:a como en la protec-
cidnrcontra enfermedades producidas por estas bacterias; por su
naturaleza proteica y su localizacion habitualmente inducen anti-
cuerpos de alta afinidad y favorecen una respuesta celular, la que
geﬁera una inmunidad prolongada, que es crucial en la defensg
contra los patogenos intracelulares como S. typhi.

Tomando en cuenta el reporte previo de que las PME “de

$, typhi inducen proteccién contra la infeccion con S. typhi
en ratones (35), y el hecho de que la identificacion del o de los
antigenos involucrados en la induccién de la inmunidad protectora
en la fiebre tlfoxdea seria de gran utilidad no se6lo para el con-
trol a traves de la inmunoprofilaxis, sino también para lograr un
me jor entendlmlentq de la patogenia de la enfermedad, se emprendié
este trabajo, cuyos objetivos fueron determinar la participacién
de las peorinas de & typh: en la proteccasen contra 1o infec-

cion, Y. de . ser - relevante, “la. -clonaciun Y caracter;zacxonf
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xnxcxales de sus genes codxf;cantes.f'

Las por;nas fueron pur;{xcadas de una preparacxon de . PHE,

por . cromato ra ,‘exclusion molecular Bstas protelnas en. su

fﬁrha"natxva constx&uyan trnmeros de' alto ,peso 'molecular Y
pud&erun ser encontradas en el prxmer pPico ‘al término del volumen
de exclusien de la .columna.’:

Bajo condxcxones redpétor;s,"las pdf;nas mostraron pesos
moleculares apfo*lmados de 38 -KDa y puntos isoelectricos entre 4,5
Yy 5.0; Qalores sxmilarés a 105 ‘reportados para las - porinas de
8. typhimurium (43)

Con el objeto de analizar si las bandas proteicas contenian
una’ sola prote(n;. las porinas de &S. typh: se sometieron a
electroforesis en dos dxﬁensxones. tecnica que es capaz de resol-
ver hasta 10000 diferentes proteinas presentes en una muestra
{50}, Los resultados de la segunda dimensxbn.mostraron que estas
proteinas contienen solamente una forma isomerica, pudiendo apre-

;cxarse en el gel dos manchas, sSituadas muy cercanamente, corres-
pondientes a las dos porinas aisladas.

Para los ensayos de proteccien contra el reto de la bacteria
se emples el modelo murino; un modelo que tiene el inconveniente
de no sger el hospedero natural de ia Dbacteraa, Yya gque ésta es
patogena exclusivamente para el hombre (i18), Por esta razen, la
suspension de las bacterias para las dosis letales se realizdé en
mucina, una sustancia que Tretarda la accion fagocitica de los
macrb;agos, lo que permite evaluar de forma mas efectiva la accian
de S. typhl en el ratén (74).

La 1nmunizacién de ratones HIH con porinas purificadas confi-

rib proteccién contra el reto de hasta 500 DLgg de bacterias vivas
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en-los’ 10 d{as sxeuxentes alrreto. De estos resultados. la posi-

k‘bxlxdad de que el LPS contamxnante este efectuando un = papel - pro-

tector “‘relevante en los anlmales de experimentacion es minima, ya
qué las preparaciones de proteinas estuvieron practicamente libres
de él. lo cual fue verificade por métodos sensxble;. Adema;
experimentos anteriores han demostrado que la inmunizacién con LFS
no genera un estado inmune protector (31, 35).

El ligero efecto de proteccidn cruzada observado cdn
S, typhimurium, indica la probabilidad de gque en nuestro mbdelbr Y
experimental de fiebre tifoidea el! alto grado de proteccisn sea
provisto por epitopos de porinas especie-especificos. Por Votfo‘
lade, gquizas algunos determinantes antigenicos compartidos de gran
importancia estén involucrados en el desarrollo de la inmunidad,
Esto puede ser clarificado a traves de un estudio en el cual sean
utilizados peptidos derivados de 1las porinas, que contengan
secuencias homslogas entre ambés bacterias, asi{ como secuencias
heterélogas; para esto, el desarrollo de un arsenal de anticuerpos
monoclonales dirigidos a diferentes epitopos pudiera ser de gran
'tilidad en la investigacién

E=s también importante dilucidar el papel de cada una de las
pr~inas ‘en particular en la proteccien, sin embargo, estos estu-
d. 2 han sido dificiles debido a la problematica que presenta la
seraracién de este complejo proteico por tecnicas bioquimicas
tradicionales, de tal modoe que la obtencisn de una porina recombi-
nante, a traves de la clonacién y expresién en vectores de su gen
codificante, representa la mejor alternativa para 1la realizacién
de ensayos mas finos.

Para que una secuencia de DNA, o un’'gen particular puedan  ser
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analizados deben ser aislados de la gran- cantidad de genes que
estan presentes en el DNA de un‘grganxsmo dédo. Una vez separado
el gen deseado del DNA Lotal es posible obtenerlo en cantidades
adecuadas para  su estudio. Una estrategia para aislar un gen
especifico es la construccion de genotecas o bancos genomicos, los
cuales estan constituidos por una amplia coleccioén de moleéculas
hibridas de DNA en la que es posible que todo el genoma celular se
encuentre representado en forma fraccionada e independiente.

La obtencion de fragmentos definidos de DNA procedentes de un
organisme y el acoplamiento enzimatico a un elemento genttico
autorreplicativo para constituir un vehiculo o vector de clonacién
que pueda introducirse por transformacien o por transfeccion en
una bacteria, permite obtener “factorias celulares" que fabriquen
un gran nimero de estas moleculas de DNA recombinante (8): en
estos bancos es tambigén factible inducir la expresiodon de
proteinas, hormonas y otras moleculas biologicas, para ser produ-
cidas en grandes cantidades, aislandose a bajo costo y con un
grado de alta pureza (i4); mes aoun, cuando resulta insatisfactoria
la  expresion de una proteina nativa, puede optarse por la expre-
sion de proteinas o partes de proteinas como hibridos fusionados a
polipeptides de E. col: tales como la f-galactosidasa, los
cuales pueden ser purificados por procedimientos cromatograticos
para sSu uso en estudios funcionales o como inmunogenos,

En esta tesis se aisgl6 de un minibanco de genes, un plasmido
recombinante que contiene 3ecuencias de DNA de S typh: con
alta homologia para secuencias hetertlogas de la porina OmpC, como
lo demuestran los experimentos de hibridacién del gen de porina de

E. coli con el DNA tifico.
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El minibanco .  de genes fue construldo partxend; del hecho de

que la banda de 3 Xb de DNA genémico de &.typhJ_ d:ger&da 'coh

Bgl II, hibridé fuertemente y en condiciones de alta astringencia
con el gen de la porina OmpC de E.ca)i clonado en el vector
pPHMYi14, lo cual concordé con resultados obtenidos anteriormente
por Puente y col (67). De esta manera se reduj)o para la clonacién
la cantidad de genes representados en el genoma de S. typhi,
ampliandose la posibilidad de encontrar en las bacterias transfor-
madas, plésmidos recombinados con el gen de la porana.

Por medio de 1la tecnica de hibridacion en gota se determi-
naron inicialmente las mejores condiciones para la hibridacidn
tanto de 1a sonda hetersloga de porina con DNA de S. typhi,
como de las sondas de oligonuclettidos sinteticos homdlogos, lo
que permitio realizar los siguientes experimentos de hibridacién
partiendo de los datos obtenados y facilitando el trabajo

Despueés de asegurar que el DNA de los vectores vy de
S. typhi se encontraban suficientemente puros y que la tecnica
de clonacion fue eficiente, demostrado por los testigos de desfos-
forilactién, ligacien y transformac:ion, se procedid a clonar el
segmento de 3 Kb. Las colonias de bacterias transformadas tardaron
en desarrollarse muchas horas mas que las no transformadas, proba-
blemente por algin mecanismo de adaptacién o "sgobrevivencia®" al
DNA extraRo inoculado, como lo ha propuesto Hanahan (30), dando
finalmente colonias tipicas rojas, caracteristicas de bacterias
fermentadoras de lactosa, en ocas:iones rodeadas de un precipitado
opaco de sales biliares. En este momento, no tueée posible detectar
las clonas recombinantes, puesto que el proceso de 1nsercion de

DNA extrafo a los plasmidos pUR no interfiere en su gen lac 2, de




mddo que 1las colonias un;céméﬂ(é‘réﬁfeseniaban
plbsmldos resxstentes a ampicil:ina. ;

El rastreo de .clonas recombxnantes por ‘n
Eon §l1g§nuclebt1dos de
que,: como se ha indicado,
c;nv las .sondas, Esta extensa homol?gfa

nucleotidicas de los genes que cod;fican' bhra‘ de dx{e;

rentes  bacterias gram-negativas y dentro. - d mxsma bacter;a. ha'.~
llevade a algunos autores a proponer que es@bé egnes_prov;enen de
un gen ancestral comiun, que se ha consgrvado durantellarevolucxon
{17). Debido a esto, para facilitar‘fa bisqueda de genes de Sal-
monella en E.celi y para evitar el trabajo que supone el
aislamiento de todos los plasmidos transformantes como se realizo
en este estudio, existe la posibilidad de utilizar comoe bacteria
receptora una cepa de £ col: mutante, carente de porinas de
membrana (2,9).

A lo largo del proceso de escrutinio de los plasmidos, varias
clonas transformantes del banco murieron, probablemente debido. a
la toxicidad gque representa la sobreproduccion de porinas en la

bacteria hospedero (Henning, comunicacion personal), lo cual puede

disminuirse transitoriamente, una vez detectado el candxdato. con

la adicion de glucosa al medio de cultivo; esto permxte dxsminnxr.b
por presencia de nutrientes, la expresion de lac ZyY con ello, de
la proteina

El plasmido candidato sgeleccionado liberds un fragmento-.de DNA
de alrededor de 2 Kb al ser restringido con la enzima EcoRI,. dicho
fragmento mostré ser DNA de 8. typhi e hibrids francamenté con .

la sonda del gen de por:ina de £ coli, ensayo que fué reprodu-
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cible, y con.el ollgonucleotiﬂoi“homqloeé. :qunqﬁe ‘estos  ensayos

"preliminares no confihﬁah qd‘ - ’. ompe debido a la similic
iud reportada entre p:rxna _- . ‘i ¥ a \éef_cnnsxdera qﬁe

un gen de pox‘lna ‘en’ ain embargo, unicamente la

secuenciacion.  de ;eége~;=egmepto de DNA ‘daria una prueba f:nal e

incontrovertible,
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