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ll. RESUMEN.

Las porinas son proteinas en la membrana externa de las bacterias Gram
negativas que constituyen canales de difusién de compuestos de bajo peso molecular.
Estas proteinas son capaces de inducir inmunidad protectora contra el reto con
Salmonella typhi en ratones. Salmonella typhi CVD908 es una cepa AaroC AaroD,
auxotréfica para aminoacidos aromaticos y Salmonella typhi CVD908QMgp63 contiene
integrado en el locus aroC, el gene que codifica para gp63 de Leishmania mexicana. El
patron electroforético de las proteinas de membrana externa de estas cepas es
distinto, pues Salmonella typhi CVD908 expresa menor cantidad de OmpC. Por lo que
la cepa mutada de Salmonella typhi CVD908 induce menores titulos de anticuerpos
contra OmpC. Salmonella typhi CVD908 expresa en menor cantidad la porina OmpC
en comparacion a Saimonella typhi CVD908 Q Mgp63. No se ha aclarado por qué al
integrar en el cromosoma un gen heterdlogo Salmonella typhi CVD908 recupera la
expresion de OmpC pero probablemente se deba a la introduccién de un promotor en

la region aroC, lo que sugiere que existe un vinculo regulatorio entre aroC y OmpC.



lll. INTRODUCCION.

l.4 Generalidades.

El género Salmonella comprende mas de 2000 serotipos los cuales se agrupan
en tres especies: Salmonella cholerasius (con solo un organismo), Salmonella typhi
(constituido sélo por el bacilo de la tifoidea humana) y Salmonelia enteritidis (a la cual
pertenecen los demas serotipos). Las Salmonellas se pueden clasificar a través de la
identificacion serolégica de los antigenos de superficie que presentan. Salmonella
cholerasuis y Salmonella typhi son microorganismos muy adaptados al cerdo y al
hombre, respectivamente; sin embargo, ambos son capaces de infectar al ser humano.
Salmonella ententidis incluye serotipos adaptados y no adaplados a su hospedero,
siendo estos Ultimos los causantes de la infeccion sistémica de muchos animales y de
la diarrea en el hombre (53). Como ejemplos de las especies de Salmonella adaptadas
al hospedero se puede mencionar a Salmonelia typhimurium que causa salmonelosis
murina, mientras que Saimonella gallinarumy Salmonella pollorum causa salmonelosis
aviar. En el humano, las Salmonellas no typhi son capaces de generar enfermedades
invasivas en individuos muy jovenes y en los de edad avanzada, asl como en personas
inmunosuprimidas. Los portadores asintomaticos de Salmonella typhi son el reservorio
de la fiebre tifoidea humana. Algunas personas pueden convertirse en portadores
temporales de otros serotipos de Salmonella y son los que generalmente ocasionan
brotes de gastroenteritis a través de la contaminacion de los alimentos, por lo que
estas infecciones se consideran antropozoonosis (42).

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa causada por la

ingestion e invasion masiva de Salmonella typhi.
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Aunque la fisiopatologia del padecimiento no esta totalmente esclarecida, se
sabe que gran parte de las manifestaciones clinicas son provocadas por la liberaciéon
de endotoxina la cual induce fiebre, hipotension arterial, leucopenia y estimulacién
policlonal de linfocitos B (43). El cuadro clinico se caracteriza por sintomas sistémicos
como fiebre, malestar general, cefalea y dolor abdominal, que frecuente mente se
presentan con exantema transitorio, esplenomegalia y leucopenia. Las complicaciones
mas importantes incluyen la hemorragia intestinal en el 2 al 8% de los casos y la
perforacion que se presenta en el 3 al 4%.

La tasa de letalidad es alrededor de 1%; sin embargo, en los casos
complicados puede ascender hasta el 30%. Ya que este microorganismo afecta sélo al
ser humano y no hay reservorios animales, el elemento mas importante en la cadena
de transmision es el portador asintomatico.

Actualmente no existe una vacuna de aceptacién universal. Las vacunas
parenterales de células muertas inducen inmunidad de corta duracién y con frecuencia
producen reacciones colaterales como fiebre, ataque al estado general o el dolor local,
debido a la presencia de endotoxina. La vacuna oral de células atenuadas tiene una
eficacia hasta del 67% (45).

Esta enfermedad continGia siendo un problema de salud en los paises en vias
de desarrollo y en algunos palises industrializados, donde se presenta de manera
endémica. Sin embargo, aun en los palses con buena infraestructura sanitaria se
pueden presentar brotes (11). Se estiman alrededor de 16 millones de casos anuales
en el mundo, que causan mas de 600,000 muertes (78).

La incidencia en Africa y Asia es de 500 casos/100,000 habitantes. En la region
de las Américas alrededor de 1990, se presentaron 89,591 casos aproximadamente,
que representan una incidencia de 20.8 casos/100,000 habitantes; la incidencia a
llegado a ser hasta de 150 casos/100,000 habitantes en Chile. En México se
reportaron 11,078 casos en 1987, con una tasa de 13.64 casos/100,000 habitantes. E|
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grupo de edad mas afectado por la enfermedad es el de los 15 a 44 afos, donde se
presentan aproximadamente el 58.62% de los casos, lo cual representa mas de
500,000 dias laborales perdidos. Hasta la semana 34 de 1996 se habian reportado ese
ano 4,351 casos, que comparados con 3,286 del ado anterior, representan un
incremento del 32% (18). Aunque se ha descrito que Salmonella typhi en todo el
mundo constituye una sola clona con muy poca divergencia intraespecie (82,83) y
algunos estudios muestran poca correlacién entre las caracteristicas genotipicas y la
severidad de la enfermedad (26,38), olros autores sugieren que algunas diferencias
genotipicas si pueden estar asociadas a la virulencia de algunas cepas (95).

Salmonella typhi es un bacilo no esporulado pereneciente a la familia
Enterobacteriaceae, tribu Salmonellae y género S. typhi, gram-negativo, mévil, mide
de 2 a 3 ym, es citofilico, anaerobio facultativo, intracelular, fermenta la glucosa con
produccién de Acido, es lactosa y sacarosa negativos. Tiene una estructura antigénica
de superficie que incluye al antigeno H o flagelar y el antigeno somatico O que
contiene carbohidratos especificos utiles en su identificacion serolégica; de acuerdo a
la clasificacion de Kauffman-White, Salmonella typhi pertenece al grupo D y comparte
con las diferentes especies de ese grupo los antigenos somaticos 9,12; los flagelos
contienen el antigeno d y en la superficie se encuentra el antigeno V i, el cual forma
parte de la membrana externa y es indicador de virulencia.

Salmonella typhi penetra al organismo a través de la boca, se multiplica
rapidamente en el intestino delgado, penetra la membrana basal intestinal sin causar
dano importante en los tejidos, es fagocitada por macréfagos y transportada a los
ganglios linfaticos regionales donde se multiplica activamente, tiene una fase de
bacteremia, se distribuye en el sistema fagocitico mononuclear, donde se reproduce y

es liberada nuevamente al sistema circulatorio.
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11l.2 Respuesta Inmune en contra de Salmonella typhi.

Salmonella typhi no afecta de manera natural al raton, pero la infeccién por
Salmonella typhimurium tiene en este animal una patogenia semejante a la fiebre
tifoidea en el humano, y por tanto se ha utilizado como modelo para estudiar las
interacciones de la bacteria con el hospedero. Utilizando otros modelos, como la
inoculacion intraperitoneal de Salmonella typhi mezclada con mucina, es posible
infectar macréfagos murinos (87).

La respuesta inmune que se genera en contra de Salmonella ha sido estudiada
en los ratones, tanto resistentes como susceptibles a la infeccidon por Salmonella
typhimurium (108,62,17). En las cepas de ratones susceptibles (BALB\c) a la infeccion
por Leishmania, los macréfagos no se activan eficientemente y probablemente no
producen cantidades suficientes de IL-12, impidiendo la diferenciacién de linfocitos
cD4* hacia el linaje Th1.

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio, en los gangiios linfaticos, bazo e
higado, con muy escasa cantidad de polimorfonucleares y gran acumulacién de
mononucleares, en el interior de los cuales es capaz de proliferar (43).

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversas fracciones
antigénicas, las cuales no necesariamente correlacionan con el desarrollo de
proteccion contra las recaidas o reinfecciones, a excepcion de algunos estudios que
sugieren que los anticuerpos contra el antigeno H son un indicador de resistencia a la
fiebre tifoidea (100).

Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (IgA) impiden la adherencia de
Salmonella typhi a la pared intestinal; sin embargo, sélo son protectores ante indculos
pequenos de las bacterias.

Frente a la gran invasion por grandes cantidades de Salmonella typhi, los
mecanismos de inmunidad celular, fundamentalmente la activacion de macréfagos, son

indispensables para el control de la infeccién (61).
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Se ha estudiado la participacion de las diferentes poblaciones de linfocitos T« /
3 (CD4+ y CDB+) y v/ asi como de los factores solubles que éstas producen y la
influencia de estos factores en la actividad microbicida del macroéfago. Los linfocitos T
cp4* participan en la activacion de los macréfagos, en la estimulacion para la
produccion de anticuerpos y en la induccién de hipersensibilidad retardada observada
en los animales infectados con Salmonella (101,96). El papel de los linfocitos T cos*
citotoxicos es controversial. Mieniras que algunos autores reportan evidencias de que
ciertos antigenos recombinantes, expresados en bacterias pueden ser presentados en
el contexto de moléculas de clase | y por lo tanto generar CTL . Otros no han logrado
inducir este tipo de respuestas contra los antigenos acarreados por salmonella y otros
mas han demostrado que la induccion de CTL parece estar asociada con la cantidad
de proteina recombinante que se produce y, con la estabilidad de los plasmidos .

En la busqueda de los antigenas involucrados en la respuesta inmune contra
Salmonella typhi se han analizado algunos de los componentes de la membrana
externa como los son el lipopolisacarido (LPS) y las porinas. En el caso de Salmonella
typhimurium se ha reportado que una mezcla de proteinas de la membrana externa
(PME), o bien con porinas purificadas, son capaces de inducir un estado protector en
los ratones (102,104).

El LPS también llamado endoloxina , es un componente importante de las
paredes celulares de muchas bacterias gramnegativas, a concentraciones bajas el LPS
estimula la produccién de anticuerpos especificos. Se cree que un componenente de la
molécula del LPS se une a las células B y las acliva dierectamente, es decir, que el
antigeno proporciona la primera y segunda sefal necesaria para la activacion de las
células B. Ademas el LPS es un activador de célula B policlonal en los ratones pero no
en los seres humanos ni en la mayor parte de otras especies.En todas las especies el

LPS es uno de los mas potentes activadores conocidos de los macrofagos (1) .
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El  LPS induce proteccion mediante el desarroflo de una respuesta de
anticuerpos y aumentando la respuesta celular dirigida contra las porinas (69).

La inoculacion de porinas de Salmonella typhimurium, en el cojinete plantar de
ratones inmunizados con dosis subletales de Ja misma bacteria, son capaces de
generar una reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH) (103), la cual se considera
una manifestacion in vivo de la inmunidad celular. Algunos autores consideran que hay
una correlacion directa entre inmunidad protectora y el desarrollo de la DTH, sin
embargo, en otros trabajos se ha encontrado que no en todos los casos hay
correlacion entre estos dos fenémenos, e inclusive se ha reportado que hay proteccion
en ausencia de DTH (54).

Por otro lado en humanos el LPS y las porinas inducen la produccién de Factor
de Necrosis Tumoral a (TNF-a), Interleucina-1a (IL-1a) e IL-6 por monocitos, e IL-4 e
interferon gamma (INF-y) (28).

Tanto las PME de Salmonelia typhi (45), las porinas purificadas (46), asi como la
OmpC recombinante (44), inducen proteccién en ratones al reto con Salmonelia typhi.
En la proteccién observada paricipa la respuesta de anticuerpos, ya que el suero
hiperinmune de conejo anti-PME protege pasivamente a ratones al reto con 100 DL50
de Salmonella typhi Ty2, al igual que los anticuerpos monoclonales anti-porinas (47),
mientras que los anticuerpos monoclonales anti-LPS no tienen ningun efecto (79). En
el humano se ha encontrado que los pacientes convalecientes de fiebre tifoidea
producen IgG contra las porinas de Salmonella typhi (75). Por otro lado, las porinas
también inducen inmunidad mediada por células, ya que activan especificamente
linfocitos T en humanos y ratones (5,33) y promueven la activacién de macréfagos.

En relacion a la respuesta inmune contra Saimonella typhi, se puede concluir
que para el control de la infeccion es necesario un efecto sinérgico entre la actividad
del macrofago, los anticuerpos y los linfocitos T. Sin embargo, todavia no se ha

aclarado compietamente el papel que juegan cada uno de los componentes de la
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respuesta celular en la infeccién causada por Salmonella typhi; aunque la funcién de
los linfocitos T CD8 " es el menos claro, es evidente que estas células participan en el
control de infecciones por microorganismos intracelulares como es el caso de Listeria,

Mycobacteritim, Chlamidia y Brucella (77)

1.3 Proteinas de Membrana Externa (PME)

Al menos la mitad de la masa de la membrana externa son proteinas. Las
proteinas constituyentes de la membrana externa son proteinas porinicas y no
porinicas.  Las proteinas principales se dividen en :

a) Proteinas matrices o porinas que participan en el trasporte pasivo de moléculas de
bajo peso molecular a travées de la membrana.

b) Proteina modificable por calor (OmpA) relacionada con los procesos de conjugacion
y que actira como receptor de algunos fagos y colicinas, su peso molecular es de 33
KDa.

c) Lipoproteinas de Braun la cual esta unida covalentemente a la peptidoglicana y cuya
funcion es mantener la integridad estructural y funcional de la membrana.

Con respecto a las proteinas menores se ha demostrado que intervienen como
acarreadoras en el transporte de moléculas de alto peso molecular, ademas de estar
relacionadas con la replicacion celular (44).

Las porinas tienen un peso molecular de 31 a 42 Kda, su composicion de
aminoacidos proporciona una moderada hidrofobicidad y un indice de polaridad del
45%, tienen un punto isoélectrico de 4.5-4.6 (71). Reciben el nombre de porinas
porque se arreglan en trimeros que forman poros o canales que permiten la entrada
pasiva inespecifica de pequenas moléculas hidrofilicas a través de la membrana
externa (72). Las porinas identificadas tanto en Escherichia coli en Salmonella

typhimurium son OmpC, OmpF y Phoe; mientras que OmpD al parecer es exclusiva de
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Salmonella typhimunum. Estas proteinas son muy semejantes entre sl y tan solo
difieren en su selectividad y afinidad por grupos iénicos.

Las estructuras de las porinas presentan una gran estabilidad en presencia de
detergentes como las sales biliares y el SDS, y son altamente resistentes a la accion
de algunas proteasas.(71)

Dentro de la familia de porinas de los géneros Escherichia 'y Salmonella, las
mas estudiadas son OmpF y PhoE de Escherichia coli, pero debido a su gran
homologia (mas del 60%), se considera que la estructura de las otras porinas es muy
similar. Estan formadas por tres monémeros idénticos de forma cilindrica semejante a
un barril (Figura A). La entrada del poro se encuentra delimitada por largas
prolongaciones del cilindro que restringen su acceso al inclinarse hacia el centro del
canal. A la mitad de la altura, el diametro del poro se reduce por el doblamiento de una
de sus paredes hacia el interior. Esta zona de restriccién determina el paso de las
moléculas de diferente tamafo y polaridad. El poro se vuelve a abrir y conserva sus
dimensiones hasta el otro extremo, el cual desemboca en el espacio periptasmico de la

bacteria (12).



Figura A. Modelo de la estructura terciaria de la porina OmpF de Escherichia coli. (12)
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El monémero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en promedio. Los
estudios cristalograficos mas recientes realizados en OmpF y PhoE, con resolucién de
24 Ay 3.0 A respeclivamente, muestran que la unidad estructural es un barril f3
formado por 16 regiones de hojas anti-paralelas enlazadas en sus extremos por
horquillas y por largas asas con algunas a-helices intercaladas. El cilindro se forma al
cerrarse las estructuras de [} de manera pseudo-ciclica, mediante un enlace ionico
entre el extremo carboxilo de la hoja 3-16 y el extremo amino de la hoja [3-1 (71). En
el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal. La
entrada del poro esta 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
periplasmico, en cambio, tiene dimensiones de 15 X 22 A y estd definida por las
vueltas [3. EI mayor nimero de modificaciones en la secuencia protéica entre una y otra
porina se localiza en estas asas y por tanto son éstas las responsables de la diferencia
en el tamanio de entrada de los poros (71).

Las porinas se encuentran en la superficie de la bacteria en una cantidad
relativamente elevada, (hasta 105 copias por célula), por lo que constituyen una de las
proteinas mas abundantes en la bacteria en términos de masa; pueden presentar
hasta un 2% de la proteina total de la célula (40). Hasta el momento las porinas mas
estudiadas son las de Escherichia coli y Salmonella typhimurium, y sus principales
caracteristicas se muestranen la Tabla 1.

Las condiciones de crecimiento, como la actividad osmotica y la temperatura,
regulan la expresion de las porinas. En un medio de cultivo comin (que contenga
fuentes de Carbono y Nitrogeno, factores de crecimiento y sales minerales) solo OmpF,
OmpC y OmpD se producen; PhoE unicamente se expresa bajo condiciones de

escasez de fosfatos.
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La expresion de OmpF se reprime por la temperatura y la osmolaridad
elevadas; por lo que algunas cepas practicamente no sintetizan esta proteina a 37°C y
en presencia de aproximadamente 0.9% de NaCl. Por el contrario, la expresiéon de
OmpC, se ve favorecida con niveles elevados de sales (71).

OmpC y OmpF son proteinas muy semejantes funcional y estructuralmente; sus
poros tienen tamafos de exclusion similares , y didmetros que varian entre 1.1y 1.3
nm3. Se cree que estas dos proteinas y la porina PhoE evolucionaron de una proteina
ancestral comun, ya que las secuencias protéicas contienen un 63% de aminoacidos
idénticos y que esta homologia se incrementa hasta un 86% en el extremo carboxilo de
ambas proteinas (76).

Al realizar estudios /n vitro 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
nutrimentos y iones a través de la membrana externa de la bacteria. Ademas, la
medicion de la conductancia en estas membranas, ha permitido calcular el diametro de
los poros (4). No hay informacion 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 difusién a través de la porina; siendo las principales el

tamario, la carga eléctrica y la hidrofobicidad del soluto.
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PORINA RECEPTOR PESO DIAMETRO REGULACION
A FAGOS O MOLECULAR | APROXIMADO DE
COLICINAS (Kda) (nm) LA SINTESIS
OmpF | a)Tul, T2, TP1, TP2 327 1.2 Reprimida por alta
b)TP5, ColA 393 1.2 osmolaridad
OmpC | a) Tul, Mel, PA2, 36.0 11 Desrreprimida por
434, SS1, TP2, TP5, alta osmolaridad
TP6 39.8 1.3
b) PH42, PH105,
PH221
OmpD | a)No tiene No tiene No tiene Dependiente de
b)PH31, PH42, 38.0 13 AMPe
PH51
PhoE | a)TC23, TC45 368 12 Desrreprimida por

b)No identificado

No identificado

No identificado

escasez de Pi

TABLA (1). Caracteristicas de las porinas de a) Escherichia coli y b)Salmonella

typhimurium.

Las porinas son capaces de inducir inmunidad activa en ratones contra el reto

de 500 DL5p y que el suero hiperinmune de conejo contra PME induce proteccion

pasiva y es capaz de reconocer al grupo de las porinas.

El gen que codifica para OmpC de Salmonella lyphi ya fue aislado y

secuenciado (2,106). La porina OmpS1 de Salmonella typhi, que se logré identificar

utilizando como sonda una secuencia de OmpF de Escherichia coli, es mas grande

que OmpC y OmpF pues tiene 41 KDa, y se expresa en tan baja concentracién que no

es visible en electroforesis en acrilamida (2). Algunas evidencias sugieren que la porina

OmpA actia como un receptor de bacteriocina y ademas juega un papel importante en
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el mantenimiento de la morfologia celular y en la integridad de ta membrana externa,

posiblemente por sus interacciones con las peptidoglicanas.

La funcion de la proteina a constituye un misterio, algunas evidencias sugieren
que es probablemente una proteasa. La lipoproteina es un polipéptido que contribuye a

la estabilizacion de la arquilectura del complejo membrana-peplidoglicana.

{I.4 Inmunogenicidad de las porinas de Salmonella typhi.

Las porinas de S. typhi desempefian un importante respuesta inmune contra la
fiebre tifoidea (46) Se ha demostrado que estas proteinas estimulan mecanismos
efectores humorales y celulares en modelos murinos y que son buenos inmunégenos
para la induccién de un estado de proteccion contra la infeccién por la bacteria
(45,46,47,79,75,5,33).

Las porinas de S. typhi son también inmunogeénicas en el humano. Esto se
demostré cuando, al evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes con fiebre
tifoidea en fase convaleciente, se encontraron anticuerpos de clase IgG dirigidos contra
las porinas (75). De igual modo, la administracién de la vacuna antitifoldica oral indujo
la produccion de anticuerpos antiporinas en las personas estudiadas (5).

Para entender la virulencia de S. lyphi, y para poner en claro la respuesta
inmune del hospedero, es importante determinar otras propiedades de S. typhi que son
constantes entre las diferentes cepas (88). Incluidas en estas propiedades, esta la
presencia de genes que codifican para supuestos factores de virulencia y otros
antigenos de superficie, dos de los genes son aquellos que codifican para las PME (6).

Estos hallazgos en torno a las porinas de S. typhi y su papel en la respuesta
inmune, han motivado un estudio mas profundo sobre su antigenicidad; es decir, sobre

las regiones de la proteinas responsables de la induccion de proteccion.
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La capacidad de las proteinas de membrana externa (PME) de Salmonella typhi
de conferir proteccién contra el reto de la bacteria viva, se ha demostrado en el modelo
murino. esto estda dado por el reto en ratones con la administracion oral o
intraperitoneal de la bacteria (20).

Las ventajas de este modelo es que es muy similar a la enfermedad en
humanos, ya que animales inmunizados con 30ug de una mezcla de PME y una
contaminacion con 4% de LPS fueron protegidos al 100% con dosis de hasta 1000
DLso (dosis letales al 50%). Suero de conejo inmune anti-Omp’s reacciond con mas
intesidad con las proteinas de 36-41 KDa que corresponden a las porinas. Lo que
sugiere que las porinas son las proteinas responsables de la proteccion de los
animales y que la rama humoral esta directamente implicada. La presencia de
inmunidad celular es evidente por la habilidad de estas proteinas para activar linfocitos
T de ratones inmunizados con PME de Salmoneila typhi,

Generalmente las porinas contienen cinco 0 mas epitopos de superficie de 6 a
25 residuos (74), que son parcialmente encubridos por el LPS y completamente
bloqueados por antigeno O (97). Estas proteinas tienen un papel potencial en esayos
de diagnéstico, resistencia a antibiéticos, y como inmundgenos para vacunacion (3).

La presencia de anticuerpos especificos hacia Omp’s ha sido demostrado en
pacientes con fiebre tifoidea (6,45); ademas se ha observado una respuesta inmune de
células T contra Omp en pacientes con fiebre tifoidea comparado con individuos que
recibieron una vacuna con cepas atenuadas vivas. Esta respuesta correlaciona con
‘una respuesta humoral que no fue detectada en esos individuos que recibieron
extractos celulares inactivados como una vacuna (107).

El aislamiento de Salmonella typhiy Salmonella typhimurium hizo posible exhibir
el 91% de homologla que tienen entre ellas. La region variable de Salmonella
typhimunum corresponden en el 50 o 60 de los "loops” expuestos, que supuestamente

han sido generados y caracterizados contra la porina de 36KDa OmpC de Salmonella
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typhi (68). La variacion en Salmonella lyphi ha sido observada en genes ribosomales
(70), de esta manera es concebible que los alelos observados tal como OmpC son
involucrados en los procesos fisiologicos impuestos por la selectividad presionada
contra el cambio.

La secuencia de OmpC de Salmonella typhi contiene ocho regiones sobre las
bases del modelo estructurado de porinas enterobacteriales (49,91) que corresponden
hacia los dominios expuestos en la superficie de las porinas; éstas son buenos
candidatos para vacunas contra infeccion por Salmonella . Ademas estos epitopos
podrian proporcionar atractivos sitios de insercién y la expresion de genes extraios en
cepas de Salmonella (7,35).

Se observo que dosis de porinas de Saimonelia typhi de 10 o 30 ug indujeron el
90 % de proteccién al reto de 500 DLso de la bacteria (46).

Se identifico a la porina OmpC como una de las dos porinas responsables de
tales resultados y su produccion y utilizacion como inmundégeno de manera
recombinante ha permitio analizar su papel en la induccién de la inmunidad protectora
(44).

Por lo dicho anteriormente se considera a la porina OmpC de Salmonella typhi
como un excelente candidato como agente vacunal contra fiebre tifoidea. Sin embargo
los procedimientos bioquimicos de extraccién y purificacion de la proteina es el
principal incoveniente para su desarrollo a escala industrial, ademas de que no se

elimina completamente la contaminacion del LPS.

1.5 Salmonella como acarreador vivo de antigenos.
La regiones variables entre Salmonella typhi y E. coli en OmpC (80)son
mostrados entre los loops 1 al 7, las regiones que corresponden a los "loops”" 4 y 6

respectivamente pueden ser modificados para servir como acarreadores de epitopos
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heterdlogos. El reconocimiento de epitopos fue mas efectivo en el cuarto "oop” que en
el 6 probablemente debido a diferencias en la estructura secundaria en esta region.

Un nuevo candidato a vacunas de Salmonella typhi han sido atenuadas por
mutaciones (93) auxotroficas. Los aminoacidos aromaticos auxotréficos causaron

bacteremias en algunos estudios(93,94).

Hoiseth y Stocker (39) construyeron cepas de Saimonella typhimurium definidas
como acarreadores, sin revertir la pérdida en el gene aro A, dando como resultado una
construccion avirulenta, ya que esta Salmonella typhi dependia para su crecimiento de
compuestos aromaticos que no son encontrados en el tejido del mamifero.

Encontraron que ésta protegia, y era efectivo en vacunas vivas para ratones; a
la vez observaron que con una mutacion en aro de Salmonella typhi actualmente son
considerados para usarse como vacunas vivas en animales domésticos y humanos.
Encontraron que pueden ser muy efectivas como vacunas recombinantes, como
acarreadores de antigeno heterdlogos derivados de bacteria, virus y parasitos (14,15).

Las cepas atenuadas de Sa/monella, que acarrean determinantes antigénicos
de otros organismos, son de gran interés como alternativa en el desarrollo de vacunas,
pues la administracion oral de Salmonella viva puede inducir respuesta inmune
secretora humoral y mediada por células contra Salmonella y contra los antigenos que
acarrea y, consecuentemente, conferir proteccién en modelos animales.

Sin embargo, para que estas cepas atenuadas de Salmonella puedan ser
empleadas como acarreadores, se deben introducir genes extrafios que produzcan de
manera estable la proteina recombinante, usualmente se utilizan plasmidos que
confieren resistencia a antibioticos, facilitan su identificacion y permiten la retencién del
plasmido por la bacteria; aunque estos plasmidos se retienen de manera adecuada in

vitro, son muy inestables in vivo ain cuando la bacteria se encuentra bajo la presion
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selectiva del antibiotico. Para resolver este problema se ha utilizado |a integracion del

gene foraneo al cromosoma de la cepa acarreadora (40).

1.6 Salmonelia typhi CVD908.

Algunas cepas atenuadas de Sa/monella son de interés por que ellas confieren
proteccion solida en sistemas experimentales usadas en el modelo murino como
vacunas orales (7).

Para la conétruccién de la cepa Ty21a (basada en la cepa Salmonella typhi
Ty2), se tuvo que someler a mutaciones quimicas. Las mutaciones en los genes que
codifican para enzimas de la ruta biosintética del precorismato son atractivos
candidatos a vacunas, desde mutaciones en varios genes aro, incluyendo aroA, aroC y
aroD, solas o en combinacion, dan cepas de Salmonella que son efectivas como
vacunas en ratones y ganado vacuno (39,51)

Se ha descrita que la cepa Ty21a de Salmonella typhi es un prototipo que
estimula la respuesta inmune protectora contra Salmonella typhi y se ha usado para
expresion de antigenos enterotoxigénicos de E.coli (9).

Sin embargo encontraron que Ty21a requiere multiples dosis para llevar a cabo
una maxima inmunogenicidad.

CVD908 es una nueva vacuna de Salmonella typhi , es una cepa atenuada e
inactivada por recombinacién homdloga a los genes aroC y aroD utilizando plasmidos
suicidas. CVD908 tiene una dependencia nutricional por compuestos aromaticos tales
como el acido-para amino benzoéico (PABA) y el 2,3- dehidroxibenzoato (DHB) que son
disponibles en el tejido humano para su crecimiento, por lo que la cepa es incapaz de
replicarse en los tejidos de los mamiferos porque en ellos no encuentra los metabolitos

necesarios para la via biosintética de compuestos aromaticos (39). (Figura B)
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VIA METABOLICA DE LA BIOSINTESIS AROMATICA
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A diferencia de Ty21a, CVD908 es faciimente manipulada por técnicas
genéticas, ademas de que expresa el antigeno O, H Vi.

Existen hechos donde se reportan la seguridad y la duerte inmunogenicidad
a una baja dosis de CVD908 (5X104 c.f.u. o 5x10% c.f.u.), enun pequeno numero
de voluntarios humanos sanos a dosis orales altas y estimulo respuesta inmune
de tipo sistémica y de mucosas (94). Con ésto se pudo describir los estudios de la
seguridad clinica y la inmunogenicidad de CVD908 dando por via oral una dosis
de 5X107 c.f.u. o tres dosis de 5X10% c.fu.

La construccion de CVD908 con deleciones en aro C y aro D derivada de la
cepa Salmonella typhi ISP1820 (recientemente aislada de Salmonella typhi de
Chile,) y de la cepa Ty2 respectivamente (41).

En la fase | CVD908 estimuld una impresionante respuesta inmune,
después de una dosis oral comparada con otras vacunas orales o candidatos a
vacuna.

CVvD908 es la primera cepa de Salmonella typhi que se caracterizd con
mutaciones genéticas, que estuvieron lo suficientemente atenuadas en las
pruebas de fase |, y ha sido considerada para usarse como cepa acarreadora en
varios sistemas experimentales (57), Una cepa que expresa gp120 de HIV-1 fue
capaz de evocar anticuerpos contra el virus al ser administrada a ratones BALB/C
(25). S. typhi CVD908 fue empleada como acarreador de la proteina
circunsporozoltica (CSP) de Plasmodium falciparum. La administracion oral de
este candidato a vacuna en voluntarios humanos, dio como resultado una
respuesta de anticuerpos a la CSP y, mas importantemente, en aigunos

voluntarios se identificaron linfocitos T citotoxicos dirigidos contra la CSP (32).
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lI.7 Regulacion de las porinas,

La expresién de las principales proteinas de membrana externa OmpF y OmpC
en E.coli estan reguladas a nivel transcripcional por los productos del operén OmpB,
OmpR y EnvZ en respuesta hacia los cambios de osmolaridad en el medio (29,36).
(TABLA 2),

EnvZ es una proteina de membrana interna, que tiene actividad fosfatasa
(23.58) y esta presente aproximadamente en 10 copias por célula (67), OmpR es una
proteina que esta unida a DNA que reconoce secuencias en la region del promotor de
ambas porinas OmpF y OmpC (50,65,73) y esta presente en 1000 copias por célula
(110). Ademas de que puede ser fosforilada por EnvZ y la actividad de transcribir a las
porinas OmpF y OmpC.

Previos datos sugieren que EnvZ fuciona como un sensor que retrotransmite la
informacioén para la activacion transcripcional de OmpR, que controla la expresion de
ambas porinas (13,23)

Se mostro que las funciones conocidas de EnvZ requiere OmpR (89). OmpF es
preferenciaimente expresado mediante baja osmolaridad, mientras que la expresion de
OmpC es mediante el incremento de osmolaridad con una disminucién de la
produccion de OmpF (105).La regulacion diferencial estd medida por varias formas o
estados de OmpR una forma, activa a OmpF y la otra activa a OmpC (89,36)

EnvZ es la responsable de mediar la conversién de OmpR dentro de las
diferentes formas (89); sin embargo EnvZ requiere para la expresiéon de ambas porinas
OmpF y OmpC (29,30,66).

Al igual se observd que las mutaciones en OmpR causa disminucién o la nula

expresiéon de OmpC.
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La ausencia de OmpC en Shigella es causada por la reduccién de virulencia,
donde OmpF no esta relacionada en esta, mienlras que en Salmonella typhimunum
observaron que cuando hay mutacién en OmpC no afecta la virulencia

La mutaciones que disminuyen la expresion de OmpC causan el aumento en la
expresion de OmpF. La mutacién que incrementa la expresion de OmpC causa baja
expresion de OmpF. Sin embargo la disminucién de expresion de OmpF parece ser
dominante. Si hay dominio de OmpF, el fenotipo OmpC + refleja una normal regulacion

de los genes de las porinas (48).



EnvZ

A [
Reo AL RH
Baja Osmolaridad
D ,
—] = [ ? OmpF encenpIDO
= = 0mpC’  ,oacano
Alta osmolaridad
Q S 2 [ 0mpF aoacano
e — OmpC’
D ENCENDIDO

TABLA 2. Modelo para la regulacibn transcripcional de Ia expresion
de las porinas por OmpR y EnvZ
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.8 Un ejemplo bién conocido de genes relacionados con virulencia y

patogenicidad de Sa/monella es el sistema PhoP/PhoQ

Que es un sistemna regulador que consiste de 2 componenetes bacterianos (63).
De un sensor cinasa asociada a membrana (PhoQ) y a un regulador transcripcional
citoplasmatico (PhoP ).

Esta regulacion en la trascripcion de las diferencias multiples de PhoP -activado
y los genes reprimidos-PhoP, estan originalmente caracterizados en ratones BALB/C
infectados con Sa/monella typhimunum.
Este operén puede modular las importantes funciones de virulencia incluyendo la
supervivencia dentro de macréfagos (63,22) y la resistencia de péptidos antimicrobiales
enddgenos de la familia (defensina-cryptdina) (22,64).

La mutacién nula de PhoP/PhoQ es efectiva como vacuna en un modelo animal.

La delecion de los genes PhoP/PhoQ en la cepa auxotréficas de Salimonella
typhi (514Ty) se observaron en cepas Ty445.

Los genes activados de PhoP han sido implicados en la inhibicion del

procesamiento de antigeno por Saimonella typhimunum in vitro.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la UIMI se ha cbservado que el patron electroforético de los extractos
protéicos crudos de Salmonella typhi CVD908, una mutante aroC aroD, son diferentes
a los de Salmonelia typhi Ty2. En condicicnes usuales de cultivo, Salmonella typhi
CVDS08 carece de la banda que corresponde a OmpC y en
inmunoelectrotransferencia, utilizando un anticuerpo monoclonal especifico contra una
region expuesta de esta proteina (L6), no se revela la banda que corresponde a
OmpC.

Existen diversas razones que pueden explicar la faita en la deteccion de esta
proteina. Es posible que la proteina se produzca en muy bajas cantidades, o bien que
Salmonella typhi CVDE08 contenga alguna mutacion, por lo que tal vez esta diferencia
fenotipica contribuya al distinto comportamiento biolégico de ambas cepas.

Debido a que esta cepa de Samonella se obtuvo mediante métodos de
ingenierla genética que involucran recombinacion homdloga, existe la posibilidad de
que se haya causado una delecion inesperada en el gen OmpC . Por otro lado,
Salmonella typhi CVDO08 contiene deleciones en los locus aroC y aro D. Estas
mutaciones, que impiden que la bacteria sintetice aminoacidos aromaticos,
probablememnte influyen de manera indirecta en el grado de expresion de la proteina
OmpC, o bien es probable que que se produzca anormalmente el RNA mensajero de
esta proteina en Sa/moneila typhi CVD908.

Por otro lado, el hecho de que Salmoneila typhi CVD908 exprese de manera
deficiente OmpC, ofrece ia oportunidad de realizar ensayos para determinar el papel
que desempeda la OmpC, al realizar inmunizaciones en ratones BALB/c con la
Salmonella typhi Ty2 y CVD908 para comparar la respuesta entre una y otra, asi como
conocer que tanto de la respuesta esta dirigida a la proteina OmpC en Sa/monelia typhi

Ty2.
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V. OBJETIVO

Determinar e! papel de ta porina OmpC en la inmunogenicidad que desarrolla la

cepa atenuada Salmonella typhi CVD908 en ratones BALB/c

VI. HIPOTESIS

La inmunizacion de ratones con la Salmonella typhi Ty2 genera mayor
protecciéon al reto con Salimonella typhi Ty2, comparado con los ratones inmunizados
con Salmonella typhi CVD908, ya que ésta Ultima tiene una baja expresion de la
proteina OmpC y ésta juega un papel muy importante en la respuesta contra

Salmonella typhi.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

A). BACTERIOLOGICOS

A.1 Cepas bacterianas.

Salmonella typhi Ty2 de la coleccion de la Unidad de Investigacion Médica en
inmunoquimica (UIMI).

Salmonella typhi CVD908. Mutante AaroC AaroD (donada por el Dr. Myron
Levine, Center for Vaccine Development, Universidad de Maryland, Baltimore, USA) .

Salmonella typhi CVD9080QMgp63. Contiene integrado en el locus aroC el gene
que codifica para la GP63 de Leishmania mexicana (34) (construida en la UIMI).

Escherichia coli UH302. Cepa mutante deficiente en porinas (10) (donada por el
Dr. U. Henning).

pST13. fue construida por el Dr. Felipe Cabello. CVDS08 - pST13, esta
transfectada con el plasmido pST13 el cual tiene el gen que codifica para la porina
OmpC, y el gen que codifica para la resistencia a ampicilina.

Se realizé la caracterizacion bioquimica de todas las cepas en el Instituto

Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos, SSA.

A.2 Cultivo de Bacterias.

Las cepas bacterianas se crecieron en medio de Infusion Cerebro Corazén (BHI)
(BIOXON) durante toda la noche y se realizd una resiembra al dia siguiente
sustituyendo el medio anterior por medio nuevo, a 37°C con agitacion constante en un
Environ-Shaker (Lab-Line). Las cepas se crecieron hasta lograr una fase logaritmica

(0.6 de D.O a 540 nm).
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A.3 Determinacion de la dosis letal al 50% (DL5g).

El cultivo bacteriano de Salmonella typhi Ty2, fue cosechado en la fase de
crecimiento logaritmico se ajusto a una concentracion de 109 bacterias/ml (0.6 de D.O
a 540 nm) partiendo de esta suspension, empleando para ello un factor de dilucion
conslante, se preparan las siguientes concentraciones: 2X106| 4x105, 8x104, 1.6x104,
3.2x103 y 6.4x102 bactertas/ml, 0.5 ml de las bacterias resuspendidas en mucina
(mucina gastrica de cerdo al 5% en solucion salina estéril) se inocularon por via
intraperitoneal (i.p) a grupos de 5 ratones BALB/c de 18 a 20 g de peso. Como grupo
testigo se emplearon ratones inyectados con 0.5 ml de mucina.

Para Salmonella typhi Ty2 se registré la sobrevivencia tres dias después de la

administracién del inéculo bacteriano.

La DLsQ se determiné de acuerdo al método de Reed y Muench (81), segun la

siguiente formula:

Log DL g=Log dil (50% - D.P) X Log factor de dilucién

en donde:
Log dil <50% = Logaritmo de la dilucién inmediata inferior a la dilucién que mata al 50%

de la poblacion.
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50% - <50%

Distancia Proporcional =
: >50% - <50%

50%= dilucién de la concentracion que mata al 50% de la poblacion.
<50%= dilucion inmediata inferior a la dilucion que mata al 50% de la poblacion.
>50%= dilucién inmediata superior a la dilucibn que mata al 50% de la

poblacién.
B) ANIMALES DE LABORATORIO.

Ratones BALB/c de 20 g aproximadamente, de ambos sexos.
Conejo Nueva Zelanda.

Los animales se mantuvieron en el Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

C) OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO CONTRA LA PROTEINA
Omp C RECOMBINANTE DE Salmonella typhi.

Se obtuvo suero hiperinmune de conejo contra la proteina OmpC recombinante
de Salmonella typhi. Se utiliz6 un conejo de la cepa Nueva Zelanda el cual fue
inmunizado por via interescapulovertebral con OmpC recombinante.

Se le administré una dosis cada semana de 1 mg/ml en 500 ml de SS
mezclados con 500 ml de adyuvante incompleto de Freund (SIGMA) durante 12

semanas. El conejo se sangré el dia cero para obtener el suero control. La titulacién de

37



anticuerpos se realiz6 en la semana 12 mediante ELISA, para lo cual las placas se
sensibilizaron con 10 mg/ml de proteina OmpC recombinante en solucién
amortiguadora de carbonatos pH 9.6 1 hr a 37°C. La placa se bloqueé con PBS-leche

al 5% por 2 hra 37°C.

E! suero de conejo se agregd por duplicado en cinco diluciones (1:100, 1:300,
1:900, 1:2700 y 1:8100) y se incubé por 1 hra 37°C.

Finalmente, la placa se incubé con un suero de cabra anti-lgG de conejo
conjugado a peroxidasa (SIGMA) durante 1 hr a 37°C. Posteriormente se agregé el
substrato o-fenilendiamina H202 se estabilizé el color con H2S04 2N y se leyé la D.O.
a 490 nm. Entre las incubaciones, las placas se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01%.
Para utilizar este suero hiperinmune en la evaluacion de la expresién de OmpC por
Salmonella typhi CVDS08, se purificé IgG mediante una columna afinidad de proteina

A de Staphylococcus aureus, de acuerdo al método descrito (37,52)

D) ANALITICOS
D.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La SDS-PAGE de las PME y extracto crudo de cada una de las diferentes cepas
se realiz6 en una unidad electroforética para geles verticales en placa (LKB
instruments) en condiciones reductoras y sistema de amortiguadores discontinuos, de
acuerdo al método c¢e Laemmli (56). 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%. El gel superior contenia 2.5% de acrilamida, 0.13% de
bisacrilamida, 0.1% de SDS en amoriguador de Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. El gel

separador contenia 12% de acrilamida, 2.5% de bisacrilamida, 0.19% de SDS en
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amortiguador de TrissHcl 035 M pH 88. Las bacterias se ajustaron
espectrofotomélricamente a 1X1091ml.

Las muestras se resuspendieron en amortiguador de muestra (Tris 0.125 M pH
8.8, SDS al 2%, b-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al

0.005% ), las muestras se hirvieron por 10 min,

El corrimiento electroforético se llevé a cabo durante aproximadamente 5 hrs

2| y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 0.195 M,

empleando 5 vicm
SDS al 0.1%, pH 8.3. Posteriormente, los geles se tieron durante 1 hr en una solucién
de azul de Coomasie R-250 al 0.25% en metanol-acido acético-agua (45:10:45). Se
destineron empleando una solucién de metanol-acido acético-agua (5:10:85) hasta que

el fondo del gel fue transparente.
D.2 inmunoelectrotransferencia ("Western blot").

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa de 0.45 m (Micron Hybond-C de Amersham), en una unidad de
transferencia electrénica (LKB 2005 TRANSPHOR) por 3 hrs a 0.5 A de acuerdo al
método de Towbin (99). Posterior a esto el papel de nitrocelulosa se bloqued por 1 hr
con PBS-leche al 5%, y después se lavo tres veces con PBS y otras tres veces con
PBS-Tween 20 al 0.1% y se puso en contacto con un anticuerpo monoclona!l contra la
porina OmpC de Saimonelia typhi (55) (donado por el Dr. Felipe Cabello. New York
Medical College, Valhalla, NY, USA) . El anticuerpo se empled en una dilucién 1:1000
en PBS-leche al 5% durante 1 hr a 37°C y se procedié a lavar en las mismas
condiciones que se mencionan arriba y se adiciond el segundo anticuerpo revelador

que fue un anticuerpo de cabra contra IgG de ratén conjugado a peroxidasa (Sigma)
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ditluido 1:1000 durante 45 min. La reaccion se revel6 con a 4-Cloro naftol-H202. Todo

esto se realizé a una temperatura de 37%c.

D.3 Citometria de Flujo (FACS)

La presencia de la proteina OmpC en la superficie de Salmonella typhi CVD908
y Salmonella typhi Ty2 se determind por inmunofluorescencia indirecta empleando un
suero hiperinmune de conejo inmunizado con OmpC recombinante y un anticuerpo
monoclonal contra OmpC de Salmonella typhi (55). Como segundo anticuerpo se
empled un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén o conejo conjugado a isotiocianato de
fluoresceina. La intensidad de fluorescencia se determindé en un citbmetro de flujo
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View. C.A.) analizando 103 bacterias de cada

una de las muestras.
D.4 Ensayo inmunoenzimatico en fase solida (ELISA).

Se realizé de acuerdo al método de Engvall (16). Se recubrieron placas para
microtitulacién con 15 pg de un proteina OmpC recombinante, para lo cual se
resuspendio en amortiguador de carbonatos pH 9.5. y se incub6 por 2 hrs a 37 oc y
posteriormente se dejaron toda la noche a 4 Oc. para bloguear se adicionaron 100
mi/pozo de una solucion de PBS-leche al 6%, por 1 hr. Se le adicion6 el primer
anticuerpo, que consistio en el suero de los grupos de ratones inmunizados de acuerdo
al esquema anteriormente mencionado. Los sueros se emplearon diluidos 1:200 en
PBS-leche 5%. Se incubé la placa a 37 °c por 2 hrs, y se adicion6 el segundo
anticuerpo que fue un conjugado IgG de ratdn diluido 1:1000 y se incubd 1 hrs. Se

adiciond como substrato o-fenilendiamina H202 de un stock de 6mg/12ml, para
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preparar la mezcla se empled amortiguador de citratos de pH 5.6. Se detuvo la
reaccion a los 10 min de incubacién adicionando 50 ml por pozo de H2S04. Se midid
la absorbancia a 492 nm. Entre cada paso se realizaron 4 lavados con una mezcia de

PBS-Tween 20 al 0.1%

E). INGENIERIA GENETICA.

La manipulaciéon de DNA se realizd de acuerdo a las recomendaciones de

Sambrook (84).
E.1 Extraccion de DNA gendmico

Se realizé a partir de 1X10° bacterias cosechadas (utilizando Salmonella typhi
Ty2, Salmonella typhi CVD908,  Salmonella typhi CVDS08QMgp63, UH302,
UH302pST13), dejandolas crecer en medio BHI A 37°C 24 hrs y con agitacion orbital a
200 rpm después de este tiempo se centrifugd a 3500 rpm se obtuvo la pastilla y se
adiciond 1 ml de de TRIzol (GIBCO BRL) 5 minutos después, se adicioné 200 pl de
cloroformo, se agit6é por 15 segundos y se incubd por 2-3 minutos, tras este tiempo se
centrifugéd a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C, se removi6 la fase acuosa y se sigui6 la
técnica para la fase organica se agregé 300 ul de etanol 100% , se agitd suavemente y
se dejo en reposo por 2-3 minutos, se centrifugé a 2000 x g por 5 minutos a 4°C, se
removio toda la fase organica, a la pastilla se le hicieron 2 lavados con 1 ml citrato de
sodio 0. 1M entre cada lavado se dejo la pastilla en la solucion con agitacion constante
a temperatura ambiente por 30 minutos, después del paso de los 30 minutos se
centrifugd a 2000 x g por 10 minutos, después de esto se adiciond 1.5 - 2 mi de

alcohol al 75% se dejé de 10-20 minutos a temperatura ambiente.
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Tras este lapso de tiempo se centrifugé a 2000 x g por 5 minutos a 4°C, se
decanté el alcohol y la pastilla se seco a vacio por 5-10 minutos, se afiadié 300-600
de hidroxido de sodio 8mM se dejo a 56-60°C en bafio maria por 20 minutos, se
centrifugd a 12,000 x g por 10 minutos, se decant6 y la pastilla se resuspendio en 50l

de agua estéril.

E.2 Cuantificacion de DNA

El DNA se cuntifico en el espectrofotometro a 260 nm. Las muestras se
diluyeron 1:100 en agua inyectable. Las concentraciones de DNA se determinaron
mediante la siguiente formula:

| 1de DNA =50 ug/ml X factor de diluciéon X D.O a 260 nm.

40ug = 1 unidad de absorbancia

E.3 Deteccion del gen por la técnica de "Southern blot".

La sonda empleada en la hibridacién se prepar6 de acuerdo al método de
"Random Primer". Aproximadamente 10ug de DNA, se desnaturalizé por ebullicion
durante 10 minutos y se transfirié a hielo por 5 minutos, posteriormente se adicionaron
3ml de mezcla de nuclebtidos (sin CTP), 2 ml de amortiguador para el fragmento
Klenow, 5 ml de a-CTP marcada con 32-P, 1 ml de dicha enzima y se llevé a 20 ml de
reaccion con agua estéril. Se incub6 2 hrs a 37 °C. Después de los anterior la sonda
marcada se purifico mediante una columna de Sephadex G-50 (sigma).

La hibridacion de DNA genémico con una sonda de DNA plasmidico se realizé
de acuerdo al método descrito por Southern (90). Se digirieron 10 pg de DNA
cromosomal purificado a partir de Salmonelia typhi Ty2, CVD908 y CVDS08QMgp63,

toda la noche con Kpnl y se corri6 un gel de agarosa al 1% conteniendo bromuro de
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etidio (0.5 mg/ml) en TAE 1X. El gel se sumergio en solucion desnaturalizante de DNA
por 45 min (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 N), con agitacion constante. Se lavd el gel con agua
desionizada y luego se neutralizé, con solucién de lavado (Tris 1M pH 7.4, NaCl 1.5 M)
por 30 min a temperatura ambiente, se repitio la operacion por 15 min. Se transfirié el
DNA a una membrana de nitrocelulosa por capilaridad empleando como amortiguador
de transferencia una solucion de 10X SSC. Se lavé el papel con una solucién 10X de
SSC. La membrana de nitrocelulosa con el DNA fue expuesta en un entrecruzador
(Stratagene UV, StratalinkerTM, 1800). La hibridacién se realiz6 colocando la
membrana en solucion de hibridacion (SSPE 4X , DENHARDT 10%, SDS 20%), y la
sonda radioactiva previamente desnaturalizada (fragmento 0.8 Kb Kpni-Kpnl del
plasmido pST13) incubando toda la noche a 68°C, posteriormente se lavé la
membrana 3 veces durante 15 min a 68°C con amortiguador de lavado (SDS 0.1 %,

SSC 0.5 X), y se expuso en una pelicula (Kodak) durante 24 hrs.
E.4 Extraccion de RNA mensajero

Se extrajo RNA acuerdo al método descrito por Chomczynski (8). Una alicuota
de 200 yl de suspension bacteriana (1X108 bacterias/ml) se diluyé en 200 pl de TRIzol
(GIBCO BRL) (1:1) (Isotiocianato de guanidinio) se mezclé e incubd a temperatura
ambiente 5 minutos. Se agregaron 40 ul de cloroformo (200 ul por cada ml de TRIzol
utilizado), se mezclé vigorosamente por 15 segundos.

Se incubd 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron las muestras a
10,000 xg durante 15 minutos a 4 OC. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo Eppendorf
nuevo y se adicionaron 100 yl de isopropanol (500u) por ml de TRIzol utilizado). Se

mezcld vigorosamente por 10 segundos y se incubo 10 minutos a temperatura

ambiente.
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Se centrifugaron las muestras a 10,000 xg por 10 minutos a 49C. se eliminé el
sobrenadante y la pastilla se lavé con 200 ul de etanol al 76% ( 1 ml de etanol por cada
mi de TRIzol wlilizado). Se mezclé vigorosamente por 10 segundos y se centrifugd a
7,000 xg por cinco minutos a 4 0C. Se elimin6 el sobrenadante y la pastilla se seco al
vacio. La pastilla conteniendo el RNA se resuspendio en 50 ul de agua libre de
RNAsas y se encubo a 56 OC durante 30 minutos. Ei RNA se cuantificé en un

espectrofotometro (Beckman) a 260 nm, haciendo una dilucién 1:100 de la muestra.
E.5 Deteccion de mRNA, por "Nothern blot".

E! RNA total purificado por la técnica de Chomczynski (8) utilizando TRIizol, se
cuantifico en el espectrofotémetro a 260 nm, y se corri6 en un gel de agarosa al 1%
(1 gr de agarosa, amortiguador de corrimiento 1X, formaldéhido 2.2 M) 50 mg de RNA
total, se realizé corrimiento previo de 5mina 5 vlcm2. Se corrieron tas muestras hasta
3/4 de el gel total.Se transfiri6 cada muestra por difusion capilar a una membrana de
nitrocelulosa y se expuso en un entrecruzador (Stratagene UV, StratalinkerTM, 1800).

La hibridaciéon se realizé colocando la membrana en solucién de hibridacion
(SSPE 4X , DENHARDT 10%, SDS 20%), y la sonda radioactiva previamente
desnaturalizada, fragmento 0.8 Kb Kpnl-Kpnl del plasmido pST13, encubando toda la
noche a 68°C, posteriormente se lavo la membrana 5 veces durante 15 min a 68°C con
amortiguador de lavado (SDS 0.1 %, SSC 0.5 X), y se expuso en una pelicula (Kodak)

durante 24 hrs.
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F). METODOS INMUNOLOGICOS

F.1 Esquema de inmunizacion.

Numero de ratones 10
Grupo de ratones 3
Edad de los animales 2 meses
Cepas utilizadas Salmonella typhi Ty2,
Salmonella typhi
CVD908, Salmonella
typhi CVD908QO)Mgp63
Administracion Via oral (v.0)

Tiempo de
administracién

a) 10 minutos antes de
administrar la bacteria
se administraron 100 pl
de bicarbonato de sodio
b) Posteriormente se
les di¢ 1X10 -8
bacterias (100l)

Monitoreo de los
animales

Los dias cero, siete y

treinta y cinco.

F.2 Ensayos de proteccion.

Para estos ensayos se utilizaron siete grupos de diez ratones BALB/c. Seis
grupos fueron inmunizados con 1x108 bacterias de las cepas Salmonella typhi Ty2,
CvD908 y CVD908(Mgp63 en 100ul de PBS (dos grupos por cepa). Al séptimo grupo
se le administrd 100ul de PBS, el esquema de inmunizacién fue como ya se menciono.
Después de la ultima dosis se dejo pasar una semana para después retarlos por

inoculacion i.p. con la DLsg de Salmonella typhi Ty2 que es de 1)(106 en 100 ml de
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mucina al 5% (Type |l Sigma). Los ratones se observaron durante 10 dias después del

reto.
F.3 Ensayos de proliferacion

Los ensayos de proliferacion se realizaron de acuerdo al método descrito con
anterioridad (33). Grupos de 10 ratones BALB/c se inmunizaron con Salmonella typhi
Ty2, CVD908 y CVD908(2Mgp63 como se menciond anteriormente. 8 dias después de
la Gitima dosis se preparé una suspensiéon de esplenocitos por medio de disgregacion
del bazo en tela de organza. Los eritrocitos se eliminaron mediante el empleo de un
amortiguador de lisis (0.15 M de NH4CI, 1.0 mM de KHCO3, 0.1 Mm de Na2EDTA, pH
7 4) durante 3 min. Los esplenocitos se lavaron con solucion de HANKS (Gibco), y se
ajustaron a 30x106/10 ml de RPMI complementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), glutamina y piruvato de sodio.

Las células se colocaron en placas de microcultivo de 96 pozos y fondo plano
(NUNC) y se cultivaron en presencia de 50 pg/ml de proteina OmpC recombinante de
Salmonella typhi. Los cultivos se incubaron § dias a 37°C y 5% de CO2. Dieciocho
horas antes de terminar el cultivo se agreg6 1 pCi de 3H-Timidina (Amersham, Int.
Berkshire, England) por pozo. Las células se cosecharon en filtros de fibra de vidrio y
la incorporacién del material radiactivo se cuantifico en un contador de Centelleo
Liquido (Beckman LS 5801, Beckman, Ins. Stanford CA, USA). Los resultados se

encuentran expresados en c.p.m.
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VIIl. RESULTADOS.

Comportamiento electroforético de Salmonella typhi Ty2,Salmonella typhi

CvD908y Sal/monella typhi CVD908(2Mgp63.

Enla Figura No1 se presenta el analisis de PME de las cepas estudiadas en
donde revela que Salmonella typhi Ty2 (Carril 1) presenta la banda que corresponde a
OmpC. Se observa una clara diferencia entre los patrones de Escherichia coli UH302-
pST13 (carril 2), Escherichia coli UH302 (carril 3) y Salmonella typhi CVD908 (carril 5)
en la nula expresion de la banda de 36 KDa, en tanto que en la cepa Salmonella typhi
CVD908QMgp63 (carril 4) si se observa.

Deteccion del gen ompC en Salmonella typhi Ty2, Salmonella typhi CVD908 y
Salmonella typhi CVD908()Mgp63.

Se realiz6 un ensayo de "Southern blot" para lo cual se digiri6 DNA cromosomal
de las diferentes cepas de Salmonella typhi con la enzima Kpnl y, después de
someterlas a electroforesis en agarosa, se transfirieron a papel de nitrocelulosa y a
hibridacion con una sonda del fragmento Kpnl-Kpni del plasmido pST13. En la Figura

No. 2 se presenta el resultado. El carril 1 corresponde al pldsmido pST 13 sin digestion.

El carril 2 muestra el fragmento Kpnl-Kpni de 0.8 Kb. Escherichia coli UH302 (carril 3)
no presenta la sefal que corresponde a ompC. Mientras que Salmonella typhi Ty2,
CVvD908 y CVD908(2>Mgp63 presentan la senal que corresponde a ompC. En el carril 6
se presenta la hibridacién de Salmonella typhi CVD908 transformada con pST13. Se
obtuvo una senal débil en el tamario que corresponde al fragmento Kpni-Kpnl, debido a
probablemente a que se corrié una cantidad escasa de DNA. Sin embargo, se observa

claramente que Salmonella typhi CVD908 tiene el gene que codifica para ompC.
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Deteccion de RNA mensajero de la porina OmpC en Salmonella typhi Ty2,
Salmonella typhi CVD908 y Salmonella typhi CVD908(2Mgp63.

La determinacion de RNA mensajero se realizé6 mediante la técnica de "Northern
blot". En la Figura No. 3 se observa que la cepa Escherichia coli UH302 no produce
RNA mensajero de OmpC (carril 1), en tanto que el resto de las cepas examinadas
(Salmonella typhi Ty2, CVD908 y CVD9082Mgp63) si lo hacen. La sefal mas intensa
se encontré con Salmonella typhi CVD908Q2Mgp63 (carril 3).

Expresion de la proteina OmpC en Salmonella typhi Ty2, Salmonella typhi
CVD908 y Sa/monelia typhi CVD908(2Mgp63.

Una vez que se establecié que Salmonella typhi CVD908 contiene funcional el
gene ompC, se precedi6 a identificar a la proteina. En la Figura No. 4 se presentan
dos inmunoelectrotransferencias ("Western blot") que demuestran que todas las cepas
examinadas producen la protelna OmpC.

Para comparar el grado de expresion de OmpCen Salmonella typhi Ty2 y en
Salmonella typhi CVD908 se realiz6 citofluorometria. La Figura No. § presenta una

comparacion entre los resultados obtenidos entre la (figura C) y |a (figura D) . Enla

(figura C) se presentan los resuitados utilizando un suero hiperinmune de conejo y en
el (figura D) se presentan los resultados que se obtuvieron al revelar con un
anticuerpo monoclonal contra la porina OmpC. Estos resultados confirman que las dos
cepas de Salmonella typhi ( Ty2 y CVD908 ) producen la proteina OmpC. Se observa
que en ambos casos, utilizando las mismas condiciones de cultivo para ambas cepas y
el mismo numero de células, la fluorescencia es menor en CVD908, lo que demuestra

que existe menor expresiéon de Ompc en la superficie bacteriana de esta cepa.
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Inmunogenicidad de Salmonella typhi Ty2, Salmonella typhi CVD908 y
Salmonelia typhi CVD908{XMgp63.

Una vez que se estableci6 que Salmonella typhi CVD908 expresa menor
cantidad de OmpC, se decidi6 comparar la inmunogeniciad de estas cepas. Se
inmunizaron por via oral ratones BALB/c con Salmonella typhi Ty2, CVD908 o
CvD908(Mgp63 y se determinaron anticuerpos contra la porina OmpC por ELISA. La
Figura No. 6 presenta los resultados del promedio de experimentos en el que se utilizé
el suero de ratdn diluido 1:200. Se observa que los animales que fueron inmunizados
con Salmonella typhi CVD908 tienen menor titulo de anticuerpos contra la porina
OmpC que aquellos que fueron inmunizados con Salmonella typhi Ty2 o Salmonella
typhi CVD908(2Mgp63.

Se evalud la respuesta linfoproliferativa in vitro contra la porina OmpC, que se
genera inmunizando por via oral con las diferentes cepas de Salmonella typhi. En la
Figura No. 7 se presenta el resultado promedio de experimentos en el que se
purificaron esplenocitos de ratones inmunizados con las diferentes cepas bacterianas y
que fueron cultivados con Ompc recombinante. Se agregé polimixina B al cultivo para

eliminar la proliferacion inducida por LPS contaminante. Se observa que la mejor

respuesta proliferativa se presentd en los ratones que fueron inmunizados con
Salmonella typhi CVD908(XMgp63.

Por ultimo, se comparéd la proteccion que inducen las diferentes cepas de
Salmonella typhi, para lo cual se inmunizaron por via oral grupos de ratones con
Salmonella typhi Ty2, CVD908 o CVD908QOMgp63 y se retaron con 100 DLsp de

Salmonella typhi Ty2 resuspendida en mucina por via intraperitoneal.
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En la Tabla No.3 y la Figura No.8 se presenta el resultado promedio de tres
experimentos independientes. Puede observarse que cuando se inmunizé con
Salmonella typhi Ty2, CVD908 o CVD908QMgp63 y se ret6 con 1 x 106 bacterias
resuspendidas en mucina administradas i.p. (Salmonella typhi Ty2) se presenté menor
sobrevida en los grupos de CVD908 y CVD908Q2Mgp63. En cambio, cuando se reto

con 1x 105 bacterias no se observaron diferencias entre los diferentes grupos.
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COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE Salmonella typhiTy2, Salmonella
typhi CVD908 y Sa/monelia typhi CVD908QMgp63.
FIGURA 1

36 KDa —»

La electroforesis de protelnas de membrana externa de cada una de las
diferentes cepas se realizdé en condiciones reductoras y sistema de amortiguadores
discontinuos.. El gel contenia 12% de acrilamida, 2.5% de bisacrilamida y 0.19% de
SDS. Los geles se tiferon en azul de Coomasie R-250.

En el carril 1) S. typhi Ty2; 2) E, coli UH302-PST13; 3) E.coli UH302; 4) S. typhi
CVD908QMgp63; 5) S. typhi CVD908
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DETECCION DEL GEN OmpC EN Sa/monella typhiTy2, Salmonella typhi CVD908
y Salmonelia typh CVD908QMgp63.
FIGURA 2

Se realizd por la técnica de "Southern blot". Se digirieron 10ug de DNA con
Kpnl, se corrid un gel de agarosa al i% y se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa, se llevd a cabo la hibridacion y se puso en una pelicula (Kodak) durante
24 horas.
En el carril 1) pST13 sin digerir; 2) fragmento Kpnl-Kpnl de pST13; 3) E.coli UH302;
4) S.typhi CVD908QMgp63; 5) S. typhi CVD908; 6) S. typhi CVD908-pST13; 7) S. typhi
Ty2.
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DETECCION DE RNA MENSAJERO DE LA PORINA OmpC EN Salmonella typhi
Ty2, Salmonella typhi CVD908 y Salmonella typhi CVD908QMgp63.
FIGURA 3

Se realizé un "Northern Blot" , aislando RNA mensajero siguiendo la técnica de
Trizol. EI RNA se cuantific6 en el espectofotometro y se sometid a electroforesis en

agarosa al 1%. Se transfirié a una membrana de nitrocelulosa, y se expuso en una

pelicula durante 24 horas.
En el carril 1) E.coli UH302; 2) S. typhi CVDS08; 3) S.typhi CVDS08QMgp63; 4)

E. coliUH302-pST13; 5) S. typhi Ty2
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EXPRESION DE LA PROTEINA OmpC en Sa/monella typhi Ty2, Salmonella typhi
CVD908 y Salmonella typhi CVD908XMgp63.
FIGURA 4
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Las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa de 0.45u. Posterior a esto el papel de nitrocelulosa se bloqued por 1
hora con PBS-leche al 5% y se puso en contacto con un anticuerpo monoclonal contra
la porina OmpC de S. typhi. El anticuerpo se emple6 en una dilucién 1,1000 en PBS-
leche al 5% durante 1 hora a 37 grados, después de hacer los lavados adecuados, se
anadié el segundo anticuerpo (anticuerpo de cabra contra 1gG de ratdn conjugado a
peroxidasa diluido 1:1000 durante 45 minutos).La reaccién se reveld con a 4-cloro
naftol-H202.
En el carril 1) S. typhi Ty2; 2) S. typhi CVDS08QMgp63; 3) S. typhi CVD908;
4) OmpCr; 5) UH302-pST13; 6) UH302.
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ANALISIS DE LA EXPRESION DE OmpC EN Salmonella typhi Ty2, Salmonella
typhi CVDS08,POR CITOFLUOROMETRIA

FIGURA 5
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La presencia de la proteina OmpC en superficie de las cepas S. typhi Ty2

CVD908, se determind por inmunofluorescencia indirecta empleando un suero

hiperinmune de conejo inmunizado con OmpCr y un anticuerpo monoclonal. Como

segundo anticuerpo se empled inmunoglobulina de cabra anti-igG de raton o conejo

conjugado con isotiocianato de fluoresceina.

Figura C —Analisis de un anticuerpo policlonal de conejo contra OmpC de S. typhi .

Figura D —Andlisis de un anticuerpo monoclonal contra OmpC de S. typhi
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA OmpC EN RATONES
INMUNIZADOS CON Salmonella typhi Ty2, Salmonella typhi CVD908,
Salmonella typhi, CVD908()Mgp63.

FIGURA 6
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La ELISA se realizé utilizando un amortiguador de carbonatos y con 15ug de
OmpCr, Para bloquear se afiadieron 100 ul por pozo de una solucién PBA-leche 5%
por 1 hora. Se adicion6 el primer anticuerpo de suero de ratones inmunizados con S.
typhi CVD908, S. typhi CVD908 S. typhi CVD908QMgp63; se empled una dilucion
1:200 en PBS-leche 5%.Se incubd la placa por 2hora a 37°C. Se emple6 como
segundo anticuerpo anti IgG de raton utilizando una dilucion 1:1000 e incubando por 1

hora. Se utilizo como substrato OPD.
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RESPUESTA DE PROLIFERACION DE CELULAS EFECTORAS CONTRA OmpC
INDUCIDA POR Salmonella typhi Ty2, Salmonella typhi CVD908, Salmonella typhi,
CvD908QMgp63.

FIGURA 7
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A 10 grupos de ratones BALB/Cse inmunizaron con S. typhi Ty2, S. typhi
CVD908, S. typhi CVD9080QMgp63, se sacrificaron y se obtuvo los esplenocitos estos
se cultivaron en placas de microcultivo de 96 pozos a una concentracion de 2x10°
se anadio 50 ng/ul de OmpCr de S. typhi . Se incubaron 5 dias 37 °C y 5% de
CO2Dieciocho horas antes de terminar la incubacion se agregé 1 uCi de timidina
tritiada por pozo La incorporacién del material radioactivo se cuantificé en contador de

centelleo liquido.Los resultados se encuentran expresados en c.p.m.
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RESPUESTA DE PROTECCION DESPUES DE LA INMUNIZACION CON Salmonella
typhi Ty2, Salmonella typhi CVD908, Saimonelia typhi, CVD908QMgp63 Y
RETANDO CON Sal/monelia typhi Ty2
FIGURA 8
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Para estos ensayos se utilizaron siete grupos de diez ratones BALB/C. Seis
grupos de ratones fueron inmunizados con 1X108 bacterias de la cepa S. typhi Ty2, S.
typhi CVD908 y S. typhi CVD908QMgp83 en 100ul de PBS (dos grupos por cepa). Al
seéptimo grupo se le administro 1004l de PBS, de acuerdo al esquema descrito en
Material y Métodos. Una semana despues de la Gltima dosis se retaron por inoculacion
intraperitoneal con 1X105 y 1X106 bacterias de Salmonella typhi Ty2 en 100ul de
mucina al 5%. Se observé la sobrevida durante 10 dias después del reto.
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Sobrevivencia de ratones BALB/c inmunizados con tres cepas diferentes de
Salmonella typhi (Salmonella typhi Ty2, Salmoneila typhi CVD908, Salmonella
typhi CVD908(:Mgp63) al reto con la cepa Ty2.

TABLA 3.

| % de Sobrevivencia |

Cepas DLso Primer Segundo Tercer Promedio total
experimento | experimento | experimento
Ty2 1X105 80 90 90 86.6
415 9/10 9/10
1x106 40 40 40 40
215 4/10 4/10
CvD908 | 1x105 80 90 90 86.6
4/5 9/10 9/10
1x106 0 10 10 6.66
0/5 1/10 110
CVDgp63 | 1x105 80 80 60 733
415 8/10 6/10
1x106 20 20 10 16.6
1/5 2/10 1/10
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IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo se reporta que una cepa atenuada de S. typhi, que
contiene pérdidas en los loci aroC y aroD, expresa de manera deficiente la proteina
OmpC. S. typhi CVD908 fue construida en el Centro para Desarrollo de Vacunas
(UBAM, Baltimore, MD, EUA) mediante técnicas de ingenieria genética utilizando
recombinacion homologa (41). A partir del plasmido pKTN701, que contiene el origen
de replicacion R6K, se substituy6 el alelo bla por el gene cat que confiere resistencia al
cloramfenicol y se inserto el gene AaroC y el plasmido resultante se denominé
CVD1019; cuando se insert6 el gene AaroD el plasmido se denominé CVD1013. Con
estos plasmidos se trasform6 S. typhi Ty2. A La cepa resultante se le denomin6

CVD908. En ensayos clinicos fase | esta cepa resultdé ser inmunogénica y segura (94).

Considerando que S. typhi CVD908 se obtuvo utilizando plasmidos que tienen la
propiedad de recombinar de manera homoéloga en el cromosoma bacteriano, se decidi6
utilizar esta cepa como acarreador de antigenos heterélogos. Para lo cual el plasmido
CVD1019 se modifico generando un sitio Unico de clonacion (Pstl) en medio del alelo
AaroC, el plasmido resultante se denominé pGORBY (25). En pGORBY se inserté el
promotor pTac y la region "polylinker” del plasmido pKK223-3, resultando el plasmido
pM7. En el plasmido pM7 se insert6, bajo el control del promotor pTac el gene que
codifica para la proteina principal del promastigote (gp63) de Leishmania mexicana y

se transformo en S. typhi CVD908, dando lugar a S. typhi CVD908QMgp63 (34).
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El analisis del perfil de PME de S. typhi Ty2, CVD908 y CVD908{2Mgp63 revela
que hay diferencias en la expresion de OmpC entre estas cepas. S. typhi CvD908
expresa de manera deficiente la proteina de 36 KDa que pudiera corresponder a
OmpC, en tanto que S. typhi CVD908(OMgp63, de manera sorprendente, la presenta
en forma normal. La identidad de esta proteina se confirmo por citofluorometria
(FACS), utilizando el anticuerpo monoclonal contra OmpC. Sin embargo, para
confirmar esto seria importante realizar electroforésis bidimensional y sensibilidad al

fago P221 0 PH51 cuyos receptores especificos son OmpC u OmpF (106).

En experimentos realizados anteriormente y que no se reportan en este trabajo
se comprobo que el gene ompC se encuentra completo en las cepas analizadas. Esta
es una observacion importante pues como CVD908 se obtuvo por recombinacion
homéloga, existe la posibilidad de haber causado una pérdida inesperada en este
locus. Como se explicé anteriormente, para obtener la cepa CVD908 se transformé S.
typhi Ty2 con un plasmido que confiere resistencia al cloramfenicol.

Por lo tanto, también existe la posibilidad de haberse seleccionado cepas
productoras de bajos niveles de OmpC debido a alguna otra alteraciéon genémica. Sin
embargo, el hecho de que S. typhi CVD908QMgp63, que proviene de CVD908,
presente expresion de OmpC semejante a la observada en S. typhi Ty2, descarta esta
posibilidad. Es interesante la observacion de que S. typhi CVD308Q2Mgp63 produce
mayor cantidad de mRNA de OmpC que el resto de las cepas. Es importante hacer
notar que esta cepa contiene un promotor foraneo (pTac) en medio del Jocus AaroC y
que el gene gp63 se encuentra insertado en contrasentido al promotor natural de aroC.
Esto sugiere la posibilidad de un mecanismo regulatorio que controla simultdneamente
la expresion de OmpC y aroC probablemente a nivel transcripcional o

postranscripcional.
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Para estudiar la relacion de aroC y aroD en la expresion de OmpC, sera necesario
aislar ambos genes y realizar experimentos de transcomplementacion en S. typhi

CVD908 utilizando plasmidos compatibles.

Se conoce de manera parcial el mapa genémico de S. typhi Ty2 y se sabe que
difiere notablemente del de otras especies como por ejemplo S. typhimurium LT2, pues
contiene inserciones e inversiones (569). Se conoce la localizacion de ompC y ompD
pero no se ha reportado la correspondiente a aroC o aroD. Sin embargo, en S.

typhimurium ambos loci se encuentran separados por 1.5 min aproximadamente (85).

La expresién de las principales proteinas de membrana externa OmpF y OmpC
en E.coli estan reguladas a nivel transcripcional por los productos del operén OmpB,
OmpR y EnvZ en respuesta hacia los cambios de osmolaridad en el medio (29,36)
EnvZ es una proteina de membrana interna, que tiene actividad fosfatasa (23,58).
OmpR es una proteina que esta unida a DNA que reconoce secuencias en la region

del promotor de ambas porinas OmpF y OmpC (50,65,73).

Ademas de que puede ser fosforilada por EnvZ y la actividad de transcribir a las
porinas OmpF y OmpC. Se sugiere que EnvZ fuciona como un sensor que
retrotransmite la informacion para la activacion transcripcional de OmpR, que controla
la expresién de ambas porinas (23,13). Ademas, las funciones conocidas de EnvZ
requieren de OmpR (89). OmpF es preferencialmente expresado mediante baja
osmolaridad, mientras que la expresion de OmpC es mediante el incremento de

osmolaridad con una disminucion de la produccién de OmpF (105).
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La regulacion diferencial esta medida por varias formas o estados de OmpR una
forma, activa a OmpF y la otra activa a OmpC (36,5). EnvZ es la responsable de
mediar la conversion de OmpR dentro de las diferentes formas (89,36). Sin embargo,
EnvZ requiere para la expresion de ambas porinas OmpF y OmpC (29,30,66). Es muy
probable que ninguno de los mecnismos descritos anteriormente se encuentre

afectado en Salmonella typhi CVD908.

Se han descrito cepas mutantes de S. typhi que no expresan la porina OmpC y
consecuentemente son resistentes al cloramfenicol (98). En experimentos realizados
en la UIMI y no reportadoes en este trabajo se ha encontrado que Salmonella typhi
CVD908 es mas resistente al cloramfenicol que Salmonella typhi Ty2, lo cual es
compatible con la hipotesis de que la proteina cuya expresion estad disminuida es
OmpC. Sobre todo porque S. typhi CVD908, al ser transformada con el plasmido

pST13 se revierte a cloramfenicol sensible.

Todos los experimentos se realizaron utilizando BHI y las mismas condiciones
de cultivo. Tomando en cuenta que casi una quinta parte de los aminoacidos que
componen OmpC son aromaticos, la deficiente expresion de esta protelna pudiese
deberse so6lo a la escasez de estos aminoacidos, que CVD908 no es capaz de
producir. Sin embargo, el hecho de que S. typhi CVD908(2Mgp63 recupere la
expresion, descarta esta posibilidad. Sin embargo, es necesario explorar el
comportamiento electroforético de estas cepas bajo diferentes condiciones de cultivo,
como son temperatura, pH, osmolaridad y diferentes fuentes y proporciones de
carbono o nitrégeno. Es posible que tanto S. typhi CVDS08 como CVD908QMgp63,

incrementen su virulencia y patogenicidad bajo determinadas condiciones de cultivo.
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La induccién de anticuerpos contra la porina OmpC, inmunizando ratones con
las diferentes cepas bacterianas, también es compatible con la menor expresion de
OmpC en S. typhi CVD908. En varios experimentos independientes se encontraron
menores D.O. por ELISA utilizando el suero a diluciones 1:200. Sin embargo, cuando
los sueros se utilizan mas concentrados no se observan diferencias en las D.O., lo que
sugiere que la inmunizacién con S. typhi CVD908 si induce anticuerpos contra OmpC;
si bien, en menor proporcion que Ty2 o CVD908QXMgp63. Este resultado es esperado,
si consideramos que la proteina OmpC se encuentra hacia el exterior bacteriano y
puede ser captada por el receptor especifico del linfocito B. Los resultados de
activacion de linfocitos son, no obstante, mas dificiles de explicar. S. typhi Ty2 y
CVD908 parecen inducir respuestas proliferativas de la misma magnitud, en tanto
que S. typhi CVD908Q2Mgp63 induce la mayor activacion especifica contra OmpC. Este
resullado pudiese ser compatible con la mayor produccion de RNA mensajero para
esta proteina, presenta S. typhi CVD908(Mgp63. Es posible que se produzca mayor

proteina, pero que no sea exportada a la superficie bacteriana.

Los experimentos tendientes a evaluar la capacidad de generar protecciéon de la
diferentes cepas bacterianas no son concluyentes. Aunque la tendencia que se
observa cuando se retd con 1 x 10° bacterias parece indicar que existe menor
proteccion cuando se inmuniza con S. lyphi CVD908 o CVD908QMgp63, las

diferencias no son notables.

La observacién que se presenta en el presente trabajo es importante, pues
llama la atencion sobre la necesidad de caracterizar ampliamente las cepas que se
modifican mediante ingenieria genética y que se pretende sean utilizadas como

vacunas.
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