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L- RESUMEN

Con ¢l objeto de identificar regiones antigénicas de la porina Omp Cde Salmonella
typhi 9,12,Vixd, 1a secuencia de ésta s¢ analizd mediante algoritmos de predicciGn de
epitapos para linfocitos B. Se seleccionaron dos regiones 246-254 y 285-303, por presentar
caracteristicas reportadas como tipicas de los epitopos reconocidos por linfocitos B y
postesiormente se sintetizaron en fase sélida.

Con estos péptidos se inmunizayon ratopes y se obtuvieron anticuerpos dirigidos
contra estas regiones. Se titularon los sueros en ensayos de ELISA wsando como antigeno
a la porina rOmp C, el reconocimiento de estos anticuerpos hacia 1a porina nativa, nos
permiten afirmar que los péptidos elegidos constituyen determinantes antigénicos expuestos
en la porina, Después se analizd |a capacidad de estos anticuerpos para reconacer a la
bacteria completa, el andlisis por citometria de flujo demostro que estas regiones se locatizan
en la superficie de la bacteria, por Jo tanto son reconacidas por linfocitos B, Y para
determinar si los anticuerpos anti-péptido san capaces de hacer un recomocimiento
diferencial entre PMEs, se llevaron acabo ensayos de ELISA con PMEs de diferentes cepas
de Salmonella y Escherichin, asi como un ensayo de inmunoprecipitacion, En ambos
estudios se encontré que los sueros policlonales 1o son capaces de distinguir entre
Salmanella 'y Escherichin, debido a la similitud que extstc cntre las PMEs de ambas cepas
v a la policlonalidad del mismo.

Se concluye que los péptidos 246-254 y 285-303 estidn expuestos en fa porina y en fa
superficie de la bacleria, lo que permite afirmar que son epitopos de B, que podrian jugar
un papel importante en el control de Ja infeccion, mediada por complemento.



IL-INTRODUCCION

ofinas’

Las porinas son las principales proteinas de membrana externa de las bacterias Gram
negativas, éstas protefnas con pesos moleculares de 38 a 40 KDa, se ensamblan como
trimeros y forman poros o canales que permiten la difusion facilitada de pequefias moléculas

hidrofilicas al interior de la bacteria (36).

Las porinas jdentificadas en Eschierichia coli y en Salmonella typhimurium, son Omp C,
Omp F y Pho E, mientras que Omp D, al parecer es exclusiva de Salmonella typhimuriton,
De acuerdo a su secuencia nucleotidica estas cuatro porinas presentan una homologia de
hasta el 69%, lo que sugiere un origen ancestral comin y explica sus similitudes en peso

“molecular, punto isoeléctrico y papel biol6gico y solo difieren en su selectividad y afinidad
por grupos i6nicos. La estructura de Jas porinas presentan una gran estabilidad en presencia
de detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), y las sales biliares, son altamente

resistentes a la accién de algunas proteasas (35,36).

Estructura de las porinas.

Dentro de la familia de porinas de Escherichia y Salmonella, las mas estudiadas son Omp

F y Pho E de Escherichia coli, pero debido a su gran homologfa se considera que la



estructura de las otras porinas es muy similar y se sabe que estdn formadas por tres
monémeros idénticos de forma cilindrica semejante a un barril (12).

El monémero de las porinas es un poliptptido de 336 residuos en promedio, su
composicién de aminofcidos indica una moderada hidrofobicidad y un indice de polaridad
del 45% , con un punto isoeléctrico de alrededor de 4.5. Los estudios cristalograficos mas
recientes realizados en Omp F y Pho E, con resolucién de 2.4 A y 3.0 A respectivamente,
muestran qué la unidad estructural es un barril 8 formado por 16 regiones de hojas anti-
paralelas entazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas a hélices
intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras 8 de manera Pseudo-ciclica,
mediante un enlace iénico entre el extremo carboxilo de Ia hoja B-16 y el extremo amino de

Ia hoja B1 (12).

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal,
La entrada del poro esti restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia
el centro generando un didmetro de 11 A a 19- A La salida del poro al espacio
periplismico, en cambio, tiene dimensiones de 15 x 22 A, y esta definida por las vueltas 8,
El mayor nimero de modificaciones en la secuencia proteica entre una y otra porina se
localiza en estas asas, y por tanto son éstas las responsables de Ia diferencia en el tamaiio

de entrada de los poros (12).



Les mondmeros de las porinas se ensamblan en el espacio peripldsmico de la bacteria
para incorporarse a la membrana externa y formar trimeros (6). Contrariamente a lo que
antes se pensaba, los canales no se fusionan entre si, sino que permanecen separados a Jo

Iargo del trimero por una distancia de aproximadamente 35 A (12).

La principal contribucién a la formacién del trimero es el entrecruzamiento de las
regiones hidrof6bicas de las vueltas 8 1-5 y B 16, donde los diez residuos carboxilo de la
" regi6n B 16, en particular el Gltimo (una fenilalanina muy conservada en las porinas), son

escnciales para el correcto ensamblaje y estabilidad de las porinas (10,49).

Expresin v funcién de las porinas.

Las porinas se encuentran cn la superficie de la bacteria en cantidad relativamente
elevada, pueden estar expresadas con mds de 100 000 copias por célula, por lo que

constituyen una de las proteinas m4s abundantes en términos de masa (35,36),

Las condiciones de crecimiento, como la osmolaridad y la temperatura, regulan Ia
expresién de las porinas, En un medio de cultivo comin (que contenga fuentes de carbono,
nitrgeno, factores de crecimiento y sales minerales), solo Omp F, Omp C y Omp D se
producen; ya que pho E nicamente se expresa bajo condiciones de escasez de fosfatos
(38,26). La expresién de Omp F se reprime por la temperatura y la osmolaridad elevadas,

por lo que algunas cepas practicamente no sintetizan esta protefna a 37¢ C ni en presencia



de aproximadamente 0.9% de NaCl. Por el contrario, la expresion de Omp C, se ve

favorecida con niveles elevados de sales (36). Tabla 1

La fisiologia de las porinus como canales posiblemente se justifica como un medio de
supervivencia de las bacterias en el ambiente del hospedero, rico en sales biliares. De
manera que las porinas son ideales para repeler estos compuestos hidrofébicos cargados

negativamente (36).

Al realizar estudios in virro en los que se reconstituyen las porinas en membranas
lipidicas, se ha demostrado que las porinas de Escherichia coli son permeables a trisacaridos
y tetrapéptidos, lo cual implica que permiten el paso de nutrientes y iones a través de la

membrana externa de la bacteria (6).

]

No hay informacién que muestre la especificidad del poro hacia los solutos, sino que
aparentemente son las propiedades fisicoquimicas de los solutos las que determinan su
velocidad de difusi6n a través de la porina, siendo tras las principales: a) el tamaito, b) la

carga eléctrica y ¢) la hidrofobicidad del soluto.

Inrmunogenicidad de las porinas de Salmonella_typht

La estructura de las porinas de Salmonella typhi no ha sido estudiada, sin embargo, se

cuenta con suficientes evidencias para decir que desempefan un papel importante en la



induccién de una respuesta inmune cantra la fiebre tifoidea (9.12,21,22,24,37).

Isibasi y colaboradores, empleando un modelo murino han demostrado que la
inmunizacién con un complejo de proteinas de membrana externa (PMEs) de Salmoneila
gyphi, induce una respuesta inmune protectora, conira el reto de la bacteria homéloga hasta
con 1000 DLsg, en cambio esta proteccion disminuye al retar con Salmonella typhimurium

en las mismas condiciones (24).

Se demostrd que un suero anti-proteinas de membrana externa (PMEs) de Saimonella
typhi, empléado para inducir proteccin pasiva en ratones, reconocié con mayor intensidad
a las porinas de las diferentes ccpas de Salmonella utilizadas en un ensayo de
inmunoelectrotransferencia. Este hecho evidencio que las porinas podrian ser los antigenos

responsables de la induccién de proteccién (24).

El empleo de anticuerpos monoclonales de'isotipo IgM anti-porinas de Salmonella typhi
9,12,Vid confirié una proteccién del 60% al reto con 20 DLsg en el modelo murino
mientras que los anticuerpos monaclonales anti-lipopolisacarido no indujeron proteceion

(39

Las porinas de Salmonella typhi son también inmunogénicas en el humano. Esto se
demostrd, al evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes con ficbre tifoidea en fase

canvaleciente, se encontraron anticuerpos de clase IgG dirigidos contra ellas (37). De igual



modo, la administracion de la vacuna antitifofdica oral indujo la produccién de anticuerpos

anti-porinas en los sujetos estudiados (9).

Se demostrd que las porinas de Salmonella typhi, Salmonella typhimurium y Escherichia
coli son capaces de inducir la proliferacién in vitro de linfocitos de ratones NIH inmunizados
con PMEs de Salmonella typhi, y mds aln, que la respuesta a las porinas de Salmonella

typhi no se debib a la presencia de LPS (19).

Posteriormente la inmunizacitn con cantidades tan peque fias como 10 ug de porinas
purificadas de Saimonella typhi, confirid proteccién al 90% de los ratones NIH retados con
500 DLsg de la misma bacteria. En cambio no se indujo proteccitn al reto con Salmonella
typhimurium en las mismas condiciones, Jo cual demuestra una respuesta especie-especifica

hacia las porinas (22).

Con el fin de continuar el estudio del papel inmunoldgico de las porinas en la respuesta
inmune contra la infecciébn por Salmonella typli en el modelo murino, se inici6 la
identificacién mediante algoritmos de prediccién de epitopos de las regiones antigénicas

reconocibles por linfocitos B, en la porina Omp C de Salmonella typhi.



Tabla 1. Caracteristicas de las porinas de:
a)Escherichia coli y b) Salmonella typhimurium (12,36)

PORINA | Receptor a Peso Didmetro Regulacién
Fagos o Molecular Aproximado dela
Colicinas KDa '} (nm) Sintesis

Omp F a)Tula, T2, 327 12 Reprimida por
TP1, TP2 alta
.b)TPS5, Col A 393 - 12 osmolaridad

C a)Tul b, Me! 36.0 1.1 Desreprimida
PA2,434,881, por alta
TPS, TP6 osmolaridad
b)PH42, PH105

Omp D | a)No tiene No tiene No tiene Dependiente
b)PH31, PH42, 38.0 13 de AMPc
PHS51

Pho E a)TC23,TCA5 36.8 1.2 Desreprimida
b)No identif. 36.0 1.2 por cscasez de

fosfatos.
tOPOos.

La antigenicidad de una proteina reside en una parte restringida de Ia molécula conacida
como determinante antigénico o epitopo. Esta region estd accesible en la superficie de fa
molécula y es reconocida por los paratopos o sitios de uni6n especifica de una molécula de
anticuerpo. Los paratopos estin presentes en los extremos de cada uno de los Fab de los

anticuerpos y consisten en regiones hipervariables de residuos que se unen al antigeno (42).



Con base en el estudio de un gran nimero de regiones identificadas en diversas

proteinas, se ha podido establecer que:

1.- Los epitopos reconocidos por linfocitos T necesitan que el antigeno sea procesado
por una célula presentadora de antigeno (CPA), y lo reconoce en el contexto de moléculas
de histocompatibilidad. El linfocito T realiza este reconocimiento a través de su receptor de
membrana TCR, Actualmente Rammensee (15,16,45) ha demostrado la presencia de
patrones denominados motifs en las secuencias reconocidas en la molécula de clase 1 del
complejo principal de histocompatibilidad del raton y generalmente corresponden de 82 9
amino4cidos, de la misma manera también se han reportado Jas secuencias para la molécula
de clase 11 {29,44) siendo de 15 a 16 aminocidos. En ambos casos éstas secuencias

corresponden a un haplotipo determinado.

2.- Los epitopos reconacidos por linfocitos B consisten en aminoacidos que pueden o no
ser contiguos en la secuencia, pero que se encuentran unidos en la superficie de lu protefna

debido al plegamiento de la cadena polipeptidica (52).



Métodos de prediccién de epitopos.

- Algoritmos de predicci6n.

Los algoritmos de prediccién se han utilizado principalmente para dilucidar la estructura
secundaria y terciaria de proteinas partiendo de su secuencia de amino4cidos. Estos han
tenido més éxito para las proteinas globulares. Sin embargo, en el caso de proteinas
transmembranales, 1a limitante es que muy pocas de éstas han sido cristalizadas y analizadas
por difraccién de rayos X (17,49,13).

Para la busqueda de cualquier estructura en una proteina, ﬁéliccs hojas plegadas, 0 en
nuestro caso sitios antipénicos, se deben conocer las funciones y objetivos de los algoritmos
y a la par considerar los datos experimentales y caracteristicas de la secuencia en estudio.

Esto nos permitird elegir el método adecuado aplicable al caso de prediccion (17).

A continuacién se sehalan algunas de las caracteristicas gencrales de los sistemas de

prediceion: (8,18,32,33):

1.- Buscan una propiedad estructura! o figura que se relacione con el sitio antigénico.
En este sentido la prediccién de sitios de células T a partir de una secuencia, es mds
adecuada que para la de epitopos de B si consideramos que los sitios reconocidos por

linfocitos T siempre son fragmentos del antigeno, péptidos, asociados a2 una molécula del



complejo principal de histocompatibilidad en la superficie de una célula presentadora. Lo
cual no involucra el reconocimiento de alguna conformacion espacial como en el caso de

epitopos de B que reconocen al antigeno en su forma nativa.

2.- Evaliian la significancia estadistica de la correlacion entre esta propiedad y el sitio
de estudio. Es decir, para ser {til en prediccién no debe aparecer muy frecuentemente en

toda la secuencia.

3.- La evaluacién del algoritmo se realiza comparando los sitios antigénicos predichos

con los sitios reportados como inmunodominantes en una base de datos.

Se ha empleado una variedad de técnicas para la bisqueda de estos sitios antigénicos
dentro de las proteinas. Entre ellas las mas utilizadas han sido la fragmentacion quimica o
enzimética de la proteina, 1a clonacion de fragmentos genéticos, y 1a elaboracién de péptidos
sintéticos. Recientemente, con la introduccién de los métodos que permiten la sintesis
simultinea de muchas secuencias cortas, los péptidos sintéticos se han empleado como el

medio primario para la identificacién de los epitopos (46).

Una estrategia para el mapeo de epitopos puede ser la de sintetizar varios péptidos con
secuencias traslapadas que en total abarquen la secuencia completa de la proteina. Sin
embargo, esto resulta demasiado costoso y laborioso, por 1o que otra alternativa es la sintesis

de péptidos seleccionados mediante una prediccion de epitopos.
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En ]a actualidad se cuenta con diversos programas computacionales elaborados a partir
de estudios y modelos matemiticos, los cuales permiten establecer predicciones de las

regiones de la proteina que puedan ser antigénicas.

Por otro lado se ha descrito, que entre las caracteristicas més importantes de los
epitopos para inducir Ja respuesta inmune de la célula B, se encuentran las de ser las
secuencias més expuestas en la superficie de la proteina, ser altamente hidrofilicas, cargadas
y flexibles. Para establecer las predicciones de epitopos reconocibles por c£lulas B se tienen
varios programas. E! programa ANTIGEN (5), asigna un valor de hidrofilicidad a cada
aminodcido de la proteina, de acuerdo a la escala de Levitt (20), y tomando fragmentos de
seis aminodcidos, promedia sus valores. Asf analiza regiones superpuestas a lo largo de toda
la secuencia y selecciona la regiébn mas hidrofilica como un probable determinante
antigénico. FLEXPRO, basa sus predicciones en el modelo de flexibilidad o movilidad de
los antfgenos, estudiado por Karpluz y Schulz. Con base en estudios de resonancia magnética
nuclear y anélisis cristalograficos a muy alta resolucion, se determinaron coeficientes de
agitacién térmica (valores Debye-Waller), que representan el desplazamiento minimo de
cada dtomo en un promedio determinado de posiciones (27). Tomando en cuenta el factor
Debye-Waller para el carbono alfa de los aminodcidos, el algoritmo selecciona aquellas

regiones a lo largo de Ia secuencia, que muestren los valores de movilidad més elevados (S).

12



IIT.- FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa, causada por la ingestion
e invasién masiva de Salmonella iyphi. Se caracteriza por sintomas sistémicos como fiebre,
malestar general, cefalea y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con exantema

transitorio, esplenomegalia y leucopenia (28).

La infecci6n se adquiere por la ingestion de alimentos o agua contaminada con la
bacteria, el elemento més importante en la cadena de transmisién es el portador
asintomético, ya que este microorganismo afecta solo al ser humano y no hay reservorios

animales.

Esta enfermedad contintia siendo un problema de salud pablica en los paises en vias de
desarrollo y en algunos paises industrializados. Se estiman 12 millones de casos anuales con
una incidencia de 500 casos/100,000 habitantes, en Africa y Asia, en América 20.8

¢cas0s/100,000 habitantes y en México 13.64 casos/100,000 habitantes (1).

En la actualidad la vacuna autorizada por la OMS, elaborada a partir de la bacteria
completa, no es eficaz ya que presenta reacciones secundarias por la presencia de
endotoxina, no induce memoria y su periodo de proteccitn es corto (30). Por tal motivo es

necesario obtener una nueva vacuna, que no presente efectos colaterales adversos y la

13



proteccion generada sea de larga duracién.

Isibasi y colaboradores, empleando un modelo murino, han demostrade que la
inmunizacién con un complejo de proteinas de membrana externa de  Salmonella typhi y
dentro de ellas las denominadas porinas (PM entre 38 y 42 KDa) inducen una respuesta
inmune protectora, contra el reto de la bacteria homéloga, hasta con 500 DLsq. Por lo que
se propuso, que el mecanismo efector, en el control de la infeccion, es la activacién del
complementd por su via clésica, la cual es disparada por la presencia de los anticuerpos anti-
porinas, sobre la superficie de la bacteria (37).

Las porinas estan presentes en la membrana de las bacterias Gram-negativas y son: Omp
C, Omp D, Omp Fy pho E. Para el caso de Salmonella typhi, la porina mis estudiada es
la denominada Omp C, de la cual se conoce ¢l gea que codifica para su sintesis (41), asi
mismo se sabe que esta proteina participa parcialmente en la induccién de proteccién (23),
por lo cual en el laboratorio, se decidid utilizarla como modelo para estudiar los mecanismos

involucrados en el contro! de Ia infecci6n.

14



IV.. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La poriria Omp C de Salmonella typhi es una molécula compleja y por lo tanto
constituida de muchos epitopos, de los cuales algunos estin expuestos en la superficie de la

bacteria y son reconocidos por linfocitos B.

Con Ia finalidad de identificar, dichas regiones expuestas de la porina Omp C, se decidié
realizar un mapeo de epitopos. Para iniciar el trabajo se predijeron las regiones
potencialmente expuestas de la proteina (39) y en este trabajo se analizan las regiones
comprendidas entre los aminodcidos 246-254 y 285-303; utilizando péptidos sintéticos

acoplados a resina y sueros policlonales derivados de la inmunizacién con los mismos.

15



V.- OBJETIVOS.
Objetiva General

Mapear dos epitopos, para linfocitos B, de la porina Omp C de Salmonella typhi , que

sean potencialmente antigénicos.

Objetivos Particulares.

-Caracterizar proteinas de membrana externa (PMEs) y porinas de diferentes
especies de Salmonella y Escherichia.

-Sintetizar las regiones 246-254 y 285-303 de la porina Omp C.

-Obtener un suero hiperinmune dirigido contra las regiones 246-254 y 285-303.

-Analizar la capacidad de los anticuerpos anti-péptido para reconocer a la porina
sobre la bacteria completa.

-Analizar si estos anticuerpos policlonales son capaces de realizar un reconocimiento

diferencial entre especies de  Salmonella y Escherichia .
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VI- HIPOTESIS

Los epitopos de la porina Omp C de Salmonella typhi (246-254) y (285-303),
seleccionados mediante un programa computacional, son regiones expuestas en la superficie
de la bacteria y van a ser reconocidas por los anticuerpos generados contra esos epitopos.
De la misma manera estos anticuerpos reconocerdn a la proteina nativa y a la bacteria

completa.
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VIL- MATERIAL Y METODOS.

Métodas bacterjologicos,
- Cepas Bacterianas.

Se emplehron las siguientes cepas bacterianas: Salmonelia typhi 9,12,Viid aislada de un
paciente con fiebse tifoidea. Salmonella typhi O 901, Salmonelia typhi Ty2, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli K12, Escherichia coli DH5a, Escherichia coli DHSa/pSt13.
(expresa rOmp C), Escherichia coli UH302, Escherichia coli UH302/pSt13 {expresa

1Omp C) y Staphylococctes aureus .
- Cultivo de Bacterias.

Las bacterias empleadas para la obtencién de PMEs se cultivaron en agitacion a 200
rpm durante 8 horas, a 37°C en medio Luria. Posteriormente las bacterias se cosecharon,
en fase de crecimiento logaritmica, por centrifugacion a 6000 rpm durante 15 minutos a
4°C. La pastilla bacteriana se resuspendi6 en amortiguador de PBS pH 7.4, conservandose

a -20°C hasta su uso.



Métodos bioquimicos.
- Aislamiento de PME.

La obtencién de PMEs de las cepas trabajadas se realizé de acuerdo al método de
Schnaitman (47,48), para ello las bacterias cosechadas en la fase de crecimiento logaritmica
se ajustaron a una densidad Optica de 1.2 a 660 nm; posteriormente se rompieron mediante
sonicacién (VIBRA CELL) a 180 watts, por periodos de 2 minutos en bafio de hielo hasta
disminuir la absorbancia a 0.2, Para eliminar las bacterias enteras de la suspension sonicada,
ésta se centrifugd a 7000 rpm, durante 15 minutos, del sobrenadante se sediment6 la
envoltura celular por ultracentrifugacién a 35 000 rpm 45 minutos a 4°C (L8 80 Beckman
Instruments, Inc), la pastilla se solubilizd con tritén X-100 al 2% en Hepes 0.01 M pH 7.4.
La fraccion insoluble en tritdn X-100 (membrana externa y peptidoglicana) se sedimentd por
ultracentrifugacién en las condiciones antes meticionadas y para lograr la extraccién de las
PMEs se resuspendié en Tris-HCl pH 7.2 que contenfa triton X-100 al 2% y 5 mM de
EDTA, se incubd durante 10 minutos a 37°C y posteriormente se ultracentrifugé a 35 000
pm  durante 45 minutos a 4°C. Las PMEs se recuperaron en el sobrenadante y se

mantuvieron a -20°C hasta que se utilizaron.

19



Métodos analiticos.

- Cuantificacién de proteinas.

La cuantificacién del contenido de proteinas; se realizé de acuerdo al método de Lowry

(31) empleando albimina sérica bovina como proteina de referencia (Sigma Co).

- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE).

La SDS-PAGE (11) de PMEs se realizd en una unidad electroforética para geles
verticales en placa (LKB Instruments) en condiciones reductoras y sistema de
amortiguadores discontinuos. El gel separador contenia 11.5% de acrilamida, .3% de
bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HC] 0.35 M pH 8.8. El gel introductor
contenia 5% de acrilamida, 0,13% de bisacrilamida; 0.1% de SDS en amonigua_dor de
Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se usd Tris 0.125 M pH 6.8, que
contenia SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al
0.005%.

El corrimiento electroforético se llev acabo empleando 30 mA por placa y como
amortiguador de corrimiento Tris 0,025 M, glicina 0192 M, SDS al 0.1%, pH 83.

Posteriormente los geles se tifieron durante dos horas, en una solucién de azu! de Coomasie
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R-250 al 0.25% en metanol 4cido acético-agua {45:10:45). Se decoloraron empleando una
soluci6n de metanol-dcido acético-ngua (5:10:85) hasta que.el fondo del gel quedd

transparente.
- Ensayo inmunoenzimético en fase sélida: ELISA.

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-péptidos en los sueros de ratén se
empled el método de ELISA (14). Para ello, se recubrieron placas de poliestireno de 96
pozaos (Nunc Co.), con 10 pg/ml de porinas purificadas de Salmonella typhi y 30 pg/mi de
las diferentes PMEs obtenidas. (Salmonella yphi 9,12,Vi:d, Salmonella typhi O 901,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli K12, Escherichia coli UH302, Escherichia coli DH5«
y Escherichia coli UH302/pst13), en amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato de
sodio pH 9.5), 2 horas a 37°Cy después a 4°C toda la noche. Una vez transcurrido este
tiempo se [av6 § veces con PBS-T [Tween-20 al 0.01% en PBS (NaCl 0.15 M, fosfatos 0.01
M pH 7.6)], y se flenaron los pozos con solucién de bloqueo (PBS-leche al 5%), se
incubaron 3 horas a 37¢C, posteriormente se adicionaron 100 p1 de los sueros a diferentes
diluciones desde 1:50 hasta 1:3200, y se incubd la placa durante 3 horas a 37°C, después de
5 lavados con PBS-T se agregaron 100 pl de conjugado (Inmunoglobulinas de cabra
anti-inmunogtobulinas de conejo o ratén conjugadas a peroxidasa, Sigma Co.) se incubé la
placa 2 horas a 37°C después se lavd 10 veces con PBS-T para posteriormente agregar 100
p! de soluci6n de sustrato orto-fenilendiamina (OPD) y HyO; al 30% en amortiguador de

citratos pH 5.6, y a los 30 minutos la reaccién se detuvo agregando una gota de 4cido
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sulftrico (H504) 2.5 N.Los pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Minireader

II Dynatec).

- Marcaje de la bacteria,

Se cultivaron toda la noche en medio Luria (1% triptona, 0.5% de extracto de levadura
y 1% de NaCl, pH 7.5) las bacterias: Salmonella typhi 9,12,Vi:d y Escherichia coli K12.
Después se hizo una dilucién de los cultivos hasta obtener una densidad 6ptica de 0.1 - 0.2°
a 600 nm en 5 ml de medio M9 (0.6% NaHPQ4, 0.3% KH,POy, 0.5% NaCl, 0.1% NH4Cl,
MgSO4 1 M, glucosa al 20% y CaCl, pH 7.4), incubindose a 37°C hasta alcanzar una
densidad dptica de 0.4 y entonces se adicionaron 100 pCi a cada cultivo de $35. Metionina
y se incubaron 30 minutos a 37°C con aereaci6n, posteriormente se centrifugé a 2,500 rpm
durante 10 minutos y se lavaron 2 veces con solucitin salina isoténica, resuspendiendo la
pastilla en medio Birni I (glucosa 50 mM, Tris HCI pH 8, 25 mM y EDTA 10 mM.) 10%
p/vy se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, nuevamente se centrifugb a
2500 rpm durante 10 minutos, 1a pastilla asi obtenida se resuspendio en 500 ul de buffer de
lisis. (Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%), y se adicionaran en fresco
inhibidores de proteasas (PMSF, Leupeptina, Aprotinina y Pepstatin), después se incubaron
a 4°C por una hora, se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 minutos, guarddndose el

sobrenadante de lisis a -20°C, hasta su uso (40).
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- Preadsorcién

En tubos eppendorf se colocaron 200 u! de una suspensién de Staphylococcus aureus 'y
se adicionaron los sobrenadantes de lisis de las bacterias cultivadas, junto con 20 ul de suero
normal de ratén y se dej6 agitando toda Ia noche a 4°C, al dia siguiente se centrifugé a

2500 rpm 10 minutos, se descart6 el pellet y se volvid a repetir este paso dos veces més.
encién de Ja sién de Staphviococeus aureus Cowan 1 (S,

A partir de una colonia aislada de Staphylococcus aureus Cowan 1 cultivada toda la
noche a 37°C en medio BHI (Infusién-Cercbro-Carazon), se inocul a 50 ml de medio
penassay (0.15% extracto de levadura, 0.15% extracto de carne, 0.5% peptona, 0.1%
glucosa, 0.35% NaCl, 0.37% K;HPOy, 0.13% KH,POy), y se incubb a 37°C, con agitacion
toda la nache, al dfa siguiente éstos 50 ml se pasaron a un matraz de 1000 ml que contenfa
500 m! del medio ya mencionado y se incub6 en las mismas condiciones durante 8 horas,
posteriormente se cosechd por centrifugaci6n en botellas a 7000 rpm durante 15 minutos,
a continuacién se resuspendié la pastilla en PBS con 0.02% de azida de sodio y se lavé 2
veces con ésta misma solucién, nuevamente se resuspendi6 la bacteria en PBS con azida de
sodio al 0.02% 10% p/v. Inmediatamente después se colacs la bacteria en un matraz para
ser agitado a temperatura ambiente y se adicioné lentamente formaldehido hasta llegar a

una concentraci6n final de 1.5% luego se dej6 agitando durante 90 minutos a temperatura
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ambiente, en seguida se centrifugd a 7000 rpm 15 minutos y la pastilla se resuspendié 10%
p/v en PBS con 0.02% de azida de sodio. Posteriormente se prepar un bafic de agua a
80°C en donde fue colocada la suspensién de SAC y mantenida asi durante 5 minutos con
agitacién constante, transcurrido éste tiempo se transfirié a un bafio de hielo y se lavé 3
veces. Se hicieron preparaciones de la suspension SAC 10% v/v y se guardaron a 4°C, para

su utilizaci6n.(40)

Se tomaron 100 u! de la suspensién SAC y se centrifugé a 10,000 rpm 10 minutos, al
peHet se le adiciond el sobrenadante preadsorbido, se mezcl6 e incub6 30 minutos a 4°C,
hasta entonces se le adicionaron los sueros adsorbidos dejéndose a 4°C en un rotador toda -
Ia noche, y se repiti6 el ciclo dos veces més. Se desechd el sobrenadante y el pellet se lavo
3 veces en buffer de lavado (Tris 50 mM, EDTA 5mM, NaCl 150 mM y NP 40 1% ), se lavG
una vez més con Tris 10 mM pH 7.8, centrifugdndose después y descartando el
sobrenadante, después se resuspendi6 la pastilla en buffer muestra y se hirvieron durante
10 minutos, posteriormente se corri6 un gel de electroforesis que contenia 11.5% de
acrilamida, 0.3% de bisacrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH
8.8. El gel introductor contenia 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SDS en
amortiguador de Tris-HC1 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se us6 Tris 0.125
M pH 6.8, que contenia SDS al 2%, B- mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0.005%, Al final del corrimiento electroforético se coloco el gel en dimetil
sulféxido (DMSO) por una hora y con agitacién a temperatura ambiente, después se agitd

el gel a una solucién de 2, 5, Dipheyloxazole (PPO) al 20% en DMSO a 37°C. y se lavd
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con abundante agua hasta que se puso blanco. Después se colocé entre papel filtro y papel
Kleen-Pack, posteriormente se sec6 en una bomba de vacio y se expuso a una placa de rayos

X durante 3 dfas.

- Anélisis por Citometria de Flujo (FACS).

En medio minimo A se cultivé toda la noche una colonia de la bacteria, posteriormente
se cosech6 por centrifugacién a 7000 rpm 10 minutos y se lavé el botén bacteriano 2 veces
con PBS estéril y filtrado con un filtro de 0.22 micras, después se ajust6 la densidad &ptica
a 0.6 de absorbancia a 540 nm (1x10° bacterias/ml), se hizo una dilucién 1:10 para obtener
1x108 bacterias/m), con la solucién de PBS, y después se reparti en tubos eppendorf
colocando 1ml de la bacteria diluida en cada tubo, entonces se centrifug6 a 10 000 rpm 10
minutos a 4°Cy se dej6 secar el bot6n, una vez seco se agregaron 30 ul del suero problema
(anti-péptido 246-254 y 285-303), incubéndose a 4°C durante 1 hora con agitaci6n, pasado
éste tiempo se centrifugé en las condiciones ya descritas y se lav6 la pastitla 2 veces con PBS
para posteriormente adicionar el segundo anticuerpo (anti-IgG de ratén conjugado a
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:1000 en PBS y se incub6 en las mismas
condiciones que el suero, durante 30 minutos, nuevamente se¢ centrifugd y se volvié a lavar
la pastilla 2 veces con PBS, asi mismo se dejo secar el botdn y se agregaron 500 ul de

yoduro de propidio diluido 1:1000 en PBS y se hicieron las lecturas en el citémetro de flujo.



Obtencién del suero hiperinmune.
- Preparaci6n del inmundgeno.

Los péptidos sintéticos fueron sonicados (Sonipret 150). Con agua desionizada,
posteriormente se le adicioné un volumen igual de Adyuvante Completo de Freund y se

mezclé hasta formar una emulsi6n, la cual fue usada para la inmunizacién de los ratones.

ESQUEMA DE INMUNIZACION

DIA 1 via DOSIS
Resina-péptida Péptido
"0 ip. 0.5 mg 10 ug
15 ip. 0.5 mg 10p
22 retroorbital Sangria

- Adsorci6n del suero,

Debido a que los ratones utilizados han estado en contacto alguna vez con Escherichia
coli, en el suero obtenido de los ratones inmunizados se encuentran presentes anticuerpos
dirigidos contra esta bacteria y como la similitud es grande entre las porinas de Esclierichia
coli y Salmonella typhi, para evitar reacciones inespecificas se procedid ha realizar la

adsorci6n de los sueros con la bacteria Escherichia coli de Iz manera siguiente:
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Se cultivé en medio Luria durante toda la noche a 37°C, con agitaci6n a la bacteria
Escherichia coli y se centrifugd a 7000 rpm 10 minutes, se lavé la pastilla dos veces con
solucitn salina, posteriormente fue resuspendida con los sueros anti-péptidos (246-254 y
285-303), incubéndose a 4¢C, toda la noche con agitacion, posteriormente se centrifugd a

2500 rpm 5 minutos y se descarté el pellet, repitiéndose el proceso 4 veces més.
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Yiil. RESULTADOS.

1.- Péptidos.

Las predicciones de epitopos de Ja porina Omp C de Salmonella typhi descritas en
trabajos previos (34) se realizaron con los programas ANTIGEN y FLEXPRO del paquete
PCGENE, de donde se eligieron las regiones comprendidas entre los aminodcidos 246-254
y 285-303 por presentar los valores méximos para los pardmetros analizados y se procedi6
a sintetizarlos quimicamente (2,4,46).

Después del alineamiento de las secuencias de las porinas Omp C de Salmonella
tphi y Escherichia coli, se observé que la regién comprendida entre los residuos 247-254

es especifica de  Salmonella typhi (Figura 1).
2.- Sueros anti-péptido.
A) Obtencién de los sueros anti-péptido.
Después de inmunizar ratones C3H/Fej con los conjugados péptido-resina

emulsificados en adyuvante complete de Freund, de acuerdo como se describié en materiales

y métodos, los animales fueron sangrados 21 dias después de la primera inmunizacién.
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E.coli YNATRVG).......... SLGWA
S.typhi  YNATRFG| TSNGSNPST|SYGRA

247 259

E.coli LAYL QSKGKNL GRGYD....DED
S.typhi  yAYL|QSKGKDI SNGYGASYGDQD

286 299 303

FIGURA 1

Alineamiento de dos epitopos para linfocitos B, predichos de la porina Omp C.



B) Titulacin de los sueros.

Se titularon los sueros anti-péptido 246-254 y 285-303, en ensayos de ELISA,
empleando como antigeno a la porina rOmp C en su forma nativa (grafica 1). Se observd
que ambos sueros reconocen a la proteina nativa aproximadamente cinco veces mas que el
suero control. Estos resultados demuestran que las regiones predichas se encuentran

expuestas en la porina.

3.- Anilisis por citometria de flujo (FACS).

Se realizé un an&lisis por citometria de flujo, con la bacteria Salmonclla typhi
9,12,Vi:d y los sueros anti-péptido, en donde se observa que Jos sueros anti-péptido
reconocen a la bacteria completa, indicado por el desplazamiento de la fluorescencia hacia
la derecha, a diferencia del suero normal que no produce ningin desplazamiento (figura 2).
Por lo tanto con estos resultados se demuestra que: los péptidos 246-254 y 285-303 son

regiones de la porina Omp C expuestas en la superficie de la bacteria, puesto que los

anticuerpos generados contra esas regiones son capaces de reconocer a la bacteria intacta
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RECONOCIMIENTO DE LA PORINA NATIVA
POR LOS SUEROS ANTI-PEPTIDO.

ABSORBANCIA A 492 nm
1,4

1,2
1

0,8 =-SUERO ANTI-PEPTIDO 265
+ SUERO ANTI.PEPTIDO 246
9,6 * SUERC NORMAL

0,4
02|
— .
1]
50 100 200 400 800
DILUCION DEL SUERQ

Gréfica 1.

Titulacion de los sueros anti-péptido por ELISA, utilizando como antigeno a la porina
rOmp C, en su forma nativa,



- PINWALAL A L mrd
IDENTIFICACION DE LAS RSAS & ¥ 7 DE LA ONP ©
EN LA SUPERFICIE DE §. typhi

Nfintero relativo de bacterins

Intensidad de Ia Fluorescencia

Figura 2.

Citometria de fujo de Salmonella typhi con anticuerpos anti-péptide. Localizacitn
en la superficic bacteriana de las regiones 246-254 (asa G) y 285-303 (asa 7), se emplearon
anticuerpos de ratén anti- pépudo ycomo scgnndo anucucrpo anti-IgG de ratén (Sigma C.O)
conjugado a Isotiocianato de Fluc ina (FITC,
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4.- Aislamiento y caracterizaci6n de las proteinas de membrana externa.

Se obtuvieron proteinas de membrana externa de las bacterias Gram-negativas
medijante e! método de Schnaitman, las cuales se resuspendieron en buffer Tris-HCl pH 7.2,
que contenfa tritén X-100 al 2% y EDTA 5 Mm, posteriormente por el método de Lowry
(31) se determiné la concentraci6n de las mismas y se procedi6 a su caracterizacién
realizando un corrimiento electroforético en condiciones reductoras (figura 3). Las proteinas
obtenidas tuvieron pesos moleculares desde 14 hasta 70 KDa, observandose similitudes en
todas las cepas en un grupo de proteinas con pesos moleculares de 38 a 42 KDa que
corresponden a las porinas, excepto para Esclierichia coli UH302 que carece de porinas
(Carril 3). En cambio Escherichia coli UH302/PS113 que es una bacteria recombinante que
expresa a la porina Omp C de Salmonella typhi Gnicamente aparece una scla banda de

aproximadamente 38 KDa (Carriles 4 y 10).

5.- Reactividad de sueros policlonales anti-pé ptido.

Esta prueba se llev6 acabo con los sueros anti-péptido adsorbidos con Esclierichia coli
K12 y sin adsorber, en ensayos de ELISA utilizando como antigeno diferentes PMEs de
Salmonella y Escherichia, (Figura 4), Se encontr6 que los sueros anti-péptido adsorbidos
disminuyen Ia reactividad hacia las PMEs de todas las cepas pero su reconocimiento nunca
se abate y que estos sueros no son capaces de hacer un reconocimiento diferencial entre las
diferentes cepas, observindose siempre que el suero anti-246 reconoce més intensamente

a todas las cepas.
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PATRON LLECTROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
KDa 1 2 31 4 5 6 78 9 10

142 —

Figura 3.

Electroforesis de PMEs de diferentes cepas de bacterias Gram-negativas, Carril 1.
Pesos moleculares (66: Albimina Bovina; 45: Albimina de huevo, 36: Fosfato
Deshidrogenasa; 29: Anhidrasa Carbénica; 24: TripsinGgeno; 20.1: Inhibidor de Tripsina;
14.2: o Lactoalbimina). Carril 2. PMEs de Salmonella gallinarum. Carril 3. PMEs de
Escherichia coli UH302. Carril 4. PMEs de Escherichia coli UH302/pSt13. Carril 5. PMEs
de Escherichia coli DH5a. Carril 6. PMEs de Escherichia coli DH5a/pSt13. Carril 7. PMEs
de Salmonella yphi 9,12,Vi:d. Carril 8. PMEs de Salmonella typhimurium. Carril 9. PMEs
de Salmonella yphi O 901. Carril 10. PMEs de Escherichia coli UH302/pSt13.
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Reactividad de sueros policlonales anti-péptido. ELISA de sueros anti-péptido,
adsorbidos con Escherichia coli K12 (¢,d) y sin adsorber (a,b) utilizando como antigeno
PMEs (30 ug/ml) de diferentes cepas de  Saimonella y Escherichia,




6.- Inmunoprecipitacion.

Los suercs fueron probados por inmunoprecipitacién para determinar si los
anticuerpos anti-péptido son capaces de hacer un reconocimiento diferencial entre
Salmonella typhi 9,12,Vi:d y Escherichia coli K12, utilizando sueros adsorbidos con
Escherichia coli K12, y sin adsorber (Figura 5), los resultados muestran que las dos bacterias
son reconocidas de la misma manera por cualquiera de los sueras tanto adsorbidos como
no adsorbidos, por lo que no se observd un reconocimiento diferencial, lo cual se atribuye

a la policlonalidad de los sueros.
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KDa 123456.78_9

KDaIZ3456‘7B'9

Figura 5.

Inmunoprecipitacién con sueros policlonales anti-péptido, Salmonella typhi (a) y
Escherichia coli (b) marcadas con $35-metionina. Carril 1. Pesos moleculares (97.4 KDa,
" Fosfolipasa B; 68 KDa, Albimina; 46 KDa, Ovoalbiimina); Catriles 2 y 3. Suero anti-
porinas; Carriles 4 y 5. Suero anti-246; Carriles 6 y 7. Suero anti-285; Carriles 8 y 9. Suero
normal de ratén.

Carriles 3,5,7 y ¢ adsorbidos (ads) con Escherichia coli K12; Carriles 2,4,6 y 8 sin adsorber
(s/ads).
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IX.- DISCUSION DE RESULTADOS.

Actualmente se sabe que las porinas de Salmonella typhi desempefian un  papel
impotante en la induccion de una respuesta inmune contra la fiebre tifoidea y se ha
demostrado que estas proteinas estimulan mecanismos efectores humorales y celulares en
modelos murinos asi mismo que son buenos inmunogenos para la induccién de un estado
de proteccitn contra la infeccion por la bacteria (9,19,22,24,37). También se sabe que la
porina Omp C de Salmonella typhi, participa parcialmente en la induccién de proteccién

en el modelo murino (23).

Esto ha motivado a que se hagan estudios més profundos sobre la antigenicidad de las
porinas como: écudles son los determinantes antigénicos que inducen proteccién? y équé

mecanismos inmunoldgicos estan involucrados en el control de la infeccién?.

Para responder parcialmente a estas preguntas se realizé un mapeo de epitopos para
linfocitos B de la porina Omp C de Salmonella typhi, mediante algoritmos de prediccion.
De manera general, Ia prediccion algoritmica de epitopos, ha agilizado su blisqueda, lo que
ha permitido estudiar pardmetros de antigenicidad, como son: Composicién quimica,
tamafio, forma, asi como realizar estudios sobre inmunidad celular, tolerancia y restriccion

genética (45).
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Las regiones 246254 (TSNGSNPS) y 285-303 (LQSKGKDISNGYGASYGDQ)
presentaron los valores més altos de hidrofilicidad y antigenicidad por los programas
ANTIGEN y FLEXPRO, ademis la region 246-254 resultd ser especifica de Salmonella
typhi, una regidn que no es compartida por la porina Omp ¢ homoléga de Escherichia coli

(Figural).

Para que los péptidos sintéticos sean buenos inmundgenos generalmente se acoplan con
proteinas acarreadoras, en este caso como la sintesis de los péptidos se hizé en un soporte
de Polidimetilacrilamida Novasyn Ka. Este fungié como activador policlenal, en conjuncién

con el Adyuvante Completo de Freund.

En la titulacién de los sueros policlonales de los ratones inmunizados, (Grafica 1) se
observé que el titulo después de la inmunizacién es casi cinco veces mayor que el control,
con estos resultados se demuestra la presencia de anticuerpos dirigidos contra estas regiones
sobre la porina y como estamos utilizando una porina recombinante (rfOmp C) como
antigeno, podemos afirmar que estos anticuerpos anti-péptido son capaces de reconocer a

la porina nativa y que las regiones que reconocen se encuentran expuestas sobre la misma.

Esta observacion comprueba que los péptidos acoplados a la resina y emulsificados en

Adyuvante Completo de Freund, son capaces de inducir en los ratones anticuerpos que

reconocen a dichas regiones.
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Por otro lado el anslisis por citometria de flujo muestra un claro reconocimiento de
los sueros anti-péptido hacia la bacteria completa, esto comprueba que los fragmentos 246-
254 y 285-303 de la porina Omp C de Salmonella typhi son regiones expuestas en la
superficie de la bacteria y constituyen determinantes antigénicos reconocibles por linfacitos
B. De este modo se confirma la prediccién tedrica de los péptidos como epitopos de la

porina,

En el ensayo de reconocimiento de los suercs anti-péptido con las PMEs de
diferentes cepas, se observé que en el proceso de adsorcion de los sueros con Escherichia
coli K12 disminuye la reactividad comparado con ¢! suero no adsorbido, lo que demuestra

la presencia de anticuerpos contra esta bacteria.

El suero anti-246 mostrd un reconocimiento mayor que el suero anti-285 en todas las
cepas siendo mayor para Salmonella typhimurim lo cual pudiera deberse a que en ¢l ensayo
se esta usando un complejo de proteinas conjuntamente con un suero policlonal, en donde
seguramente se estin dando varias reacciones antigena-anticuerpo y no todas corresponden
a las de las regiones peptidicas con los anticuerpos anti-péptido, y el sistema detecta los
complejos antigenc-anticuerpo formados de esta manera. También se observa que para
Erc{xen'chia coli DH5a €l suero anti-246 disminuye su reactividad en la adsorcién, mientras
que elsuero anti-285 elimina la respuesta, esto se atribuye a anticuerpos que reconocen a
las otras PMEs de manera cruzada, Escherichia coli UH302/pSt13 que es una bacteria

recombinante que expresa la porina Omp Cde Salmonella typhi tal como se esperaba fue
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reconocida més intensamente por el suero ami-246.q1‘1vcy:‘ es éspeciﬁca de Salmonclla typhi
y disminuy6 para el anti-285 cuya secuencia no se encuentra en la porina, este pronunciado
reconacimiento puede deberse a que {nicamente se tiene porina Omp C a diferencia de las
otras que es una mezcla, asi también como se esperaba para Escherichia coli UH302 no
hubo reconocimiento por ningtin suerg, debido a que esta bacteria no tiene porinas, en un
ensayo de ELISA realizado con porinas purificadas de Salmonella typhi se observé que los
sueros anti-péptido adsorbidos solo disminuian su reactividad aproximadamente un 10%, al
compararlos con los sueros no adsorbidos, siendo los valores mas altos para el anti-246 que
es el fragmento especifico de Salmonelia typhi, 1o que demuestra que las regiones elegidas

son epitopos de }a porina. A continuacién se presentan los resultados.

ABSORBANCIA A 492 nm

ANTI-246 Antj-285
PORINAS DE  Salmonella yphi

S/ADS ADS S/ADS ADS

1.932 1.876 0.845 0.680

En el ensayo de inmunoprecipitacion se observd el mismo fendmeno (figura 5) ya que
los sueros no hicieron un reconocimiento diferencial de las PMEs sino que todas las bandas
observadas son idénticas y pricticameente no hay diferencia entre una cepa y otra, ni entre

los mismos sueras.
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Los resultados anteriores nos flevan a pensar en la necesidad de abtener anticuerpos
anti-péptido purificados, debido a la policlonalidad de la respuesta, para ello s¢ propone la

elaboracion de anticuerpos monoclonales,

La activacin de complemento por los anticuerpos anti-porina probablemente represente
una de los mecanjsmos efectores del sistema inmune en fa fiebre tifoidea, debido a que la
reaccidn antigeno-anticuerpo se lleva acabo sobre la superficie de la bacteria, de manera que
el complejo C5-C9 (MAC) puede insertarse en la membrana y ejercer su efecto litico

(Figura 6).

Las predicciones de epitopos por medio de algoritmos se realizaron antes de gque se
conaciera en detalle la estructura cristalogréfica de la porina Omp F de Escherichia coli,
reportada por Cowan y Rosenbusch en 1992. ( figura 7) Después de alinear las secuencias
de Omp F de Escherichia coli y Omp C de Saimonelia typhi, se efectud en nuestro
laboratorio, una aproximacin de fa estructura secundaria de la parina Omp C, representada
en Ia figura 8. En ella se observa que e} péptido 246-254, estd lucalizado en el aza L6 y ¢}
péptido 285-303 en L7, lo cual confirma, su comportamiento coma epitopos para finfocitos
B, pues quedan expuestos en fa superficie de la porina y de la bacteria, quedandao accesibles

al reconocimiento de los anticuerpos,
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FIGURA 6

Efecto litico de los anticuerpos anti-porinas por ¢l complemento sobre lu superficie
de la membrana. FL Fosfolipido. LPS Lipopolisacirido. LP Lipoproteina. OMP A Proteina

modificable por el calor. Omp C porina que se expresa con temperaturas y osmolaridad
elevadas.
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FIGURA 7

Estructura secundaria de la porina Om F de Escherichia coli, a pertir de estudios
cristalogrificos con una resoluci6n de 2,4 A, reportada por Cowan y Rosenbush.
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FIGURA 8

Estructura secundaria propuesta para la porina Omp C de Salmonella typhi a partir de una
comparacion con el modelo propuesto para la porina Omp F de Escherichia coli.
(Basado en Cowan et. ai, Nature, 727-732. 1992).
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. X.- CONCLUSIONES.
Se demostrd que el sistema péptido-resina es capaz de estimular en los ratones una

respuesta de anticuerpos contra los péptidos.

Los péptidos 246-254 y 285-303 son regiones expuestas en la porina Omp Cy a su

vez expuestas en la superficie de la bacteria.

Los sueros policlonales no son capaces de diferenciar selectivamente a las PMEs de

las diferentes cepas utilizadas.
El mapeo de epitopos de la porina Omp C de Salmonella typhi representa un paso

més en ¢l estudio de los mecanismos involucrados en Ja respuesta inmune generada contra

la fiebre tifoidea.
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X1.- PERSPECTIVAS

Dado que en los resultados para demostrar la especificidad de los sueros anti-péptido
con las PMEs de las diferentes especies de Salmonella y Escherichia, no se pudo demostrar
si habia reconocimiento diferencial, se propone realizar este ensayo con anticuerpos

monoclonales.
En un proyecto a corto plazo serd necesario analizar la capacidad de estos epitopos

para generar una respuesta inmune protectora en animales y su papel en la relacién

huésped-parésito durante la infecci6n.
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APENDICE

Lista de material utilizado,
MATERIAL BIOLOGICO

- Ratones C3HB/Fej y Balb/c.

- Cepas de: Escherichia coli K12, Escherichia coli UH302, Escherichia coli
UH302/pSt13, Escherichia coli DH5a, Escherichia coli DHS5e/pSt13, Salmonella yphi
9,12,Vid, Salmonella syphi 1y2, Salmonella yphi O 901, Salmonella typhimurium y

Staplylococcus aureus.

MEDIOS DE CULTIVO.

BHI (Infusién Cerebro Corazén).

Luria (0.5% de extracto de levadura, 1% triptoma y 1% de NaCl).

M9 (0.6% NaHPOy, 0.3% KHyPOQy, 0.5% NaCl, MgSO4 1 M, glucosa al 20% y
CaCly).

Birni 1 (Glucosa 50 mM, Tris-HCI pH 8. 25 mM y EDTA 10 mM).

Penassay (0.15% extracto de levadura, 0.15% extracto de carne, 0.5% peptona, 0.1%

glucosa, 0.35% NaCl 0.37% K,;HPOy, 0.13% KH,POy,).
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REACTIVOS .

Triton X-100
HEPES

Tris-HC!

EDTA

BSA

Acrilamida
Bis-acrilamida
PPO »
DMSO

SDS

B8 Mercapto-etanol
Gliceral

Glicina

Tween-20
Nonidet P-40
Adyuvante Completo de Freund
OPD

Hy0,

H,5804
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ffr,a e

b g

EQUIPO DE LABORATORIO
Estufa
Balanza Analitica
Centrifuga
Ultracentrifuga
Sonicador
Sintetizador de Péptidos
Lector de ELISA
Citometro de Fujo (FACS)
Equipo para Electroforesis
Contador de Centelleo

Espectofotémetra
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