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RESUMEN
ELABORACION DE UN INMUNOGENO EXPERIMENTAL CONTRA LA

BORDETELOSIS DE LOS PERROS.
Francisco Javier Basurto Alcantara
Tutor Principal: Dr. Juan Antonio Montaraz Crespo

La Bordetelosis es una enfermedad infecciosa que afecta a los animales y al humano. Las
bacterias del género Bordetella producen lesiones en los tejidos por la activacién de
diversos factores de patogenicidad, de los cuales, uno de los méas importantes, es la
pertactina. En este trabajo se elaboraron inmunégenos experimentales utilizando a la
pertactina (Prn) para evaluar la inmunidad contra B. bronchiseptica en un modelo
murino. El gen de la pertactina de B. bronchiseptica fue clonado y secuenciado, asimismo,
.con este gen, se construyeron los vectores pBH7, el pBH7E9 y el pBH7D46. La expresion
de la proteina se realizé en E. coli y en cultivos de células HeLa. La proteina recombinate
fue detectada utilizando anticuerpos monoclonales contra la pertactina y policlonales
contra B. bronchiseptica y B. pertussis. Los inmunégenos consistieron en un extracto de
proteinas totales de E. coli con el vector pBH7E9 y una vacuna de ADN constituida por el
pBH7D46. La respuesta inmunitaria humoral de los ratones vacunados y desafiados se
evalué6 mediante la técnica de ELISA y se compard contra la respuesta inmunitaria
generada en los ratones inmunizados con una bacterina de B. bronchiseptica con
adyuvante, asi como con los testigos negativos. Ademas, en los ratones desafiados, se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) recuperadas de los pulmones en
diferentes tiempos de muestreo. En la prueba de ELISA para detectar anticuerpos en los
ratones vacunados con los diferentes inmunégenos, no se observaron diferencias
significativas de los valores de absorbancia obtenidos de los sueros de ratones vacunados
con la pertactina recombinante contra los vacunados con la bacterina de B.
bronchiseptica ni con los testigos negativos, pero se observaron diferencias significativas
entre los inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica y los testigos negativos. Al
cuantificar las UFC de los pulmones de los ratones vacunados y desafiados, se observo
que solo los ratones vacunados con pertactina recombinante y la bacterina de B.
bronchiseptica disminuyeron el numero de UFC= 0 en los dias 16 y 21 respectivamente,
se observaron diferencias significativas en los valores de los conteos obtenidos de los
ratones inmunizados con la pertactina recombinante con relacién a los ratones
inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica, vacuna de ADN y testigos negativos.
La secuencia nucleotidica del gen de la pertactina presenté 96% de identidad con otras
secuencias de pertactina reportadas en el GenBank y el analisis de la secuencia revelo la
presencia de dos regiones de repeticiones variables asi como el dominio RGD de unién a
células epiteliales. La secuencia de aminoacidos de la pertactina de B. bronchiseptica de
origen canino presenté una homologia de! 89% con la pertactina de B. pertussis. Esta
misma situacién fue observada al obtener la conformacién tridimensional con ambas
proteinas. La pertactina recombinante no produjo el mismo titulo de anticuerpos que el
generado por los ratones inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica pero si indujo
proteccién contra B. bronchiseptica al momento del desafio. Se logro la transfeccién de
cultivos de células HelLa con la vacuna de ADN, asimismo, el gen prn acarreado por el
pBH7D46, indujo la sintesis de proteinas en el cultivo in vitro, pero no estimulé una
respuesta humoral detectable ni generé una respuesta protectora contra la infecciéon por
B, bronchiseptica en los ratones vacunados.

El presente trabajo fue financiado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién
e Innovacién Tecnolégica (PAPIIT) con los proyectos: IN213198 e IN205701.

Palabras clave: Bordetella bronchiseptica, pertactina, recombinante PCR, clonacién,
vacuna acelular, vacuna ADN, vector.



SUMMARY
ELABORATION OF AN EXPERIMENTAL VACCINE AGAINST CANINE
BORDETELOSIS

Francisco Javier Basurto Alcantara
Thesis director: Dr. Juan Antonio Montaraz Crespo

Bordetellosis is an infectious disease affecting animals and humans. Bacterium of the
genus Bordetella produce damage in tissues due to the activation of several virulence
factors, among them pertactin (Prn). In this work experimental immunogens prepared
with Prn were tested against B. bronchiseptica infection in a murine experimental model.
The pertactin gene from B. bronchiseptica was cloned and sequenced, also, with this gene,
the vectors pBH7, pBH7E9 and pBH7D46 were built. Protein expression was carried out
in E. coli and HeLa celis. The recombinant protein was detected using monoclonal
antibodies to Prn and polyclonal antisera against B. bronchiseptica and B. pertussis.
Experimental immunogens consisted of a protein extract of transformed E. coli and a DNA
vaccine prepared with the pBH7D46 vector. To evaluate the protective effect of the
immunogens, mice were sacrificed at different time intervals and the CFU of B.
bronchiseptica in their lungs were determined. In the ELISA test no significant differences
were observed between sera from mice immunized with recombinant Prm and mice
immunized with a B. bronchiseptica bacterin or non immunized mice; but significant
differences were observed between mice immunized with the bacterin of B. bronchiseptica
and the non immunized controls. When the sera was studied after challenge, significant
differences were observed between mice immunized with recombinant Prn or the bacterin
and mice immunized with the DNA vaccine or non immunized. With respect to bacterial
load in the lungs only mice vaccinated with recombinant Prn or the bacterin eliminated
the infection at days 16 and 21 respectively. The Prn gene nucleotide sequence presented
96% identity with other Prn sequences in the GenBank; the sequence analysis revealed
the presence of two variable regions as well as the epithelial cells RGD union dominion.
The amino acid sequence of B. bronchiseptica Prn presented a 89% homology with Prn
from B. pertussis. The same situation was observed when the tridimentional structure
was compared for both proteins. Transfection of Hela cells was achieved with the DNA
vaccine and the Prn gene transported in the pBH7D46 induced protein synthesis in vtro.
However the DNA vaccine did not stimulate a detectable humoral response neither
generated a protective response against B. bronchiseptica challenge.

This work was financed by the Program for Support to Research and Technoiogical
Innovation Projects (PAPIIT) with the projects: IN213198 ¢ IN205701.

Keywords: Bordetella bronchiseptica, recombinant pertactin, PCR, clonation, acelular
vaccine, DNA vacccine, vector.
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1. Introduccion

“Todos somos ignorantes, lo que sucede es que no somos ignorantes
en las mismas cosas”

Albert Einstein



1.1.Consideraciones histéricas del género Bordetella.

La tos ferina es una de las enfermedades causadas por bacterias del género Bordetella.
Fue descrita por primera vez en 1640 por el médico francés Baillou, quien ya habia
reportado las caracteristicas epidémicas de la enfermedad con la descripcién de los
sintomas desde 1578 (1;1).

Bordetella pertussis es el agente etiolégico de la Tos ferina, es altamente contagioso en
nifios. Su adaptacién como patégeno sélo ha sido comprobada en humanos y no hay
evidencia de que afecte a otras especies animales ni que haya algiin reservorio natural
para esta especie de Bordetella (1;1). La tos ferina se caracteriza por una infeccién en el
tracto respiratorio medio y superior con la colonizacién det epitelio ciliado (2) El desarrollo
de los sintomas de la enfermedad es gradual y auto limitante. (2;2)Se puede detectar una
leucocitosis con linfocitosis en la fase paro:ﬁstica de la enferrmedad(2;2). Entre las
complicaciones puede haber el desarrollo de una bronconeumonia con
encefalopatia(1;2;2). Comparada con otras enfermedades, tales como la difteria y el
tétanos las cuales fueron descritas por Hipécrates, la tos ferina tiene una historia corta.
Aungue hay una sintomatologia bien definida de la enfermedad, no existen reportes
anteriores al siglo XVI, por lo que se sospechd que era una enfermedad con un origen

reciente (1).

La identificacion del agente etiolégico de la tos ferina fue hecha por diferentes
investigadores a finales del siglo XIX, pero el aislamiento se logré hasta el afio 1904 por
Bordet y Gengou durante la fase catarral de la enfermedad. Bordetella bronchiseptica fue
aislada en 1910 mientras que Bordetella parapertussis se le aislé6 hasta 1937. Durante los
estudios relacionados con los aislamientos, los microorganismos fueron identificados con
diversos nombres; sin embargo, se les asigna el nombre de Bordetella hasta 1952 en

honor a Jules Bordet (1).

Parkhill et al, en Agosto de 2003, reportaron la secuencia del genoma de B.
bronchiseptica, B. pertussis y B. parapertussis (3); al hacer el analisis filogenético de las
tres especies, demostraron que, tanto B. pertussis como B. parapertussis derivan de

manera independiente de un ancestro de B. bronchiseptica-like {3;3;4;4).



Bordetella parapertussis es también un patégeno adaptado al humano. Produce un
cuadro similar al producido por B. pertussis; sin embargo, no produce linfocitosis. A
diferencia de la especie pertussis, B. parapertussis st puede afectar a otra especie animal
que son los ovinos, en ios cuales llega a predisponer a neumonias, cuando la infeccién

primaria es causada. por otros patégenos como Mannheimia haemolytica (5).

Bordetella bronchiseptica afecta las vias respiratorias de un amplio nimero de especies
animales, entre los que se incluyen: ratones, ratas, cobayos, cerdos, conejos, gatos,
perros, borregos, caballos y osos (1;6;7). Bordetella bronchiseptica, como agente primario
o secundario, produce enfermedades respiratorias en animales, entre las que se
encuentran: tos de las perreras, neumonia en conejos, rinitis atréfica del cerdo, rinitis con
estornudos en gatos, neumonia en potros (1;8;8); sin embargo, las infecciones por B.
bronchiseptica, en su gran mayoria pueden pasar como asintomaticas. Por otro lado, este
género bacteriano se puede comportar como un comensal de vias respiratorias. Los
animales que padecen una enfermedad por B. bronchiseptica, y se recuperan de ella, con

o sin tratamiento, quedan como portadores cronicos asintomaticos (1).

En humanos se han documentado problemas respiratorios asociados a la infeccién por B.
bronchiseptica, sin embargo, la mayoria ocurren en pacientes inmunocomprometidos
graves (4;6;9-14).

1.2. Marco Teérico
1.2.1. Taxonomia

La clasificacién taxondémica de las bacterias del género Bordetella es la siguiente:

Reino: Mcenera

Super-reino: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Betaproteobacteria

Orden: Burkholderiales

Familia: Alcaligenaceae

Género: Bordetella

Especies: bronchiseptica, pertussis, parapertussis, avium, hinzii, holmeii, petrii, trematum



1.2.2. Género Bordetella

Las bacterias pertenecientes al género Bordetella son pequefias (0.2X0.7 um),
pleomérficas que regularmente se les observan como cocobacilos o bacilos cortos, son
aerobias (con excepcién de Bordetella petrii, la cual es anaerobio facultativo), Gram
negativas (3;15). Se han identificado ocho especies, las cuales son: B. pertussis, B.
bronchiseptica, B. parapertussis, Bordetella avium, Bordetella hinzii, Bordetella holmeii,
Bordetella trematum {15) y B. petrii (16). Las especies més estudiadas han sido B.
pertussis, B. bronchiseptica, B. parapertussis (3).

En el cuadro 1 se muestran las principales caracteristicas biolégicas, genéticas y

bioquimicas del género Bordetella.
1.2.3. Metabolismo

Bordetella bronchiseptica es capaz de resistir en un medio ambientes con més de un 60%
de humedad relativa, incluso, puede sobrevivir en agua simple hasta por 52 semanas!
mientras que B. pertussis y B. parapertussis no pueden permanecer viable por largos
periodos fuera de un hospedero. A' pesar de esta diferencia, las tres especies de Bordetelia
poseen las rutas metabélicas para la biosintesis de nucledtidos, cofactores y
aminoacidos(1). Bordetella no utiliza a los aziicares como fuente de carbono, lo cual,
probablemente se deba a que carecen de los factores que codifican para el metabolismo de
azucares como la glucocinasa, la fosfofructocinasa y la fructosa 1,6 bis-fosfatasa. El
género Bordetella tiene en su genoma los factores que codifican para las rutas
metabdlicas de la gluconeogénesis (1). Bordetella es auxétrofa para la cisteina; sin
embargo, puede utilizar la cisteina del medic de cultivo como una fuente de azufre mas
que de carbono (1;17). Se ha reportado que el ciclo de los acidos tricarboxilicos no es
funcional en el género Bordetella, esta afirmacién se basa en que la Acetil Coenzima A vy el
Ozaloacetato no incrementan la concentracién del a-cetoglutarato asi como la
incapacidad de la bacteria para utilizar la glucosa del medio de cultivo {1;3;17); sin

embargo, posee los genes que codifican para las enzimas de este ciclo metabélico (1;3).

' Brad Fenwick, comunicacién personal



1.2.4. Caracteristicas de cultive

Los medios de cultivo para Bordetella son el agar Bordet-Gengou, el cual es elaborado con
una infusién de papa, glicerol y sangre desfibrinada de conejo, borrego o caballo. Este
medio se utiliza en el primoaislamiento de Bordetelln pertussis; por otro lado, se ha
empelado el medio Steiner-Scholte (SS) para la elaboracién de la bacterina-toxoide de
Bordetella pertussis ya que un litro de medio produce 2 g de peso seco de bacterias y de
5-10 mg de toxina (17). La adicién de acidos grasos libres no tiene un efecto inhibitorio
para la bacteria, por el contrario, su adicién al medio incrementa la densidad bacteriana
(17). Este medio tiene como base el glutamato como fuente de carbono debido a las
deficiencias metabélicas antes descritas para la glucosa (17). El agar McConkey se utiliza
en el primoaislamiento de B. bronchiseptica y B. parapertussis (1); mientras que para B.
pertussis y B, parapertussis se ha utilizado el medio enriquecido-selectivo Regan-Lowe, el
cual también ha sido empleado para el transporte de muestras. Este medio emplea la
Cefalexina como agente selectivo para inhibir el crecimiento de flora normal sin afectar el
desarrollo de Bordetella (18).

1.3.Marco referencial
1.3.1. Factores de virulencia

Las bacterias del género Bordetella utilizan diversos factores de virulencia para
interaccionar con las células del hospedero. Estos factores son codificados por genes de
virulencia, los cuales pueden ser regulados por otros genes o expresarse de manera
independiente. Pueden ser productos de secrecién ¢ moléculas de superficie.

Los factores que han sido identificados como moléculas de adhesién son 1la
hemoaglutinina filamentosa, la fimbria, Ia pertactina (Prn) y el lipopolisacarido (LPS) (19-
22). Entre las toxinas que producen algunas especies de Bordetella estan la citotoxina
traqueal, la hemolisina-adenilato ciclasa, la Dermonecrotoxina (DNT) y la Toxina de
pertussis, ésta ltima sélo es producida por B. pertussis (1). Todos estos factores de
virulencia, con excepcion de la citotoxina traqueal, son regulados positivamente por el
sistema BvgAS (Bordetella virulence gene A, S), este sistema, se compone de dos proteinas
una es la BvgS y la BvgA, las que son codificadas por el gen bugAS. La proteina BvgS es
una molécula de 135 kDa que se encuentra en la membrana citoplasmitica, utiliza un



mecanismo cinasa-sensor y tiene tres dominios de transferencia de fésforo mientras que
BvgA es una proteina citoplasmatica que posee 4 dominios de transferencia de fésforo
(15).

En condiciones de cultivo a 37 °C en ausencia de MgSO4 o 4cido nicotinico el sistema
BvgAS libera el fosforo de sus dominios y Bordetella pasa a la fase bug+, con esto, el
extremo carboxilo terminal de la proteina BvgA interacciona con la subunidad a de la
ARN polimerasa para iniciar la transcripcién de los factores de virulencia (15).

Por otro lado, existe otro mecanismo regulador de factores de virulencia, ¢l cual esta dado
por el locus wvir (virulence). Este- locus proniuevc la expresién de cuatro factores de
virulencia en condiciones normales de laboratorio, pero no en presencia de moduladores
como ¢l MgS04 o el 4cido nicotinico {23). Estos factores de virulencia son: el factor de
colonizacién traqueal (Tcf: Tracheal colonization facton), el factor de resistencia a la lisis
por complemento (Brk: Bordetella resistance killing), la Prn y la proteina Vag8 (virulence
activated gene) (15;23)

Durante la fase bvg+ ocurre la represién de otros genes como los asociados a la motilidad,
la produccién de sideréforo, enzimas respiratorias y de metabolismo biosintético. La
represién de estos genes es controlada por el sistema BvgR, el cual se encuentra rio abajo
del locus bugAS(15)

La fase bvg- se expresa cuando Bordetella crece bajo mecanismos de modulacién como la
adicién de 2 40 mM MgSOs4, 2 10 mM de acido nicotinico o incubacién a 25° C (15),
durante esta fase ocurren la expresién de otras proteinas, especialmente aquellas
destinadas al metabolismo bacteriano y a la motilidad (24;25).

A diferencia de Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, se sabe que B.
bronchiseptica puede invadir a los macréfagos atin cuando la bacteria se encuentra en la
fase bug- esto se ha asociado a la presencia de otro sistema de regulacién independiente
que es el sistema risAS (resistance intracelular oxidative stress) (26). Este sistema produce
dos proteinas, la RisA y la RisS; las cuales son esenciales para la sintesis de fosfatasa
acida, con la cual los fagosomas se acidifican e inhiben a los productos del metabolismo
oxidativo de las células fagociticas profesionales no activadas (27), ademas promueven la
invasion a células epiteliales (27;28).



Existe una fase entre la bugASt+ y la bugAS- que es identificada como la bugAS o fase
intermedia. Durante esta fase se produce otro tipo de proteinas como la BipA (Bug-
intermediate phase protein 4) (29), a la cual se le han detectado funciones de adhesina,
asimismo se le ha relacionado con la autoagregacién de Bordetella en cultivo (29;30).

La secrecién de toxinas se puede dar por el sistema de secrecién tipe V (Pm) o por el
sistema de secrecién tipo III (SST3) (19).

El sistema de secfecién tipo V se caracteriza por proteinas con funcién de auto-
transportador localizado en la membrana externa. Estas proteinas presentan en general
las siguientes caracteristicas: 1. poseen un péptido lider con el cual se favorece la
secrecién de la molécula a través de la membrana interna, 2. la proteina madura se
caracteriza por tener un pasaje de secrecién, 3. un dominio carboxilo terminal con el cual
se forma un poro en la membrana externa; asimismo se considera que el paso de las

moléculas a través de esta proteina es independiente del gasto de energia (19).

El SST3 ha sido detectado en diversas bacterias gram negativas, este sistema esta
compuesto, en la mayoria de los casos, por 12 proteinas; sin embargo, en Bordetella
bronchiseptica se han identificado a la fecha 9 polipéptidos y 22 genes (31). Su funcién es
el equivalente al de una aguja de jeringa que permite a Bordetella translocar las toxinas
directamente en el medio, membrana citoplasmatica o en el citosol de la célula blanco
(Figura 1). Los genes que codifican para las proteinas del SST3 en otros sistemas son
bsdJKL bscNOPQRSTU, Aunque estdn diferenciadas en bloques, estos se encuentran
juntos en el genoma de Bordetella. La bscN es regulada por el sistema bvgAS y junto con
bscQRS son las proteinas mejor conservadas del sistema, mientras que bscO y bscP
tienen la menor homologia con relacién al SST3 de otras bacterias (15;32;33).

Bordetella pertussis posee ademés del SST3 un sistema de secrecién tipo IV (SST4)
(Figura 2) con el cual secreta la toxina pertussis, este sistema es semejante al SST3 pero
es més complejo. La toxina pertussis es dependiente del sistema de secrecién sec. No se
sabe si el SST4 de B. pertussis es normal o su funcién estd modificada con relacion a
otros sistemas de secrecién, ya que en lugar de depositar la toxina dentro de la célula, la
vierte al espacio periplasmico.



1.3.2. Patogénesis molecular de la bordetelosis

Bordetella bronchiseptica ha mostrado tener la capacidad de adherirse, invadir y persistir
intracelularmente por largos periodos en vias respiratorias asi como en diversas lineas de
células eucaridticas; también, es capaz de producir necrosis y apoptosis de epitelios y
macrofagos respectivamente (34). Estas propiedades estan asociadas a las interacciones
de los diferentes factores de virulencia, los cuales, son un producto de la adaptacion a
diversos estados ambientales donde se desarrolla B. bronchiseptica (34). La sintesis de los
factores de virulencia se da de manera secuencial y algunos presentan una sinergia al

momento de producir daiio (35).

Bordetella bronchiseptica ingresa al organismo a través del aparato respiratorio. Se instala
como comensal en la mucosa nasal y traqueal mediante adhesinas fimbriales y no
fimbriales. En este sitio los mecanismos sensor (BvgS) y activador (BvgA) pueden activar o
retardar la transcripcién de factores de virulencia dependientes del sistema bugAS (22).

La adhesion a células epiteliales se puede dar por diversos mecanismos reguladores. Uno
puede ser durante la fase bugAS- por el factor de colonizacién traqueal, otro, por las
moléculas de adhesién como la pertactina y la hemoaglutinina filamentosa(34)
dependientes del sistema bugAS durante la fase bugAS+ y un tercero que ocurre durante
la fase de variaci6én del bugAS con la fimbria(22). La fimbria tiene una alta afinidad por las
células ciliadas(5). Existe una modulacién entre las fases bugAS+ y bugAS- que es la fase
de variacién y le permiten a B. bronchiseptica evadir la inmunidad (22;36). Es decir, B.
bronchiseptica no requiere forzosamente ingresar al organismo en la fase patdgena para

poder instalarse en la mucosa respiratoria(5;21).

Durante la fase bvg-, Bordetella produce el Sideréforo, el cual posee la capacidad de
liberar el hierro asociado a la Transferrina (Tf) o a la Lactoferrina (Lf); asimismo puede
expresar receptores para el hierro unido a la Tf o a la Lf, en ambos casos Bordeteila utiliza

el hierro como parte de los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano (25;37).



Una vez que se ha instalado Bordetella en el tracto respiratorio, se produce una ciliostasis
con extrusién de células ciliadas asi como con una secrecién de moco por parte de las
células caliciformes o globosas(38).

La ciliostasis que se reporta en diversas enfermedades causadas por Bordetella es
producida por la citotoxina traqueal (Figura 3). La citotoxina traqueal es un muramil-
dipéptido de bajo peso molecular que es liberado durante la fase exponencial de
crecimiento in vitro. Ademas de la ciliostasis, la citotoxina traqueal es responsable de la
hipersecrecién de moco en las vias respiratorias, lo cual produce la signologia clinica con
el reflejo tusigeno. La destruccién del aparato mucociliar por parte de la citotoxina
traqueal predispone al paciente a padecer problemas secundarios como neumonia o
bronconeumonia causada por otros agentes infecciosos como bacterias del género
Mannheimia, Pasteurella. (38).

Una vez activada la fase bugAS+ se sintetizan otras adhesinas como la Pertactina (Figura
4) y la hemoaglutinina filamentosa (21). No ha sido demostrado que la Prn tenga un efecto
citotéxico por si sola; sin embargo, su participacién es esencial para que las toxinas de
Bordetella tengan una acci6n citotéxica sobre células epiteliales y macroéfagos. Se ha visto
que, en cepas con mutaciones en el gen pm de B. bronchiseptica, disminuye
considerablemente la toxicidad a células epitelinles, mientras que la inoculacién de
extractos de membranas de Bordetella, con alto contenido de Pm, a cultivos de
macrofagos, no tiene ningin efecto citotéxico (34). El estudio de los mecanismos de
secrecidn, identifican a la Prn junto con el factor de colonizacion traqueal y Brk, como
autotransportadores del sistema de secrecién tipo V, el cual es el méas simple de los
sistemas de secrecion, las tres proteinas poseen un dominio Arg-Gly-Asp (RGDJ), el cual
tiene la funcién de adhesién a células epiteliales (19).

El lipopolisacérido (LPS) ha demostrado tener diversas funciones dependiendo de la
especie de Bordetella que se trate {39). En B. pertussis es fundamental para la
colonizacién de la mucosa nasal, en B. parapertussis es necesario para la colonizacién de
los pulmones, mientras que en B, bronchiseptica participa en la permanencia intracelular
¢n macrofagos alveolares. En estudios con bacterias a las cuales se les muté el gen wib
produjo una estructura truncada del LPS lo cual impidié una adecuada colonizacién y
persistencia de la bacteria en el tracto respiratorio de los animales infectados con estas
cepas mutantes {39).



Como se mencioné anteriormente, la secrecién de toxinas se puede dar por el sistema de

secrecién tipo V (Prn) o por el sistema de secrecién tipo III (SST3), pero en el caso de B.

pertussis también es por el sistema de secrecién tipo IV {SST4), el cual estd compuesto

per 12 proteinas (40). Entre los efectos biolégicos que se han asociado con el SST3 esti la
induccién de apoptosis en macréfagos y un efecto de inmunosupresion de los linfocitos
locales, ya que los péptidos translocados por este sistema de secrecién producen la

inhibicién del factor nuclear kB (NFxB) (33).

Entre las toxinas que secreta Bordetella estén:

1. la toxina dermonecrética (DNT), posee dos dominios, el A que corresponde a la porcién
enzimatica y el B que identifica al receptor con el cual se une a las células blanco. La
DNT es la responsable de la destrucciéon de los cornetes nasales en los cerdos que
padecen rinitis atréfica. La atrofia de los cornetes se da cuando la DNT produce una
deficiencia en la diferenciacién de los osteoblastos. Por otro lado la DNT tiene una
'funcién de transglutaminasa y produce malformaciones por una reorganizacién
andmala de la tensién de la actina en las células al alterar la funcién de una pequena
GTPasa Rho mediante la desaminaciéon y la poliaminacién en la Gln 63 de esta
enzima(41).

2, Toxina de pertussis (Txp) es una toxina ADP-ribosilante que produce inflamacién y

~ leucocitosis. La Txp es secretada por el SST4. La Txp esta conformada por 5
subunidades (S1, S2, S3, S4, y S5), las cuales se ensamblan en una proporcioén
1:1:1:1:2:1. La subunidad S1 posee una actividad enzimatica, mientras que el
pentamero S2, S3, S4 y S5 es el responsable de unién a la membrana celular (42). La
toxina entra a la célula por endocitosis y viaja de manera retrégrada por el aparato de
Golgi hasta llegar al reticulo endoplasmico, ahi, mediante una degradacion asociada
al reticulo endoplasmico pierde su plegamiento y pasa al citosol, donde la S1 inicia su
actividad enzimética. La S1 cataliza la transferencia de un 5-difosfato de adenosina
(ADP-ribosa) a partir de la nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD) a la subunidad o
inhibitoria de la proteina G (Gia). La ribosilacién de la Gia previene la inhibicién de la
adenilato ciclasa, con lo que hay un incremento de adenosin monofosfato ciclico
{AMPc). La Txp es un poderoso inmunégeno y adyuvante ya que ademas de inducir
inmunidad contra si misma, promueve inmunidad contra los otros antigenos co-
administrados (10}.

3. La hemolisina-adenilato ciclasa o adenilato ciclasa es, junto con la toxina de

pertussis, la toxina mas potente del género Bordetella. Sus efectos han sido descritos
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con detalle en los ltimos afios. La hemolisina-adenilato ciclasa es esencial para el
establecimiento y permanencia de B. bronchiseptica y B. pertussis en los pulmones
(43). La hemolisina-adenilato ciclasa puede intoxicar a una gran variedad de células
de diversos origenes; sin embargo, la unién a macréfagos, neutréfilos y células
dendriticas se da con la asociacién de la toxina a las integrinas CD11b/CD18; esta
unién toxina-receptor es dependiente de calcio. La toxina unida al receptor se
transloca al citosol y activa a la calmodulina, lo que cataliza la conversién de ATP a
AMPc. La acumulacién intracelular del AMPc inhibe la quimiotaxis, fagocitosis y la
produoci(m» de superdxidos(44). Finalmente, se ha reportado que la hemolisina-
adenilato ciclasa induce apoptosis de macréfagos (43;44). Alin no es muy claro como
secreta Bordetella esta toxina. La hemolisina-adenilato ciclasa puede inducir la

sintesis de anticuerpos protectores en ratones.

La supervivencia de Bordetella en la triquea y en los alvéolos murinos se ha asociado a la
activacién del gen brk el cual le confiere resistencia al complemento (15;45). Ain no es
muy claro el mecanismo, mediante el cual, actia este gen; sin embargo, en estudios
donde se hizo una mutaciéon en dicho gen, la actividad del complemento para destruir a
Bordetella fue mas efectiva (45). '

La supervivencia intracelular de Bordetella ocurre, por un lado, por las acciones ya
mencionadas con la hemolisina-adenilato ciclasa, pero por otro, esta la proteccién dada
por los genes risA y el risS. Como se describi6 en la seccién de Factores de Virulencia,
este sistema es independiente del bugAS. Su funcién es, regular la sintesis de fosfatasa
acida, con la cual Bordetella modifica la acidificacién del fagosoma e inhibe al oxigeno
reactivo que participa en el proceso de la explosion respiratoria que se produce en los

macrofagos no activados (27;28).
1.3.3. Moléculas antigénicas del género Bordetella

La inmunidad protectora se ha asociado, principalmente a la pertactina y a la
hemoaglutinina filamentosa y en el caso de B. pertussis también a la toxina de pertussis.

Montaraz et al. {46) demostraron, mediante el empleo de anticuerpos monoclonales contra

la pertactina de B. bronchiseptica que los ratones quedaban protegidos contra el desafio
con la bacteria patégena; por otro lado Novotny et al. (47) hizo lo propio pero con cerdos.
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La pertactina es una proteina de membrana con un peso molecular de 68, 69 o 70 kDa en
B. bronchiseptica, B. pertussis y B. parapertussis, respectivamente. Entre sus funciones
biolégicas han sido descritas la de autotransportador para los sistemas de secrecién tipo
V asi como la de adhesion a células epiteliales (19). Posee dos regiones de aminoacidos,
las cuales, pueden presentar variaciones en el niimero de repeticiones segiin sea la
especie de Bordetella (48).(49)

La pertactina en las tres especies bacterianas posee un dominio RGD que participa en la
adhesién a células epiteliales{10;48). Inmediatamente después de! dominio RGD se
encuentra la regidn I, la cual sélo en B. bronchiseptica y B. pertussis presenta variaciones
en la repeticién de la secuencia GGXXP (48;49). La region II sélo tiene variaciones en la
repeticién de la secuencia PQP en B. bronchiseptica, mientras que permanece constante
en Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis {48). Esta sepunda regién posee

propiedades antigénicas para inducir inmunidad protectora(48}.

Se ha reportado que la fimbria es altamente inmunogénica e induce la sintesis de
anticuerpos (5). Se han detectado cuatro serotipos de fimbria en el género Bordetella y
son Fim2, Fim3, FimX y FimA. Estos se producen durante la fase de variacién bugAS (22).

Como se describié en la seccién de patogénesis molecular, tanto la hemolisina-adenilato
ciclasa y la Txp son poderosos inmundgenos. La Txp ademas tiene un efecto adyuvante,

con el cual se favorece la respuesta contra antigenos co-administrados(10;42;50).

El LPS juega un papel importante para resistir la accién de péptidos antimicrobianos por
parte del hospedero. Resiste la accion del la defensina Bl de los humanos y al péptido
antimicrobial traqueal bovino, asi como algunas otras defensinas. El titulo de anticuerpos
contra el LPS no se correlaciona con el indice de proteccién (51).

1.3.4. Inmunidad innata en el aparato respiratorio

El aparato respiratorio cuenta con diversos mecanismos de inmunidad innata para evitar

la accidén patégena de los agentes infecciosos que lo pueden invadir (52-56).
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En la mucosa del aparto respiratorio, de la nariz, de los cornetes nasales y de la traquea
existe el aparato mucocilar, el cual, por un lado, secreta moco, que atrapa y envuelve a
las particulas que llegan a ingresar durante el proceso de respiracion y por otro, los
movimientos ascendentes facilitan la expulsion de cualquier particula atrapada en el
moco (52;53;55).

El moco es tan solo uno de los productos que se secretan en las mucosas, junto con este
se secreta una gran variedad de substancias antimicrobianas, como el complemento, que
se encuentra en una concentracion de hasta un 10% mayor que en el suero (45), El
complemento tiene diversos efectos bioldgicos, como causar la lisis de cuerpos celulares
que se da por el complejo de ataque a membrana, el cual corresponde a la funcién
primaria de este sistema de defensa; puede ademas producir inflamacién por la liberacién
de anafilatoxinas, las cuales, tienen la propiedad de unirse a los mastocitos, activar los
canales o adrenérgicos y promover la degranulacién de éstas células; la fraccién C3b
produce la opsonizacion de las células en las cuales se haya iniciado la cascada de
activacion del complemento; asimismo, durante el proceso se liberan factores
quimiotacticos que atraen a las células fagociticas al sitio donde ocurre la reaccién de
este sistema de defensa; por otro lado, se ha demostrado que el complemento tiene un
papel importante en el proceso de desarrolle de la inmunidad adquirida. El C3b unido a
la superficie de una antigeno promueve la respuesta por parte de los linfocites T (57;58);
la fraccién C3d-Ag promueve la sintesis de moléculas de co-estimulacién lo que facilita
que los linfocitos B interaccionen con las células presentadoras de antigeno para

promover la activacién de los Linfocitos B (57;58).

La lisozima es otra molécula liberada en la secrecién mucosa. La lisozima se puede
encontrar en todos los fluidos del organismo excepto en orina, liquido cefalorraquidec y
sudor. Se encuentra también en los lisosomas de las células fagociticas. Su efecto es el de
una muramidasa que hidroliza los enlaces glucosidicos del acido N-acetil-muramico con
la N-acetil-glucosamina de la pared celular de las bacterias gram positivas (52),(55). Otras
substancias con propiedades microbicidas incluyen a la fosfolipasa Az secretoria, las
serprocidinas y la proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad (59). Estas
substancias son producidas y liberadas en las células epiteliales de las mucosas asi como

con los granulos de los polimorfonucleares (PMN’s) (59).
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La interaccién de agentes infecciosos o sus productos de secrecién, con los receptores
membranales de las células, puede inducir la liberacion de substancias antimicrobianas.
Como ejemplo de lo anterior estén los receptores tipo toll (TLR: Toll-like receptor) {52;60),
con los cuales se ha demostrado la sintesis de péptidos microbicidas, citocinas asociadas
a la inflamacién y expresiéon de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
{52;61).

Hay otras substancias que son secretadas y que de manera directa o indirecta afectan el
desarrollo de agentes patdgenos como es el caso de la lactoferrina, que es una proteina
que atrapa el hierro que es esencial para las bacterias. Ademas de encontrarla en los
leucocitos se le puede detectar en secreciones mucosas asi como en la leche (25;52), otro
ejemplo es la betalisina que se encuentra en las secreciones mucosas de la nasofaringe y

tiene actividad bactericida (52).

Uno de los mecanismos de inmunidad innata mas efectivos es la fagocitosis por células
fagociticas profesionales como los neutrofilos, macréfagos y precursores de células
dendriticas. La eficiencia de los macrofagos para fagocitar se incrementa al ser activados
por citocinas como el interferén y IFN y y la interleucina (IL) 12 (52;53). Dentro del grupo
de las células fagociticas del aparato respiratorio se encuentran las células con receptores
Scavenger los cuales tienen como funcién detectar especificamente a una variedad de
ligandos polianiénicos como ARN de doble cadena, LPS y acido lipoteicoico, entre otros
(52}. Los macréfagos alveolares protegen la porcién mads distal del aparato respiratorio
(52).

Las células dendriticas corresponden al grupo de células presentadoras de antigenos (62).

Se puede decir que tienen tres fases de desarrollo:
1) el precursor de célula dendritica,
2) la célula dendritica inmadura y

3) la célula dendritica madura.

En las dos primeras fases la célula dendritica puede capturar antigenos, mientras que en

la tercera sdlo participan en la presentacién de antigenos (62).

La captacion de antigenos por parte de la célula dendritica se da por medio de:
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1} macropinocitosis,

2) endocitosis: via lectinas, receptores de Fcy o antigenos opsonizados

3) fagocitosis de: cuerpos apoptéticos o necréticos, bacterias, virus o paréasitos
intracelulares. (62).

En el caso del aparato respiratorio, se ha demostrado que las células dendriticas pueden
llegar, en un lapso de 1 hora, en grandes cantidades al epitelio de los bronquios. Esto
como respuesta ante antigenos inhalados que produzcan inflamacién y por la liberacién

de quimiocinas (62).

El origen de las células dendriticas es de dos tipos, uno mieloide y otro linfoide (58;62;63).
En ambos casos, se demostrado que poseen una alta capacidad para presentar antigenos
a los linfocitos T CD4+ (62). Las células dendriticas responden al estimulo de citocinas
como la IL-12, con la cual se promueve la sintesis de IFNy y con esto contribuyen a la
activacion de macréfagos (64-66), asimismo pueden secretar cantidades importantes de
citocinas pro-inflamatorias y antivirales tales como la IL-6, el factor de necrosis tumoral o
(TNFa) y el IFNa. Con base en la informacién anterior, se muestra que las células
dendriticas son esenciales, tanto para la inmunidad innata como para la adquirida (62).
En la Figura 5 se muestra el ciclo de vida de las células dendriticas y su participacién en

los procesos de inmunidad innata e inmunidad adquirida.
1.3.5. Inmunidad adquirida contra Bordetella

La patogénesis molecular de Bordetella muestra la capacidad que tiene esta bacteria para
evadir los mecanismos de inmunidad innata; sin embargo, el control de la poblacién
bacteriana y de la enfermedad en si, se debe mas a una respuesta inmunitaria adquirida

por parte de los linfocitos T cooperadores del subgrupo 1 (Thi) (1;15;67;68).

La inmunidad que se genera contra un agente patégeno radica en la adecuada
neutralizacién de sus factores de virulencia y en la eliminacién del agente patégeno del

organismo {67).
En los estudios realizados sobre la inmunidad contra Bordetella marca dos mecanismos

efectivos de respuesta inmunitaria para controlar al agente infeccioso. Uno es la

inmunidad humoral, tantc secretoria como sérica, con lo cual se contrarresta la acciéon
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patégena de toxinas y adhesinas y el otro, esta dado por los linfocitos T cooperadores del
subgrupo 1, ya que éstas células liberan citocinas que activan a los macréfagos con lo

cual se puede eliminar al agente infecciosos de las vias respiratorias (39;53;57;67;69;70).

Sin embargoe, se desconocen las causas por las que algunos animales llegan a eliminar
totalmente a la Bordetella del aparato respiratorio, mientras que otros individuos, quedan

como portadores asintomaéticos permanentes (67).

A pesar de la vacunacidn contra B. pertussis, se ha detectado en paises como los Estados
Unidos de América, Canad4a, Australia, y Holanda un incremento de la incidencia de tos
ferina en los ultimos afios. La hipétesis sobre esta variacién radica en posibles diferencias
entre la antigenicidad de las moléculas de las vacunas y las cepas de campo que afectan a
la poblacién (50). Los estudios enforl:ados a tratar de dilucidar las variaciones en la
efectividad de la inmunidad contra Bordetella indican que la participacién de los linfocitos
T cooperadores del subgrupo 1 son esenciales para dar una respuesta protectora (39), por
lo que el empleo de vacunas en la profilaxis de enfermedades asociadas a este genero
bacteriano pueden contribuir a contrarrestar los efectos causados, tanto en animales

como en los humanos (8; 67).
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2. Justificacion

“Cada quien obtiene lo que negocia”.
Desconocido
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Tomando como base que Bordetella cuenta con los facteres de virulencia con los que
puede evadir de manera muy eficaz los mecanismos de inmunidad innata, pero es
altamente susceptible a la inmunidad especifica y que es el agente etiolégico de
problemas respiratorios en diversas especies domésticas, donde el hombre es un huésped
accidental y la infeccidén de éste ocurre por el estrecho contacto con animales enfermos o
portadores asintomaticos, principalmente mascotas, se pretende evaluar en un modelo
muring, la accién inmunogénica de la pertactina recombinante elaborada en E. coli asi
como de una vacuna de ADN contra la misma proteina y determinar su potencial como

inmunégeno en perros para la prevencién de la bordetelosis.
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“cQué es un espiritu cultivado?
Es el que puede mirar las cosas desde muchos puntos de vista”
Henry F. Amiel
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Si la pertactina de B. bronchiseptica ha mostrade que genera una inmunidad protectora

en cerdos y ratones, entonces:

3.1 La pertactina recombinante, elaborada en E. coli sera capaz de inducir inmunidad
protectora en ratones al ser desafiados con una suspensién de bacterias
patbgenas. ‘

3.2 El'empleo de una vacuna de ADN gue contenga el gen de la pertactina de B.
bronchiseptica generard inmunidad protectora en ratones inmunizados con el

plasmido vector.
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4. Objetivos

“No hay viento favorable para el que no sabe donde va”
Lucio Anneo Séneca
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4.1. Objetivo general
Elaborar una vacuna de proteinas recombinantes y otra de ADN contra la pertactina de B.

bronchiseptica mediante la clonacién y expresion del gen prn para inocularla en ratones
susceptibles y evaluar la inmunidad que desarrollan contra la B. bronchiseptica al ser

desafiados con una suspensién de bacterias vivas virulentas.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4,

4.2.5.

4.2.6.

Determinar el tiempo de cultivo de B. bronchiseptica, mediante la
aplicacién de una curva de crecimiento bacteriano para obtener una
cosecha de bacterias que sea Gtil para la purificacibn de ADN genémico,
para la elaboracion de bacterinas y para producir inéculos de desafio.
Amplificar el gen prn mediante la aplicacion de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para obtener un producto que se pueda clonar en el
vector pCR2.1 y con esto obtener la secuencia del producto clonado para
lograr la identificacién del gen de pertactina.

Hacer una subclonacion del gen de pertactina en los vectores pET28a y
pVAX1, mediante cortes con enzimas de restriccién y ligazones, para
obtener un plasmido que exprese la pertactina recombinante y otro para
emplearlo como vacuna de ADN que sea capaz de expresar la pertactina en
células eucaridticas.

Lograr la expresion del gen de pertactina mediante la transformacién y
cultivo de bacterias E. coli, asi como por transfeccién de cultivos de células
Hela con el plasmido que contenga el gen pm para evaluar la sintesis de
pertactina recombinante en cultivos in vitro.

Obtener extractos de proteinas de los cultivos de bacterias transformadas
con el plasmido de expresidon que contenga el gen prn para utilizar las
proteinas en la inmunizacién de ratones susceptibles a B. bronchiseptica y
evaluar su inmunocgenicidad.

Inocular el plasmido de la vacuna de ADN con el gen prm en ratones

susceptibles a B. bronchiseptica para evaluar su inmunogenicidad.
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5. Materiales

y métodos

“Hay ciertas cosas que para hacerlas bien no basta haberlas aprendido”
Lucio Anneo Séneca
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5.1.Cepas y vectores,
Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en ¢l Cuadro 2. Bordetella bronchiseptica
P98 se identific6 mediante pruebas bioquimicas para el género Bordetella y por la
presencia de pertactina mediante Western blot con los anticuerpos monoclonales BBOS y
BBO7 (71). Bordetella bronchiseptica fue cultivada en caldo infusién cerebro-corazén?
(BHI) a 37°C en una incubadora con agitador orbital? a 200 rpm durante 18 horas.

Las diferentes cepas de Escherichia coli fueron cultivadas en agar y caldo Luria-Bertani
(LB).

El vector pCR2.1 con resistencia a kanamicina y ampicilina fue adquirido con el Topo TA
Cloning Kit®*. El vector pET28a se obtuvo de Novagen®, el pVAX1 se adquiri6 de
Invitrogen®

Las cepas transformadas con los plasmidos fueron cultivadas en agar o caldo LB con

kanamicina® 50 pg/mt

5.1.1 Obtencidn de la cepa de B. bronchiseptica
Se utilizé una cepa patogena P98 de B. bronchiseptica aislada de un caso clinico de tos de
las perreras y que es portadora del gen prn el cual expresa a la pertactina con un peso
molecular de 68 kDa (71}.

La cepa de B. bronchiseptica se sembré en 5 cajas de Petri con agar Mc Conkey. Los
cultivos se incubaron 48 horas en una estufa bacteriolégica® a 37° C. Se cosecharon las
colonias colectandolas con un asa de vidrio y se resuspendieron en leche descremada
estéril. Se colocaron en crioviales en un volumen de 1.8 ml y se almacenaron en un
tanque de nitrégeno liquido hasta su utilizacién. Para verificar que los cultivos no se
contaminaron con el manejo de la cosecha, a partir de los sobrantes de la suspensién
bacteriana en leche se sembraron en agar Mc Conkey y se evalud la homogeneidad de

colonias asi como las pruebas bioquimicas basicas como triple-azucar-hierro (TSI},

2 Baker®

3 Lab-Line® Incubator-shaker

4 Invitrogen®.

5 Sigma®

¢ Blue M. ® Bacteriological incubator
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citrato, urea, acido sulfhidrico-indol-motilidad (SIM) y oxidacién-fermentacién de glucosa
(OF).

5.1.2 Determinacidn de la cinética de crecimiento la cepa de B. bronchiseptica.
B. bronchiseptica P98 fue sembrada en una caja de petri con agar Mc Conkey, se incub6 a
37° C durante 48 horas, posteriormente se resembraron de 5 a 10 colonias en un tubo
con 3 ml de BHI, se incubaron a 37° C durante 24 horas en agitacién. Del tubo con el
in6culo se tomaron 300 ul de cultivo de B. bronchiseptica por cada 50 ml de BHI y se
sembraron en el medio de cultivo de prueba. Se incubaron a 37°C con agitacién a 200
rpm. El crecimiento de la poblaci6n bacteriana se determiné mediante la densidad 6ptica
(DO) del cultive con el empleo de un espectrofotémetro Perkin-Elmer® a 650 nm. Los
muestreos se hicieron cada hora a partir del momento de siembra hasta que se alcanzé la
fase estacionaria. Con los valores de absorbancia se elaboré una grafica para

correlacionar densidad 6ptica contra tiempo de cultivo.

5.2 Extraccién de ADN y plasmidos
Se utiliz6 ADN de la cepa P98 de B. bronchiseptica (Prn+) de origen canino (71). La
extraccion y purificacion de ADN cromosémico se rca].lzé con el método de tiocianato de
guanidina descrito por Pitcher et al. (72).

Las bacterias se cultivaron en 10-20 ml de caldo BHI durante 19 horas, posteriormente sc
centrifugaron en una centrifuga Jouan®? a 20 x g (*400 rpm) durante 10 minutos (sélo
para sedimentar las bacterias sin compactarlas demasiado). Se agregaron 550 pl de ia
soluciéon de lisis [tiocianato de guanidina® 5M, etilen diamino tetra acetato de sodio?
(EDTA)} 0.1M, Sarkosyl® 0.5%]: se mezclé 5-10 minutos con una pipeta, cuidando de no
hacer espuma. Se adicionaron 250 ul de acetato ‘dc amonio? 7.4 M (se guardd a -20 °C).
Se mezclé por inversion suave del tubo y se coloco en hielo por 10 minutos. Se agregaron
500 pl de cloroformo-isoamil-alcohol?® (24:1 V/V) y se mezcl6 en un agitador para tubos!0
durante 4-5 minutos. La mezcla se centrifugé a 15,000 x g en una microfugal! (=10,000
rpm) durante 5 minutos. El sobrenadante se pasé a otro tubo y se repitié el paso anterior

2 veces mas (esto se recomienda cuando el ADN se va a utilizar en la PCR). El

7 Jouan® modelo MR1812

8 Sigma

® JT Baker

"% Thermolyne® MaxiMix plus
! Fisher Scientific® 235C
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sobrenadante se precipité con 0.7 volimenes de isopropanol® o 1 mil de etanol absoluto®.
La pastilla de ADN se extrajo con una punta de pipeta y se colocé en otro tubo, para
agregarle 1 ml de etanol absoluto y centrifugarlo. E1 ADN se lavé tres veces con etanol al
70%, se dejoé secar y se resuspendié en 50-100 pl de agua destilada estéril.

La purificacién de los plésmjdbs se realizd6 mediante la aplicacién del método de lisis
alcalina (73). Las bacterias se incubaron en 40 ml de medio LB con el antibiético
correspondiente, se centrifugaron en tubos de plastico!? de 50 ml. La pastilla bacteriana
se resuspendié en 1 ml del amortiguador Tris!3 25 mM, EDTA 25 mM pHS8 y se dejo
incubar 5 minutos en hielo, se agregaron 2 ml de una solucién fresca de NaOH14 0.2N,
dodecil sulfato de sodio!3 (SDS) 1%, se mezclé bien por inversion suave de los tubos hasta
que se vio transparente, homogéneo y muy viscoso. Se incubé en hielo 10 minutos, se
afiadieron 1.5 ml de acetato de potasio!¢ 3M pH 4.8, se mezcl6 bien hasta que se perdi6 la
viscosidad y se observé un precipitado blanco. Se dejo incubar 15 minutos en hielo. La
mezcla se centrifugd a 7,500 rpm/5 minutos y se pasd el sobrenadante a un tubo limpio,
se afiadieron 4 ml de fenol-cloroformo!4, se agité 30 segundos en el agitador para tubos y
se centrifugé 2 minutos a 15,000 x g en la microfuga, la fase acuosa se pasé a un tubo de
plastico con tefl6n!5 y se afiadieron 10 ml de etanol absoluto frio, Se dejé precipitar 20
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 10 minutos en la microfuga (15,000 x g),
se eliminé el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. La pastilla de ADN se resuspendio
en 200 pl de agua des-ionizada estéril, se agregd RNAsa Al6, se dejd incubar a 37°C una

hora, los plasmidos obtenidos se conservaron a -20° C hasta su uso.

5.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
El gen de pertactina se amplificd por medio de la PCR. Los iniciadores utilizados se
diseriaron con base en la secuencia reportada por Li et al. (74), 5-3’ gatgatgcgtcgctgtaaca
y para la porcion 3'-5’ accggtacagctggtanag, con los cuales se amplificoé un producto de
2880 pb.

La reaccién de PCR se ajusté a un volumen final de 50 pl, de los cuales fueron: 1 yl de
ADN genémico de B. bronchiseptica con una concentracién entre 50 y 250 ng/ul, 5 ul de

12 Falcon®

13 USB®

14 JT Baker®
15 Nalgene®
16 Invitrogen®
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amortiguador!é 10X [S0 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA,
estabilizadores, y 50% (v/v} glicerol], 2.5 pM de MgCl16, 200 uM de mezcla de ANTP’s!6, 25
PM de iniciadores, solucién Enhancer de Invitrogen ® con una concentracién final de
- reaccién de 3X (15 pl), 0.5 nl deTaq Pfx!6 (2.5 U) agua des-ionizada estéril cbp 50 pl. Los
ciclos del termociclador fueron: uno de desnaturalizacién previa a 94° C durante 4
minutos y posteriormente 33 ciclos con 94° C 45 segundos, 52° C 45 segundos, 72° C
2:45 minutos. Uno para la extensién final a 72 °C durante 8 minutos.

5.4 Clonacién del gen prn
El producto de PCR fue clonado directamente en el plasmido pCR2.1 mediante el sistema
TOPO TA Cloning Kit!¢ con metodologia que marca el fabricante. Con el plasmido ligado se
transformaron bacterias E. coli DH5a competentes por el método de cloruro de calcio, se
sembraron en placas de agar LB con kanamicina 50 pg/mi, 40 pl de isopropil-bets-D-
thiogalactopiranésido!” (IPTG) 1M y 40 ul con 40 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
beta-D-galactopiranésido!? (X-Gal). Se dejaron incubar a 37° C durante toda la noche. Al
dia siguiente se hizo el escrutinio de clonas con la seleccién de colonias blancas y el

descarte de colonias azules.

5.5 Bubclonacién del gen prn para la expresién de proteinas

Se obtuvo el inserto del plasmido pBH7 mediante la digestién con la enzima de restriccién
EcoRI' con la metodologia que marca el fabricante. El inserto se purificé a partir de un
gel de agarosa con el Kit para purificaciéon de ADN8 a partir de geles de agarosa segin la
técnica establecida por el fabricante. Para la subclonacion se utilizd el plasmido
PET28a?, el cual se digirid previamente con la enzima de restriccion EcoRI. La ligazon se
hizo con la metodologia del sistema LigaFast?°, 3 U de ligasa T417 y una proporcién de 3:1
(vector: inserto). Se hizo el escrutinio de las colonias mediante la purificaciéon de los
plasmidos por lisis alcalina y un posterior analisis de restriccion con las enzimas Clal? y
EcoRV!?, para definir la direccién de lectura del inserto.

17 Invitrogen®
18 Quiagen®
19 Novagen®,
2 Promega®
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5.6 Subclonacién del gen prn para la elaboracién de una vacuna de ADN
La metodologia fue igual al caso anterior pero con la diferencia de que se utilizd el
plasmido pVAX1'7, el cual posee el promotor de citomegalovirus para la expresion de
proteinas en células eucariéticas asi como el promotor T7 para expresién de proteinas en
bacterias y un sitio BGH-PolyA para la poliadenilacién del ARNm en células eucaridticas.

5.7 Secuenciacién
Se purific6 el plasmido pBH7 meditante el sistema Concert High Purity?! con el
procedimiento que marca el fabricante. Para obtener la secuencia de ambas cadenas del

plasmido pBH7 se utiliz6 un secuenciador automético?? y con el kit de secuenciacién
BigDye Terminator cycle sequencing.

Los im'ciadorcs para secuenciacién se disefiaron con el software Vector NT123 y sge
muestran en el Cuadro 3. En el primer ensayo de secuenciacién se utilizaron los
iniciadores M13 de adelantado y reverso, cuyas secuencias de alineamiento se
encuentran en el vector pCR2.117, los siguientes se diseflaron conforme se obtuvieron las

secuencias parciales.

5.8 Expresién de proteinas
5.8.1 En Escherichia coli.
Las bacterias E. coli Rosetta y BL21 transformadas con los plasmido pBH7E9 y pBH7
respectivamente. La E. coli Rosetta se incubé en placas de agar LB con kanamicina?* (Km)
50 pg/ml y cloramfenicol?* (Cm) 2.5 mg/ml, mientras que la E. coli BL21 s6lo se incubé
con Km 50 pg/ml Se resembraron 5-10 colonias en 10 ml de caldo LB con los
antibiéticos correspondientes y se dejaron incubar durante 16 hrs. Se resembraron en
una proporcién de 1:50 en 100 ml de caldo LB con los antibiéticos correspondientes y se
incubaron con agitacién (200 rpm) a 37° C hasta que alcanzaron una D.O. 0.5 - 0.6 a 600
nm; en ese momento, los cultivos se dividieron en dos partes; a una parte se le agreg6 10
mM de IPTG, mientras que la otra se mantuvo sin inductor a manera de control y se
dejaron en incubacién por 1 hora mas a temperatura ambiente con agitacion (200 rpm),
posteriormente se agregd rifampicina?¢ a una concentracién de 50 ug/ml de medio y se

dejé incubar a temperatura ambiente durante toda la noche. Las bacterias se cosecharon

21 Gibco®

22 Applied Biosystem®, modelo 3100
2 Informax, Inc

24 Sigma®
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mediante centrifugacion, se lavaron con solucién amortiguadora de Na;HPO42510 mM (pH
7.2), Las bacterias fueron sonicadas en un homogenizador ultrasénico?s con una punta
modelo CV26 en baiio de hielo con pulsos de 9 segundos con 9 segundos de descanso. El
producto del sonicado se centrifgugé a 10,000 rpm en la microfuga. Se recuperé el
sobrenadante, se cuantificé la concentracién de proteinas por el método de Bradford (79)
y se colocaron 50 pg en un gel al 12.5% de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE); el pellet se resuspendi6 en solucién amortiguadora de urea 8M, tris 20 mM,
NaCl 0.3 M pH8 ajustado con HCl y se colocaron 5 pl en un SDS-PAGE.

5.8.2 En cultivo de células HeLa
Se preparé un cultivo de células HeLa en un frasco de cultivo de 25 cm? de base con 10
ml de medio esencial minimo?” (MEM) y 10 % de suero fetal bovino. Se dejé incubar a 37°
C en una estufa con 5% de CO2. Cuando el cultivo alcanzé un 60% de confluencia, se hizo
la transfeccién al agregar 0.9 ml de MEM con 100 pg/ml de pBH7D46 y 100 ul de
Carbopol 934 TM al 0.5%.

Se dejé incubar durante 3 dias a 37° C y 5% de CO, Posteriormente se recuperd el

sobrenadante, el cual se mantuvo a -20° C hasta su utilizacién.

5.9 Extraccién de proteinas.
Se hizo la extraccion de proteinas a partir de cultivos de B. bronchiseptica, de E. coli y/o
de células HeLa para utilizarlas en: el andlisis del polimorfismo electroforético en SDS-

PAGE, inmunoblot, western blot, ELISA o elaboracién de inmunégenos acelulares.

Se aplicaron las metodologias descritas por Montaraz et al. (46), Matsuyama et al. (76) asi

como la precipitacion con acido tricloroacético.

5.9.1 Obtencién de un extracto de proteinas totales de B. bronchiseptica
Se elabord un cultivo de B. bronchiseptica como se describe en la primera parte del punto
S5.1.2. Se cosecharon las bacterias mediante centrifugacién a 1500 x g (=4,000 rpm)
durante 15 minutos, el paquete celular se resuspendié en 5 ml de solucién salina

amortiguadora de fosfatos (SSAF) pH 7.2 estéril, las bacterias se lavaron una vez con 5 ml

25 JT Baker®
26 Cole Parmer®
7 Eagle®
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de SSAF pH 7.2 estéril. La suspensién bacteriana se colocd en barfio de hielo y se
sonicaron a 90 hertz con pulsos de 1 minuto hasta clarficar. El producto del sonicado se
centrifugé a 1535 x g (=4,200 rpm) durante 20 minutos. Se recuperé el sobrenadante y se
precipitd con 5 velamenes de acetona® fria. El precipitado se resuspendié en 1 ml de
SSAF estéril. Las proteinas se almacenaron en congelacién a -20° C hasta su utilizaciéon

5.9.2 Obtencién de un extracto de proteinas de membrana externa de B.
bronchiseptica

Se cultivaron las bacterias en 30 ml de caldo BHI durante 19 horas. Se lavaron con 10 ml
de Na,HPO4 10 mM (pH 7.2} y se centrifugaron durante 2 minutos en una microfuga
(10,000 x g). la pastilla bacteriana se resuspendié en 5 ml del mismo amortiguador, se
agitd en un agitador de tubos. La suspensién de bacterias se sonicd a 90 hertz, 45 ° de
amplitud hasta aclarar {9 segundos de sonicado por 9 segundos de descanso durante
1:30 minutos). El sonicado se centrifugd a 10,000 x g durante 2 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se colocé en otro tubo y se centrifugé a 10,000 x g a 4°C
durante 30 minutos. El sobrenadante se guardé (proteinas solubles). La pastilla se
resuspendié en 500 ul de amortiguador de Na;HPO4 10 mM (pH 7.2) pero adicionado con
2% de tritén X-10029. La solucién de protciflas se incubd a 37°C durante 30 minutos y
posteriormente se centrifugé 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se removié (membranas
intemg‘s), el sedimento se resuspendié en 1 ml de amortiguador de NagHPO4 10 mM (pH
7.2) y se centrifugé a 10,000 x g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se desecha
mientras que el sedimento se resuspendié en 500 pl de SSAF pH7.2 (membranas

externas).

5.9.3 Obtencién de un extracto de proteinas totales de E. coll con pertactina
recombinante.
Se siguié la metodologia descrita en el punto 5.9.1. Obtencién de proteinas totales de
B. bronchiseptica.

5.9.4 Obtencién de proteinas a partir del sobrenadante del cultivo de células
HelLa transfectadas con el pBH7D46

Las proteinas se obtuvieron mediante precipitacion con acido tricloroacético.

8 JT Baker®
2% Sigma®
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Brevemente, se agregd un volumen igual de acido tricloroacético al 20% a la muestra de
proteinas. Se Incubd 30 minutos en hielo, se centrifugé en una microfuga a 4° C a 10,000
x gdurante 15 minutos, se removi6 el sobrenadante y se agregaron 300 ul de acetona fria.
Se centrifugé en la microfuga durante 5 minutos a 4° C, se removié el sobrenadante y se
dejé secar el pellet. El precipitado se resuspendi6 en 1/10 del volumen original en
solucién salina amortiguadora de fosfatos (SSAF).

5.10 Cuantificacién de proteinas:
Para la cuantificaron de la concentracién de las proteinas se sigui6 el método de Bradford
(75). La muestra de proteinas se hidrolizé previamente para obtener una lectura de mayor
precisiéon. Se colocaron 30 ul de la muestra de proteinas en un tubo Eppendorff, se agrego
1 ml de Acido tricloroacético y se dejé precipitar durante 30 minutos en baifio de hielo,
después se centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 x g en una microfuga y se agrego
1 ml de NaOH 0.4N para hidrolizar las proteinas. Se colocaron 100 jl en una cubeta para
espectrofotémetro, se le agregd 1 ml de reactivo de Bradford y se interpold el valor de la

densidad éptica en la curva patrén que se elaboré con albiimina sérica bovina.

5.11 Anélisis de proteinas
5.11.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE)
Se siguié la metodologia de Laemmli descrita en el manual de usuario de Mini-Protean® I
Muiti-Casting Chamber®. Las muestras de los extractos de proteina fueron ajustadas a
una concentracién final de 50 pg para evaluar el polimorfismo bioquimico en geles de
poliacrilamida al 12% con SDS.

5.11.2 Anilisis por inmuntransferencia tipo Inmunoblot y Western blot
La Prn se detectd mediante inmunotransferencia tipo Inmunoblot con los anticuerpos
policlonales contra B. bronchiseptica y B. pertussis asi como monoclonales BB05, BBO7 y
tipo Western blot con suero policlonal contra B. bronchiseptica en membranas de
nitrocelulosa3! o nylon3!. Los antigenos de prueba fueron los extractos de proteina
descritos en el punto niimero 5.9 de este capitulo. Se siguieron las metodologias descritas
en el manual de usuario del Miniblotter 45% asi como en el de Mini-Protean® I Multi-

¥ BioRad
31 Amercham
32 Inmunonetics®.
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Casting Chamber. En la reaccién tipo Western blot se hizo con las siguientes diferencias:
¢l proceso de transferencia se hizo sobre membranas de nylon previamente activadas en
metanol; para la reacciéon de transferencia se utilizé la caAmara Mini-Protean® I Multi-
Casting Chamber conectada a una fuente de poder con 18 V y 300 mA durante toda la
noche. La cdmara se coloct en una hielera con refrigerantes durante todo el proceso. El
bloqueo de membranas se hizo con leche descremada al 5% en solucién amortiguadora
salina Tris-Tween (TBS-T). En la fase de deteccién se emplearon anticuerpos anti Ig’s de
ratén elaborados en cabra, conjugados con peroxidasa de rabano (Amercham), el cual fue
diluido 1/6000 en TBS con 5% de leche descremada y se dejdé reaccionar con la
membrana a 37° C durante toda la noche sobre un agitador orbital a 50 rpm. Al dia
siguiente la membrana se lavd y se reveld con 4-1-cloro-naftol y peréxido de hidrogeno.
En cada prueba se utilizd como control positivo el extracto de proteinas de membrana
externa de B. 'bronchiseptica P98 mientras que ¢l negativo se utilizé el extracto de

proteinas de E, coli sin vector.

5.12 Elaboracién de los inmunégenos experimentales
5.12.1 Preparacién de una bacterina de B. bronchiseptica
Bordetella bronchiseptica se sembré en agar BHI y se dej6 en incubacién a 37°C durante
24 horas. Al dia siguiente se tomaron 5-10 colonias y se sembraron en un tubo con 10 ml
de caldo BHI y se incubaron durante toda la noche. Posteriormente se sembraron 2 ml de
cultivo en 500 ml de caldo BHI y se dej6 incubar durante 19 horas a 37°C. Las bacterias
se cosecharon mediante centrifugacion a 5000 x g/min. Y se lavaron una vez con SSAF
PH 7.2 estéril. Las bacterias fueron resuspendidas en 50 ml de SSAF.

La suspension de bacterias se ajusto al tubo niimero 2 del nefelémetro de McFarland (77).
Se agregd solucién de carbopol a una concentracién final de 1% (77). Las bacterias se
inactivaron con formaldehido a una concentracién final de 0.05% y se dejaron en
incubacién a 37 °C durante 24 horas (77).

Se comprobb la esterilidad de la bacterina al sembrar 100 pl en una placa de agar sangre,

la cual se dej6 incubar en una estufa bacteriolégica a 37° C durante 3 dias.

Con el producto terminado y libre de bacterias vivas, se inocularon 20 ratones CD1

hembras por via subcutanea en el espacio inter-escapular con 0.5 ml de la suspensién a
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cada ratén. Los ratones fueron revacunados 14 dias después por via intraperitoneal con

el mismo volumen de la bacterina.

5.12.2 Preparacién de la vacuna de ADN para inoculacién en ratones.
Se siguié la metodologia descrita en el producto de Quiagen® para la purificacién de
vacunas de ADN por columnas de intercambio iénico. Es importante que todos los
reactivos estén estériles y libres de endotoxinas.

El plasmido pBH7D46 fue transformado en E. coli TopF10’, se sembraron placas de agar
LB con Km 50 pg/ml y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se
sembraron 5-10 colonias en un tubo con 5 ml de caldo LB con Km 100 pg/ml y se dejé
incubar toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se resembraron 10 ml de cultivo en 500 ml
de caldo LB con Km 100 ug/ml y se dejé incubar durante 7 horas més en una incubadora
con agitador orbital a 200 rpm. Una vez concluida la incubacién, el matraz se colocé en
hielo y se sigui6 el procedimiento de extraccién establecido en ¢l manual de usuario del

producto Quiagen para purificacién de plasmidos.

El ADN se eluyé en columnas Qiagen (una columna por cada 50 ml de medio de cultivo).
El ADN se precipité con isopropanol y fue lavado con etanol y secado. El ADN fue
resuspendido en Tris-EDTA (TE) 1X libre de endotoxinas. Es recomendable dejar el ADN
disolviendo toda la noche.

Al dia siguiente, se agregé NaCl a la solucién ADN-TE a una concentracién final de 0.1M
de NaCl.

Se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto. Se dejé precipitar a -20 °C por 30 minutos
¥ se recuperé el ADN mediante centrifugacion (10,000 x g], posteriormente se lavé una vez
con etanol al 70% en agua y se recuperd el ADN por centrifugacién (10,000 x g).

El pellet se dejé secar y posteriormente se resuspendi6 en 1X de una SSAF estéril y libre
de endotoxinas. Se agregd la cantidad de SSAF necesaria para dejar una concetracién
final de 1.5 a 2 mg/ml de ADN. En este punto se dej6 disolver la solucién ADN-SSAF toda

la noche.

33



La concentracién de ADN se determin6 mediante el empleo de un espectrofotémetro de luz
UV con lecturas en las longitudes de onda de 260 y 280 nm. El ADN se diluyé con PBS
para dejar una concentracién final de 1 mg/ml . E1 ADN se almacené a -20 °C hasta su
utilizacién.

Al ADN se le agregd Carbopol 934 como adyuvante a una concentracién final del 1%.
Cada ratén fue inmunizado con 100 pg de ADN por via intradérmica en la base de la cola.

Catorce dias después fueron revacunados con la misma dosis por la misma via.

5.12.3 Preparacién de una vacuns acelular con E. coll transformada con el
vector pBH7TE9

Se siguid el procedimiento descrito en el punto 5.8.1 para la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli. La extraccién se hizo de acuerdo a la metodologia descrita en el
punto 5.9.3. Después de cuantificar la concentracién de proteinas hidrolizadas mediante
el método de Bradford (75), se ajusté la concentracién final de proteina a 120 pg/ml . Se
agregd carbopol a una concentracion final de 1%. Se hizo una prueba de esterilidad al
sembrar 100 ul en placas de agar sangre y agar papa ¢ incubarlas a 37 °C y temperatura
ambiente durante 14 dias. Cada ratén fue inmunizado con 60 ug de proteina por via

subcutanea y revacunado, con la misma dosis, por via intraperitoneal al dia 14.

5.12.4 Preparaci6én de una bacterina de E. coli Rosetta sin plismido de
expresidn. .

Se sigui6 la metodologia descrita en el punto 5.12.1 de elaboracién de una bacterina de B.

bronchiseptica, pero con un tiempo de incubacién de 12 horas. Este inmunégeno se

utilizd como testigo de la inmunidad generada por E. coli.

5.13 Evaluacién de la eficacia de los inmunégenos experimentales
5.13.1 Inmunizacién de los animales
Se utilizaron 20 ratones CD1 hembras por lote. Se colocaron en cajas de policarbonato
con cama de viruta de madera esterilizada, se marcaron con muescas en las orejas, se les
suministré agua y alimento comercial ad libitum. La distribucién de los lotes se muestra
en ¢l cuadro 4. Los ratones fueron inmunizados con las concentraciones que se describen
en la preparacion de cada uno de los inmunégenos y fueron revacunados 14 dias

después,
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5.13.2 Toma de muestras de suero
La toma de muestras de suero se hizo mediante puncién cardiaca con jeringas de 1 ml y
aguja del nimero 27. Todos los animales que no fueron desafiados fueron muestreados
los dias 7, 14, 21 y 28 después de la primo vacunacién (n=5 por cada dia de muestreo por
grupo) para determinar la curva de respuesta inmunitaria humoral a la vacunacion;
mientras que los desafiados se sangraron unos minutos antes de sacrificarlos para la
toma de muestras de pulmén (n=3 por cada dia de muestreo por grupo).
Las muestras de suero se limpiaron por centrifugacién y se almacenaron en congelacion a
-20°C hasta su utilizacién.
Antes de utilizar los sueros, éstos fueron adsorbidos con E. coli Rosetta sin plésmidos de
acuerdo a la técnica de Graber y Zingales (78), con lo que cada suero quedé con una
dilucién final de almacenamiento de 1:15.

5.13.3 Desafio de los animales vacunados
Se siguié la metodologia descrita por Guiso N. (79) con algunas diferencias: Se colocaron
en una camara de aspersiéon de 34X24X16 cm, se les conecté un humidificador de
oxigeno®? con 10 ml de la suspensién de bacterias con una densidad 6ptica de 1.0 a 650
nm para asi obtener una concentracién aproximada de 10° UFC/ml . El humidificador se
conecté a compresor de aire y se asperjaron los animales durante 10 minutos. Los
ratones se regresaron a sus respectivas jaulas y se tomaron muestras de suero y
sacrificaron para obtener el nimero de UFC de pulmé6n de 3 animales los dias 0, 3, 7, 16
¥ 21. Los pulmones fueron homogenizados y se hicieron diluciones en 4.5 ml de caldo BHI
desde 10-! hasta 10-%. Se sembraron 10 pl de cada dilucién en muestras pareadas”en
placas agar McConkey para cuantificar UFC que se recuperaron del pulmén. La lectura

de las placas se hizo 24 horas dcspués de la siembra.

5.14 Estandarizacién del método de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para
la titulacién de anticuerpos contra proteinas de B. bronchiseptica.

5.14.1 Preparacién del antigeno
Se utilizaron como antigeno las proteinas totales (PT} y proteinas de membrana externa
(PME) de B. bronchiseptica descritas en los puntos 5.9.1 y 5.9.2 de éste capitulo.

33 Misty-Neb™ Nebulizer. Airlife ™, Allegiance. McGaw Park IL 60085 USA
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5.14.2 Unién del antigeno a la fase sélida

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano, para lectura
colorimétrica. Se hicieron diluciones de los antigenos de proteinas de membrana externa
asi como de proteinas totales de B. bronchiseptica con SSAF pH 7.2 para ajustar la
concentraciéon en 1, 2 y 3 pg/100 uly 1,2, 3,4y 5 ug/ 100 pl respectivamente. Se
colocaron 100 ul de antigeno segun la concentracion y se dejo incubar a temperatura
ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente se lavaron los pozos con 250 pl/pozo de
S8AF-Tween (10mM pH 7.2, 0.05% de Tween 20). La placa fue bloqueada con 100 pl de
albimina sérica bovina (ASB) al 1% y se dejé incubar a temperatura ambiente durante
dos horas, posteriormente se lavé la placa tres veces con SSAF-Tween. Las placas se
taparon con plastico autoadherible y se guardaron en refrigeracion a 4 "C hasta su
utilizacién.

§.14.3 Titulacién de los sueros testigos positivo para la estandarizacién de la
técnica de ELISA
Se utilizaron los sueros de los ratones inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica
con y sin desafio como testigos positivo mientras que, como testigos negativo se utilizaron
sueros de ratones libres de B. bronchiseptica asi como los inmunizados con la bacterina
de E. coli Rosetta, el plasmido pVAX1 y PBS.

A partir de las muestras de suero adsorbidas con E. coli y con una dilucién de 1/15, se
hicieron diluciones triples seriadas de 8 sueros positives y 8 sucroé negativos para tener
diluciones de trabajo desde 1/50 hasta 1/12150. Cada dilucién se colocé sobre los pozos
previamente sensibilizados y bloqueados. Se cubrié la placa con plastico autoadhesivo y
se dej6 incubar a 37 °C durante 1 hora. Se hicieron tres lavados con 250 ul de SSAF-
Tween por cada pozo en un lavador de microplacas. A cada pozo se le agregaron 100 pl de
conjugado anti Ig’s de ratén3* elaborado en cabra diluido 1/6000 con SSAF. Se cubri6 la
placa con plastico autoadhesivo Yy se dejd incubar a 37 °C durante 1 hora, durante la
incubacion se prepar6 el sustrato con 5 pl de H;0;en 120 pl de H20 y también se preparé
la solucién de cromégeno con 7.5 mg de acido 2,2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic3S (ABTS) en 50 ml de solucién de citrato (0.2M de fosfato de sodio?6, 0.1M acido

citrico). Se mezcld S0 ml de la solucién de cromogeno con 19 pl de la solucién de sustrato,

¥* Amercham®
35 Sigma®
3% JT Baker®
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la cual se empled inmediatamente después de prepararse. Después de la incubacién con
el conjugado se lavé tres veces la placa con 250 ul de SSAF-tween en un lavador de
microplacas. Se agregaron 100 pul de la mezcla sustrato-cromégeno en cada pezo mediante
la utilizacién de una micropipeta multicanal y se incubé la reacciéon a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se determiné la absorbancia con un lector de microplacas
a 605 nm. Las lecturas de la absorbancia se graficaron. Se seleccioné la dilucién de suero

donde hubo una mayor diferencia entre el control positivo y el negativo.

5.14.4 Metodologia de la prueba de ELISA
Se siguié el procedimiento descrito en el punto anterior pero con las siguientes

diferencias.

La dilucién de trabajo de los sueros fue de 1/450. Esta dilucién se definié con base en la
mayor diferencia de los valores de absorbancia obtenidos entre los positivos y los
negativos evaluados en la estandarizacién de la prueba. Las evaluaciones de los sueros se
hicieron por duplicado para cada uno de los antigenos utilizados. En cada placa hubo un

control positivo y uno negativo

5.14.5 Evaluacién de los resultados de la prueba de ELISA
Se aplicé un andlisis de varianza (ANDEVA) seguido del estadistico T de Student para

determinar las diferencias entre grupos.

5.15 Determinacién de las unidades formadoras de colonia en pulmones de

ratones vacunados y desaflados

Se siguieron las metodologias descritas por Guiso et al. (79) Sharon y Washington (80) y
Brock y Ward (81).

Después de haber sangrado a los ratones, se hizo una diseccién para extraer las vias
respiratorias bajas desde la traguea hasta los pulmones. El aparato respiratorio fue
flameado para eliminar contaminaciones ¥ se colacé en un tube con 2 ml de SSAF pH 7.2
para homogenizar los tejidos. Posteriormente se hicieron diluciones décuples desde 10-!
hasta 10, De cada dilucién, se hicieron siembras por duplicado con 10 pl de cada
dilucién del homogenizado en cajas de agar McConkey. Se dejaron en incubacion durante

24 horas y se hizo el conteo de las colonias de cada dilucién. Los resultados fueron
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analizados mediante un analisis de varianza de Kruskall Wallis, seguidos del estadistico U
de Mann Whitney para determinar la diferencia entre grupos.
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6. Resultados

“La victoria y el fracaso son dos imposibles, y hay que recibirlos con idéntica
serenidad y con saludable punto de desdén”
Rudyard Kipling
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6.1 Curva de crecimiento de B. bronchiseptica.
Bordetella bronchiseptica se cultivé en caldo BHI. Para evaluar su desarrollo en cultivo se
realizé una cinética de crecimiento bacteriano. Se observé que las bacterias entraron a la
fase estacionaria a las 21 horas, por lo que se decidié hacer cultivos de 19 horas para la
obtencién de ADN con el minimo de factores que pudieran alterar la calidad del acido
nucleico. El medio BHI es utilizado como en medio de uso general y principalmente esta
recomendado para el cultivo de bacterias del género Streptococcus spp y Staphylococcus
Spp asi como E. coli y otras enterobacterias?; sin embargo, ha sido til en el cultivo de B.
bronchiseptica sin inhibir la expresién de la pertactina, no asi para B. pertussis. El medio
SS es selectivo para el aislamiento y cultivo de bacterias del género Bordetella ya que
contiene aminoécidos esenciales para la bacteria (prolina, écido glutdmico) asi como sales
de potasio y calcio; sin embargo, se prefiri6 el empleo del medio BHI por tener un costo

por libra menor en comparacion con el medio SS.

En la Figura 6 se muestra la curva de la cinética de crecimiento de B. bronchiseptica,
donde los valores de lectura corresponden a la densidad optica de los muestreos. Las

lecturas se hicieron con muestras pareadas para disminuir el error de lectura.

6.2 Extraccién de ADN
Al aplicar el método de tiocianato de guanidina para la obtencién de ADN de B.
bronchiseptica se obtuvo un rendimiento de hasta 4 Hg/nl de ADN por cada 20 mli de
medio de cultivo, con una incubacién a 37° C con agitacién orbital a 200 rpm durante 19
horas. Para su utilizacién en la PCR se requirié diluir el ADN hasta que se obtuvo una

concentracién entre 50 y 250 ng/pl.

6.3 PCR
El producto de la reaccién en cadena de la polimerasa presenté 2880 pares de bases
(Figura 7). Aunque se utilizo la Tagq pfx de Invitrogen®, la cual esta indicada para
incrementar la especificidad de las reacciones de la PCR, se observé que al amplificar el
gen prn de B. bronchiseptica se obtuvo ademas del producto, un bandeo inespecifico, lo cual
probablemente se debi6 al alto contenido de G-C del genoma de B. bronchiseptica. Debido a
lo anterior se decidié purificar la banda a partir del gel de agarosa (Figura 8) para poderlo

clonar en el vector pCR2.1.

37 notacidn de etiqueta
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6.4 Clonacién y andlisis de secuencia
En la Figura 9 se muestra el mapa del plasmido pBH7 el cual contiene el gen prn que
codifica para la pertactina de B. bronchisepticaa El pBH7 confiere resistencia a
kanamicina y ampicilina, posee un origen de replicacién y cuenta con el sitio f1 ori, el
cual es otro sitio de replicacién que participa en la conjugacién bacteriana. El gen pm
quedo entre los promotores T7 y LacZ.

En los sitios de insercion, el vector cuenta con la secuencia M13 de adelantado y reverso,
lo cual fue de utilidad para obtener la secuencia del inserto. Se verificé que la secuencia
correspondiera a la del gen prn mediante un andlisis comparativo en el servicio BlastX de
la biblioteca del Instituto Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos de Norteamérica
con la direccion electrénica www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. La secuencia de nucle6tidos
del gen de pertactina fue registrada en el GenBank del NIH con nimero de acceso
AY376325. La secuencia reportada fue identificada como la pertactina de la cepa de
campo (Wild type) de B. bronchiseptica P98 de origen canino.

El producto clonado contiene 2880 pb el cual incluye el ATG para el codén de inicio en el
sitio 148 y la secuencia de terminacion TAA en el nucledtido 2875. Debido a que el pBH7
cuenta con dos promotores, uno es el T7 y otro es LacZ, se pudo inducir la sintesis de
proteinas con este vector al agregar 2 mM de IPTG. La sintesis de proteinas fue detectada
por inmunoblot con el empleo de los anticuerpos monoclonales BBOS y BB07 (datos no

mostrados).

Una vez clonado el gen prn en el pBH7 se hicieron dos subclonaciones mas, una con el
vector pET28a y se le denominé pBH7E9 (Figura 10} y otra en el vector pVAX], el cual se
le identificé como pBH7D46 (Figura 11).

Durante el proceso de escrutinio para identificar a las colonias bacterianas portadoras del
plasmido con inserto, se detectaron dos plismidos, los cuales fueron identificados como
pBH7E2 y pBH7E3, los cuales presentaron el gen prn pero en sentido inverso de lectura
(Figura 12).

Para la identificacion de la direccién de lectura en cada una de las subclonaciones se

elaboré una simulacién de migracién electroforética de un ensayo de restriccion con el
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software Vector NT! (Figura 13 y 14) y posteriormente realizarlo en el laboratorio con
cada uno de los plasmidos obtenidos en las subcionaciones (Figuras 15, 16 y 17)

El producto de PCR que fue clonado en el vector pCR2.1 y que fue identificado como
pBH7 se utilizé para obtener la secuencia completa del inserto.

Mediante el empleo del software Vector NT1 se comparé la secuencia del gen pm de B,
bronchiseptica P98 en el pBH7 con las secuencias del mismo gen de la B. bronchiseptica
RB50, la B14 y la cepa CN7531. Se detectd un 89.7% de identidad de nucledtidos.

En el Cuadro 5 se muestra el alineamiento y corresponde a las secuencias de
aminoécidos de la pertactina de B. bronchiseptica P98 clonada en el pBH7 comparada con
las de las cepas RB50, B1l4 y CN7531 citadas anteriormente. Se obtuvo la probable
traduccion de aminoacidos a partir' del ATG reportado en la CN7531 como codén de
inicio. Se detecté un 98% de positivos (aminoacidos iguales) con un 96.6% de identidad

{aminoacidos del mismo grupo). El dominio RGD se encuentra en el aminécido 261

La regién 1 se caracteriza por fragmentos repetidos con las secuencia GGXXP y se
encuentra préxima al dominio RGD, mientras que la regién 2 son secuencias repetidas de

POP.

En el analisis de la secuencia de pertactina de B. bronchiseptica se observé que la cepa
RBS0 presenta, en la region I, una secuencia GGXXP extra en el sitio 277 con relacién a

las otras secuencias comparadas.

Al comparar la regién [I de la secuencia de aminoéacidos de la pertactina obtenida a partir
del pBH7 se observé una homologia del 100% con relacién a las secuencias Bl4 y
CN7531, con la cepa RB50 hubo una similitud del 95%, debido a que ésta Ultima carece
de una prolina en el sitio 595 de la ultima repeticién PQP.

Se observaron cambios en dos aminoacidos de la secuencia de la pertactina de B.
bronchiseptica P98 y que son diferentes a los de las secuencias comparadas. Uno se
encuentra en el sitio 148 y otro en el 859. En el primero se detecté la presencia de una
Thr en lugar de una Ala lo que indica que la pertactina de B. bronchiseptica P98 posee un
sitio polar neutro en lugar del hidrofébico que se reporta en las secuencias RB50, B14 y

CN7531, el segundo fue una His en lugar de una Arg, donde ambos aminoacidos forman
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parte del mismo grupo de aminoéacidos basicos. Cambios no significativos de aminoacidos
como la lys del sitio 8 de la cepa P98 que coincide con la RB50 y la B14, pero no en la
cepa CN7531 que presenta una Leu; la Tyr del sitio 34 de la cepa P98 cambia en 1la RB50
por una His; la Cys del sitio 469 estd en la cepa P98 y en la cepa CN7531 mientras que en
la RBSO y la Bl4 tienen una Val; en los sitios 508 y 519 las cepas P98, RB50 y Bl14
poseen un Trp y una Ala respectivamente, la cepa CN7531 tiene una Leu y una Gly en los
mismos sitios; en el sitio 804 hay una Ala en la cepa RB50, mientras que las otras tres
cepas tienen una Ser; sin embargo, este cambio es totalmente irrelevante debido a que la
pertactina madura sélo posee hasta el aminoacido 632. Estas variaciones de aminodcidos
no afectan las caracteristicas inmunogénicas de la molécula debido a que se conservan
sin cambios las dos regiones variables, asi como el dominio RGD del sitio 261, que es el

receptor de adhesién a células

Con base en la secuencia de nucleétidos y en el ATG identificado como codén de inicio de
la cepa de B. bronchiseptica CN7531, se elaboré la secuencia de aminoacidos, la cual se
envié, via correo electrénico, a la pagina Web “Predict Protein structure prediction and
sequence analysis® con la direccién electrénica http://maple.bioc.columbia.edu/pp/ y se
~ obtuvo el modelo tridimensional de la Pertactina {Figura 18).

Mgdiantc el empleo del software DeepView/Swiss-PDBviewer 3.7 (SPS) se hizo un
empalme de moléculas entre la pertactina de Bordetella pertussis y la de B. bronchiseptica
P98 clonada en el pBH7. Se observaron cambios, principalmente a nivel del asa del

dominio RGD, lo cual se le ha asociado a la virulencia por especie (Figura 19).

6.5 Induccién de la sintesis de proteinas
Cuando se realizé el proceso de induccién de la sintesis de proteinas se requirié de una
concentracién mayor de IPTG que la recomendada para el vector de expresion (10 mM vs
1 mM) asi como la adicién al medio de cultivo de 50 pg/ml de Rifampicina, la cual inhibe
a la ARN polimerasa de E. coli pero no a la T7 ARN polimerasa, con lo que se favorecié la
expresidn de proteinas asociadas al promotor T7 que se encuentra en los tres vectores
desarrollados en este trabajo. Durante el proceso de cultivo se observé que las bacterias
E. coli que contenian el plasmido con el prn en direccién correcta del marco de lectura
(PBH7E9 y pBH7D46), formaban conglomerados lo cual fue visible tanto
macroscopicamente como microscépicamente (Figuras 20 y 21). No se observé en los

cultivos de E. coli sin plésmido, asi como en la E. coli transformada con pBH7E2 o

43



pBH7E3, los cuales presentan el marco abierto de lectura en sentido inverso al promotor
T7

6.6 Andlisis por inmunotransferencia tipo Inmunoblot y Western blot
El extracto de proteinas totales obtenido a partir de la E. coli transformada con ¢l pBH7
reaccion6é con los anticuerpos monoclonales BBOS y BB07 contra la pertactina de B.
bronchiseptica (datos no mostrados) asi como con anticuerpos policlonales contra B.
bronchiseptica y B. pertussis mediante 1a aplicaciéon de la técnica de inmunotransferencia
tipo inmunoblot (Figura 22).

En la Figura 23 se muestra el gel de poliacrilamida donde se presenta la expresién de
proteinas de las E. coli transformadas con los plismidos pBH7, pBH7E9 y pBH7D46
inducidas con IPTG y rifampicina, asimismo se incluyen como testigo de la prueba los
extractos de proteina de la E. coli BL21 y E. coli Rosetta sin plasmidos e inducidas con
IPTG y rifampicina. '

En la Figura 24 se muestra la inmunotransferencia tipo Western biot donde se aprecia las
bandas de reaccién de los extractos de proteina de las bacterias E. coli transformada con
los plasmidos pBH7 y pBh7E9.

En la Figura 25 se muestra la fotografia del gel de poliacrilamida con la electroforesis de
proteinas de los cultivos de células Hela transfectadas con el pBH7D46 y el control sin
plismido. La muestra del carril 1 se tom¢ el dia 3 mientras que la muestra del carril 3 se
tomé el dia 5 post-transfeccibn. Asimismo en la Figura 26 se muestra la reaccion de
transferencia tipo Western biot de las mismas proteinas en reaccién con un suero
policlonal de ratén contra B. bronchiseptica y antisuero anti inmunoglobulinas totales de

ratén conjugado con peroxidasa de ribano (Amercham) .

6.7 Estandarizacién de la técnica de ELISA pars la cuantificacién de anticuerpos
contra B. bronchiseptica.

En las Figuras 27 y 28 se muestran las curvas de los valores de absorbancia obtenidos

durante el proceso de estandarizacién de la prueba de ELISA para evaluar la respuesta

inmunitaria a la vacunacién asi como en los animales vacunados y desafiados. Se utilizd

como antigeno de captura proteinas de membrana externa en concentraciones de 1, 2y 3

pg por pozo (Figura 27) asi como proteinas totales de B. bronchiseptica en



concentraciones desde 1 hasta 5 pg por pozo (Figura 28). Se utilizaron diferentes sueros
policlonales de ratén contra B. bronchiseptica como testigo positivo con diluciones desde
1/50 hasta 1/36,450, mientras que, el testigo negativo se obtuvo de los sueros de
ratones libres de B. bronchiseptica o vacunados con E. coli sin plasmido, o inoculados con el
vector pVAX1 o con SSAF.

Se observé una mayor variabilidad en los resultados de las pruebas de ELISA trabajadas
con proteinas totales que con PME como antigeno de captura; sin embargo, se decidié
utilizar ambos antigenos en la evaluacién general de los sueros de los ratones vacunados
y desafiados.

Con los resultados obtenidos se trabajé con la dilucién 1/450 de los sueros asi como con
2 pg de PME o S5 pg de proteinas totales de B. bronchisepfica como antigenos de captura
debido a que, con estas constantes, se obtuvo la mayor diferencia en los valores de

absorbancia de las lecturas.

6.8 Evaluacién de la respuesta iInmunitaria humoral & la vacunacién y al desafio
En las Figuras 29 y 30 se muestran las graficas de los valores de absorbancia en la
prueba de ELISA para determinar la respuesta inmunitaria a la vacunacién. Se utilizaron
como antigenos de captura el extracto de proteinas totales (5 pg por pozo) y proteinas de
membrana externa de B. bronchiseptica (2 ng por pozo) respectivamente. Se muestrearon
5 ratones de cada grupo los dias 0, 7, 14, 21 y 28. Los ratones fueron revacunados el dia
14. Al igual que en la estandarizacion de la prueba de ELISA, se observéd una mayor
variabilidad de los valores de absorbancia en los sueros trabajados con proteinas totales
que con las PME.

En las Figuras 31 y 32 se muestran las curvas de los valores de absorbancia en la
evaluacion de la respuesta inmunitaria humoral durante el proceso de desafio. Se
tomaron muestras de 3 animales de cada grupo los dias 0, 3, 7, 16 y 21 después del
desafio. Los sueros fueron evaluados mediante Ia técnica de ELISA con la utilizacién de
proteinas totales (Figura 31) y proteinas de membrana externa (Figura 32) como
antigenos de captura. Al igual que en los resultados descritos anteriormente, se observo
una mayor variabilidad de los valores de absorbancia en la prueba de ELISA cuando se

utilizaron las proteinas totales de B. bronchiseptica.
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En la Figura 33 se muestran los resultados obtenidos en el desafio de los animales
inmunizados. La grafica muestra las curvas de las unidades formadoras de colonias
recuperadas de los ratones desafiados. Como se puede observar, sélo los ratones
inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica y los vacunados con el extracto de
proteinas de E. coli transformada con el pBH7E9 lograron disminuir los conteos de
colonias a 0. Los valores graficados corresponden al logaritmo de las UFC detectadas en.
cada dia de muestreo. La evaluacién estadistica mostré diferencias significativas entre los
ratones inmunizados con el extracto de proteinas de E. coli con pertactina recombinante
con relacién a los otros tres grupos, incluyendo a los vacunados con la bacterina de B.

bronchiseptica.
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7. Discusion

“Ni la contradiccion es indicio de falsedad, ni la falta de contradiccién es
indicio de verdad”
Blaise Pascal
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En este trabajo se desarrollaron inmundgenos experimentales contra la bordetelosis
canina elaborados mediante la manipulacién del ADN genémico de B. bronchiseptica. Se
elaboré una vacuna acelular con E. coli transformada con el vector pBH7E9, la cual
expresd la pertactina de B. bronchiseptica y generd proteccion en los ratones vacunados;
asimismo se elabord una vacuna de ADN con el vector pBH7D46, la cual no estimulé una
inmunidad humoral detectable ni proteccién en los ratones vacunados ﬁero si expresd

proteinas recombinantes en cultivos in vitro.

Se logré la amplificacion del gen prn con la metodologia de la PCR con el empleo de la Taq
Pfx de Invitrogen®, la cual funciona bajo el sistema Hot Start ya que contiene un
anticuerpo unido a la enzima, y éste se desprende cuando el termociclador alcanza una
temperatura superior a los 60° C, esta propiedad inhibe la replicacién fuera de las
temperaturas de sintesis (82;83) con lo que aumenta la especificidad. También posee una
vida media de 2 horas a 96° C, mientras que otras polimerasas convencionales tienen una
vida media de 9 minutos a la misma temperatura (83), esto permite un mayor namero de
ciclos de reaccién sin la degradacién de la enzima {83). Aunque la taq Pfx esta diseniada
para disminuir las reacciones inespecificas en la PCR, en este trabajo se observé un
bandeo inespecifico (Figura 7), el cual pudo deberse al alto contenido de G-C en el
genoma de Bordetella (82) por lo que se requirié la purificacion de la banda a partir del gel
de agarosa para poder realizar la clonacién con el gen completo.

El producto de la PCR fue clonado en el vector pCR2.1 de Invitrogen®, que se caracteriza
por poseer terminaciones cohesivas de timinas que interaccionan con las adeninas que se
unen al producto durante la fase de poliadenilacién a 72° C, ademés de tener unida una

topoisomerasa en cada extremo cohesivo que facilita la insercion del producto de PCR,

La pertactina recombinante detectada con el empleoc de anticuerpos monoclonales y
policlonales mostré dos tamaros diferentes, uno de 68 kDa y otro de 115 kDa. La Prn
obtenida a partir del pBH7E9 presenté el tamario de 68 kDa, lo cual indica que sufrio los
cortes enzimaticos reportados por Li et al. (74), quien sefiala un primer corte entre la Ala
32 y Asp 33 mientras que el segundo corte ocurre entre ia Asn 632 y la Ala 633; a
diferencia de la pertactina obtenida a partir de los cultivos de células Hela transfectados

EToPOTA Cloning Manual de usuario
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con el pBH7D46 y en E.coli BL21 con el pBH7, donde la molécula presenté un tamafio de
115 kDa.

En el analisis de la secuencia de pertactina de B. bronchiseptica se observd que la cepa
RBS50 presenta, en la region I, una secuencia GGXXP extra en el sitic 277 con relacion a
las otras secuencias comparadas, lo que coincide con otros trabajos anteriores y
secuencias de pertactina reportadas en el GenBank (48). Al comparar la regién 1I de la
secuencia de aminoacidos de la pertactina obtenida a partir del pBH7 se observé una
homologia del 100% con relacién a las secuencias reportadas por Li et al y King et al
{49;74); con la cepa RB50 hubo una semejanza del 95%, debido a que carece de una Pro
en el sitio 595 de la ultima repeticion PQP.

En el anAlisis del alineamiento de secuencias de aminoédcidos se dcdujo que los cambios
en aminoacidos, mostrados en la comparacion del Cuadro 5, no afectaron las propiedades
antigénicas de la molécula, ya que, aunque se desconoce si la Prn expresada en E. coli
logré plegarse bajo la conformacién tridimensional de un autotransportador, si se logré su
deteccién en la reaccion antigeno-anticuerpo de las pruebas de inmunotransferencia.
Asimismo, en este analisis se observo que conserva el dominio RGD de adhesién a células

asi como las regiones de repeticiones variables I y II.

Cuando se analizé la estructura tridimensional de la molécula de la pertactina, se observo
una homologia del 89% con relacién a la pertactina de B. pertussis. La principal diferencia
entre las dos moléculas de pertactina se encuentra en el asa del dominio RGD y la region
1. Esto se detecté al hacer una superposiciéon de ambas moléculas mediante el empleo del
software DeepView/ Swiss Pdb viewer.

Para la expresion de proteinas se utilizaron las cepas BL21 y Rosetta de E. coli La E. coli
BL21 contiene el gen que expresa a la T7 ARN polimerasa lo cual permite la expresién de
proteinas, por otro lado, la sintesis de la proteina queda en su estado nativo ya que carece
de proteasas orripT gue puedan degradar a las proteinas recombinantes en un momento
dado (84); La E. coli Rosetta ademas de expresar la T7 ARN polimerasa, posee plésmidos
que confieren resistencia a cloranfenicol, los cuales ademas, sintetizan ARNt para
codones “raros” para E. coli éstos son: AGG/AGA (arginina), CGG (arginina), AUA
(isoleucina) CUA (leucina) CCC (prolina), and GGA (glicina) (85).
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En los diferentes ensayos de transformacién bacteriana con los plasmidos desarrollados
en este trabajo, se obtuvieron resultados diversos. La E. coi BL21 (DE3) expresd la
pertactina a partir del pBH7, pero no la Prn del pBH7E9. Asimismo, con la E. coli Rosetta
se logrod la expresion de la pertactina codificada por el pBH7E9. La probable explicacion a
este resultado, es que el pBH7E9 posee el gen lad (Figura 10}, el cual puede inhibir la
sintesis de la T7 ARN polimerasa en la E. coli BL21 (DE3) en ausencia del inductor IPTG y
asi evitar expresiones no deseadas. En los casos en los que el vector posee el gen lad, se
‘recomienda incrementar la concentracién de IPTG de 0.1 mM hasta 2 mM. En este
trabajo, se logré detectar la sintesis de Prn recombinante cuando se incrementd la

concentracion del inductor a 10 mM.

La expresi6n de proteinas en E. coli es compleja, ya que la proteina por sintetizar no debe
se toxica para la bacteria; debe haber compatibilidad metabdlica para sintetizar todas las
moléculas relacionadas con la proteina y se deben activar los mecanismos adecuados
para inducir la sintesis de la proteina (86). En el caso de la pertactina, no se ha
demostrado la toxicidad de la proteina para E. coli (74), puede ser sintetizada como su
precursor de 93 kDa o como molécula madura de 68 o 69 kDa (74;87).

La pertactina recombinante, obtenida a partir de la induccién con IPTG y rifampicina en
las E. coli con los plasmidos pBH7 y pBH7E9, se observd que presentd 2 pesos
moleculares diferentes, uno fue de 1i5.2 kDa y otro de 68 kDa. (Figura 22). La molécula
de 68 kDa, como se menciond anteriormente puede ser procesada por E. coli; sin
embargo, la molécula de 115.2 kDa no coincide con los pesos esperados, ya que si se
considera que la traduccién comenzara desde el codon de inicio, el peso molecular seria
de 97 kDa, por otro lado, si la transcripcion se iniciara desde el ATG ubicado en el sitio
109 después del promotor, el peso molecular deberia ser de 106.6 kDa, por lo que se
desconocen los factores que influyeron en la migracién electroforética aberrante detectada
en la Prn derivada del pBH7.

La deteccién de la pertactina se logré mediante técnicas de inmunoblot y Western blot. En
el primero se utilizaron anticuerpos monoclonales BBOS y BB07. Se observd una reaccion
muy débil (datos no mostrados), tanto en la muestra derivada del pBH7 como en las
muestras testigo de B. bronchiseptica, esto se debié a que los anticuerpos fueron
elaborados en 1984 (46) y el titulo a la fecha es muy bajo (1/200}. Con el empleo de
policlonales contra B. bronchiseptica y B. pertussis se observaron reacciones de mayor
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intensidad. La reaccién de Western blot se aplic con los extractos de proteina de las E.
coli transformadas con los plasmidos pBH7, pBH7E9 y pBH7D46 y con la utilizacién de
anticuerpos policlonales contra B. bronchiseptica. La reaccién de mayor intensidad se
observé con el pBH7E9; sin embargo, para lograr esto se requirié precipitar las proteinas
con acido tricloroacético y resuspenderias en 1/10 del volumen original, ya que de lo
contrario, la reaccién era méas débil que con el extracto derivado del pBH7.

La pertactina detectada en E. coli Rosetta a partir de del pBH7E9 present6 un peso
molecular de 68 kDa, este fenémeno de corte sobre el dominio carboxilo terminal ya ha
sido reportado por Charles et al. (87), quien menciona que E. coli es capaz de procesar a la
pertactina desde su peso original de 93 kDa hasta el de 69 kDa con la pertactina de B.
pertussis, esto mismo, no ocurrié con la E. coli BL21 transformada con el pBH7 ya que el
tamafio molecular fue de 115.2 kDa.

Se ha reportado el fenémeno de migracién electroforética aberrante en moléculas que son
derivadas de genes recombinantes (88;89). Esto puede deberse a: 1. secuencias repetidas
de aminoacidos acidos (89), 2. Metilacién o adenilacién del aminoacido Lisina (90), 3.
Formacién de dimeros estables de la proteina recombinante (88), 4. Inicio de la
transcripcién a partir del promotor del vector y antes del ATG del gen clonado (86}.
Tomando como base los puntos anteriores y considerando la transcripcion de la proteina
recombinante a partir del promotor T7 no se puede definir la causa exacta por la cual se
obtuvo la molécula de 115.2 kDa ya que el anélisis de la secuencia indica que se produce
una proteina con 975 aminodacidos con un peso de 102 kDa con 28 aminoécidos 4cidos y
17 lisinas, los cuales representan el 2.87% y 1.74%, respectivamente, del total de
aminécidos y se requiere, por lo menos de un 22% de alguno de estos dos aminoacidos
para modificar la migracién electroforética (88). Asimismo, con el peso detectado en la
pertactina recombinante, se descarta la posibilidad de la formacién de dimeros estables.

Una de las propiedades del vector pET28a es que promueve la fijacién de una cola de
polihistidinas al final del dominio carboxilo terminal; sin embargo, en el caso de
pertactina recombinante no tuvo el efecto esperado, por lo que, para poder purificar la
proteina sin que sufra los cortes enzimaticos, es necesario incubar a la E. coli con

inhibidores de proteasas.
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Otra opcion para mejorar la expresion de la proteina recombinante consistiria en hacer
una subclonacién en otro vector que permita obtener una mayor produccién de Prn, como
ejemplo de esto, Oxer et al. (91), inducen la sintesis de proteinas recombinantes mediante
el empleo del promotor nirB en E. coli bajo condiciones anaerobias, con lo que lograron

una concentracion de pertactina del 30% con relacion a las proteinas totales bacterianas.

Durante los ensayos para promover la sintesis de proteinas se observé que las bacterias
transformadas con los plasmidos pBH7, pBH7E9 y pBH7D46 formaban conglomerados.
Este efecto se observé conforme se incrementa la molaridad de IPTG en el cultivo;
asimismo, cuando se utilizé6 la rifampicina en el proceso de induccién de la sintesis de
proteinas, el efecto no disminuyé. El fenémeno de autoagregacion bacteriana promovida
por la adicion de 10 mM de IPTG no ha sido reportada con la pertactina tanto en B.
bronchiseptica como en E. coli transformada con plasmidos que contengan el gen prn. Se
ha reportado la autoaglutinacién de B. bronchiseptica causada por la expresién del gen
bipA (29) el cual se expresa durante la fase bug cuando se cultiva B. bronchiseptica a
29°C (29;30); sin embargo, con respecto al gen bipA no hay ninguna relacién reportada
con el gen de pertactina. Asimismo no se encontrd ninguna referencia relacionada al

fenémeno con E. coli y la pertactina.

En la evaluacién de la sintesis de proteinas de la E. coli transformada con el pBH7D46 no
se pudo demostrar la presencia de la pertactina con la reaccién de Western blot; sin
embargo, si se detectd una reaccidn a partir de los sobrenadantes de los cultivos de
células HeLa y anticuerpos policlonales contra B. brenchiseptica. En un primer ensayo, se
intenté la transfeccion de las células con el vector solo, pero no hubo reaccién en la
prueba de inmunotransferencia. En un segundo ensayo, se agregé el co-polimero
Carbopol 934™ en una concentraciéon final del 1% con lo cual se pudo detectar la
presencia de dos proteinas que reaccionaron con el suero policlonal. Una presenté un
peso similar al producido por la E. coli transformada con el pBH7 (115 kDa), pero también
hubo reaccién con otra proteina de un peso de 35 kDa. Esta reaccién no pudo ser

detectada en los cultivos testigos negativos

La evaluacion de la inmunidad en los ratones vacunados mostré que las proteinas totales
de E. coli transformada con el plasmide pBH7E9 generé inmunidad protectora al
desafiarlos con una suspension de bacterias patogenas, aunque los valores de

absorbancia en las pruebas de ELISA en la evaluacion de la respuesta a la vacunacién y
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_ durante el proceso de desafio no fueron equiparables a los generados por los ratones
inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica.

Tal y como se describié en los sub-capitulos de Moléculas antigénicas de B. bronchiseptica
y en Inmunidad adquirida contra B. bronchiseptica, la produccién de anticuerpos contra
Prn generan proteccién (46;92). Actualmente se sabe que la participacién de los linfocitos
Thl son una pieza fundamental para la proteccién, esto pareceria ser una contradiccién
debido a que los linfocitos Th2 son los responsables de la regulacién de la sintesis de
anticuerpos; sin embargo los Thl producen IFN y, el cual, por un lado, activa a
macré6fagos, pero por otro, participa en la regulacién de la sintesis de anticuerpos [gG2a
del ratén y promueve la formacién de receptores FcyRl (55;92). Con todo esto, la
. destruccién y eliminacién de uﬁcroorgﬁnismos de las vias respiratorias es mucho mas
efectiva ya que no solo es la activaciéon de los macréfagos lo que contribuye a la limpieza
de las vias respiratorias, sino que también se aprovecha la capacidad de opsonizacién por
parte de los anticuerpos y la presencia de receptores para la porcion Fc de las
inmunoglobulinas en las células fagociticas (15). Mahon et al. menciona, que si bien los
anticuerpos trasudados a las vias respiratorias son ttiles para controlar la invasién por
Bordetella, también dice que la participacién de la IL12 e IFN y son necesarios para
activar a las células fagociticas profesionales y asi eliminar a la bacteria del tracto
respiratorio (92). Por otro lado, también se pueden dar otros mecanismos inmunolégicos,
los cuales no fueron detectados en este trabajo, como seria la produccién de anticuerpos

secretorios.

Se han descrito diferentes dosis de pertactina para inmunizar ratones y han sido de
0.125, 0.5, 2 y 8 ug de Prn purificada por via intranasal con revacunacién en el dia 14
(79), 5 pg de Prn de Bordetella pertussis por via subcutanea con revacunacion el dia 28
(49), hasta 20 pg por via intramuscular con revacunacién el dia 52 (93). Tomando como
base los datos anteriores y considerando que en este trabajo se utiliz6 un lisado de E. coli
con Prmm recombinante como inmunégeno experimental, se hizo el ajuste en la
concentracién de proteina a 60 pg de proteinas totales por dosis/ratén, ya que si se
aplicaba la dosis convencional de 1.5 pg por animal (77), la respuesta era demasiado
pobre para conferir proteccién. En el trabajo de Guiso et al. (79), la dosis con la que
obtuvo el mayor indice de proteccién durante el desafio fue la de 8 pg por via intranasal
(79).
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Aunque el sistema de evaluacién utilizado con los ratones desafiados no corresponde a
una prueba de potencia tipica, se observé que los animales vacunados con el extracto de
E. coli con la Prn recombinante disminuyeron, de manera significativa a partir del dia 16,
la cantidad de UFC en pulmén y antes que los ratones vacunados con la bacterina de B.
bronchiseptica 1o cual es una clara muestra de la capacidad que tiene el inmunégeno para

generar proteccién contra la infeccién causada por este género bacteriano.

Guiso et al lograron reducir el niimeroc de UFC en ratones vacunados con vacunas
acelulares de Bordetella pertussis hasta el dia 15; sin embargo, los conteos que muestran
en sus graficos no llegaron a 0 (79), esta diferencia puede deberse a que utilizaron ratones
Balb/c en sus experimentos, los cuales son una cepa endogamica y que presentan un
balance Th1:Th2 en favor de los Th2, mientras que en este trabajo se utilizaron ratones
- CD1, que son clasificados dentro de las cepas abiertas o exogamicas con un balance
Th1:Th2 a favor de los Thl (6;66;94,95). En las figuras 1, 2 y 3 del trabajo de Guiso et al.
(79), la curva de UFC recuperada de los animales testigos es muy semejante a la obtenida
en este trabajo.

Se observé que los ratones inmunizados con el lisado de E. coli que contenia a la Pm
recombinante desarrollaron una respuesta secundaria en la revacunacién del dia 14 asi
como en el dia 7 post-desafio, mientras que los ratones vacunados con la bacterina de B.
bronchiseptica s6lo mostraron una respuesta secundaria al desafio pero no se aprecia
durante la revacunacion del dia 14. Esta variacién es probable que se deba a que, en la
prueba de ELISA, se utilizaron como antigenos de prueba el extracto de proteinas totales
0 proteinas de membrana externa de B, bronchiseptica, donde los sueros de los ratones
inmunizados con la pertactina recombinante, sélo detectaron a ésta, mientras que los
sueros de los animales vacunados con la bacterina de B, bronchiseptica reaccionaron
ademas con otras moléculas presentes en el antigeno de captura, lo cual explica también,
el por qué los ratones vacunados con la bacterina de B. bronchiseptica presentaron
valores de absorbancia mayores a los de los sueros de ratones inmunizados con Prn

recombinante.

Los ratones vacunados con el pBH7D46 no mostraron signos de inmunidad humoral ni
inmunidad protectora contra B. bronchiseptica. Asimismo no se observaron signos de que
haya inducido tolerancia, ya que, tanto la curva de anticuerpos detectados en el proceso

de desafic como en las UFC’s recuperadas de pulmén, no hubo diferencias significativas
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con relacién a los testigos negativos. Todo esto pudo haberse debido a que no se logréd
translocar el pBH7D46 en las células del sitio de inoculacién. Esto parecer ser un
problema comiin en las terapias génicas y con las vacunas de ADN, ya que algunos
investigadores han propuesto el uso de técnicas como la de electroporacion in vivo (96-98)

o el sistema gene gun con microesferas de oro (99;100).

Otro factor asociado a la falta de respuesta a la vacunacién con el pBH7D46 pudo
haberse debido a que no se logré inducir la sintesis de proteinas con el promotor del
citomegalovirus (CMV) humano que contiene el vector (101). El manual de usuario del
vector pVAX1 establece que, para el buen funcionamiento del promotor del CMV en la
sintesis de proteinas producidas por el vector, debera existir una secuencia Kosak de
iniciacién de la traduccién justo antes del ATG del codén de inicio (102}. La importancia
de este sitio radica en que permite la accién de una nucleoproteina que facilita la unién a
la subunidad 40S de los ribosomas. Esta secuencia nucleotidica es conocida como “sitios
internos de entrada del ribosoma” (IRES: internal ribosomne entry site} y poder asi iniciar la
traduccién de la proteina (103); en el andlisis de la secuencia del gen de pertactina
clonado en el pBH7, no se detect6 la presencia del fragmento Kosak en el ATG del codén
de inicio, lo que podria explicar el fracaso de la expresi6én de proteinas en los ratones
vacunados con el pBH7D46; sin embargo, en los cultivos de células HeLa transfectados
con este vector, si expresaron la pertactina, la cual fue detectada con la prueba de
Western blot con anticuerpos policlonales contra B. bronchiseptica. Para dar una
explicacién a este fenémeno existen dos principios bioquimicos que son: 1. la presencia
de proteinas que protegen al ARNm de la accibn de las RNAsas, éstas proteinas
“estabilizadoras” del ARN han sido nombradas “falsas proteinas de unién a sitios internos
de entrada del ribosoma” (putative IRES-binding proteins), este proceso fue identificado en
el tropismo tisular que tienen algunos virus para replicarse en ciertos tejidos, ya que si
las células infectadas por el agente viral carecen de estas proteinas estabilizadoras del
ARNm, éste sera degradado y el virus no podra causar un daific (103) y 2. La degradacién
del ARNm en células eucaridticas puede ocurrir también por la presencia de marcos
abiertos de lectura anteriores (UWORF: upstream open reading frame} a un sitio sin
traduccién (UTR: untranslate region), es decir, un ARNm policistrénico que contengan uno
o mas codones de inicio con sus respectivos codones de terminacién ubicados entre el
promotor y €l coddn de inicio de la proteina que se espera que se exprese (104), En este
ultimo caso, el gen prn clonado en el pBH7 presenta un ATG a partir del nucleétido 5 del
inserto y hay un TAA a partir del nucleétido 16, lo cual muestra que 1, El codén de inicio
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no esti en fase con el codén de finalizacién y 2. El codén de inicio se encuentra en
posicién +2 con relacién al promotor CMV. Si esto fuera la causa de la falta de traduccién
del gen prn en las células de los ratones, probablemente ocurrieron mutaciones puntuales
por insercibn entre estos dos sitios para formar un uORF durante el proceso de
subclonacién del gen al desarrollar el pBH7D46, lo cual se tendria que probar mediante la

obtencion de la secuencia del inserto clonado en el vector pVAX1.

En el estudio de los factores que influyen en la eficacia de las vacunas génicas, es el
adyuvante (105). Se han desarrollado una gran variedad de adyuvantes para vacunas,
pero son pocos los utilizados con las vacunas de ADN (106). El objetivo que debe cumpiir
el adyuvante es el de facilitar la translocacién del vector a las células del sitio de
aplicacién (101). Por lo que se han utilizado para este propésito lipidos que puedan
fusionarse a la membrana celular o polimeros sintéticos que contribuyan a la adhesién
celular del vector para facilitar la transfcociﬁn (107-112). En uno de los ensayos de
transfeccién con el pBH7D46 sin adyuvante, no se logré detectar la presencia de la
pertactina en el medio de cultivo de las células utilizadas en la prueba; sin embargo,
cuando se agregé el Carbopol 934™ al pBH7D46 y éste se agregd al cultivo celular, se
identificé la presencia de la proteina en el sobrenadante mediante la prueba de Western
blot.

Aunque los resultados obtenidos con la vacuna acelular son positivos, se considera
necesario realizar mas investigaciones con el inmunégeno acelular de E. coli con Pm
recombinante para conocer a fondo los mecanismos inmunolégicos que se activan
durante el desarrollo de la respuesta inmunitaria celular y humoral asi como el efecto

sobre los mecanismos de inmunidad innata asociados al proceso.

En este trabajo se obtuvieron resultados positivos y negativos con la vacuna de ADN
elaborada con el pPBH7D46 ya que, por un lado, se demostré la transfeccién de cultivos
celulares con éste vector, pero por otro, no se pudo inducir inmunidad protectora en los
ratones vacunados. Por lo que es necesario continuar los estudios con este inmunégeno
para definir las condiciones idéneas para su empleo como vacuna, para lo cual se
propone la subclonacion en otro vector que permita hacer un monitoreo del vector en el

sitio de aplicacion.
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Prospectiva
Purificacién de la pertactina recombinante para la produccion de anticuerpos
monoclonales y para utilizarla como antigeno en pruebas inmunoldgicas.
Determinar la dosis efectiva de la vacuna acelular de E. coli con pertactina
recombinante en perros.
Evaluacién de los mecanismos de activacién de la inmunidad celular y humoral en la
inmunizacién con pertactina recombinante.
Evaluar la inmunidad de la pertactina combinada con otros inmundégenos.
Realizar la subclonacién del gen de pertactina en otros vectores para vacunas de ADN
con los cuales se pueda monitorear la sintesis de proteinas.
Evaluar la capacidad de transfeccién in vivo ¢ in vitro asi como el poder inmunogénico

del vector pBH7D46 al mezclarlo con otros adyuvantes
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8. Conclusiones

‘Lo verdadero es demasiado sencillo, pero siempre se llega a ello
por lo mds complicado”
George Sand
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8.1 Se logré la amplificacion clonacién y expresiéon del gen prn de B. bronchiseptica.

8.2La estructura tridimensional de la pertactina de la B. bronchiseptica P98 y cuyo
gen fue clonado en ¢l pBH7 presenta una homologia del 89% con relacién a la
pertactina de Bordetella pertussis. Las variaciones méas importantes se localizan a
nivel del asa del dominio RGD lo cual podria explicar la capacidad que tiene B.
bronchiseptica para infectar a diversas especies animales.

8.3 La vacuna elaborada con el lisado de E. coli con pertactina recombinante resultd
inmunogénica para los ratones, los cuales mostraron proteccion al ser desafiados
con una suspensién de bacterias patogenas.

8.4La vacuna de ADN elaborada con el vector pBH7D46 no generé inmunidad

protectora para los ratones vacunados por lo que se requiere de mas estudios.
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O. Referencias

“Las personas trascienden cuando su obra perdura mas
que su propia vida”
Francisco J. Basurto A.
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10. Cuadros

“La verdad es lo que es, y sigue siendo verdad aunqgue se piense al revés”
Antonio Machado
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Cuadro 2 Cepas y vectores utilizados en este trabajo.

Cepa o vector

Descripcion

Ongen o
referencia

Bordetella
bronchiseptica
P93

Cepa tipo silvestre, obtenida de un aislamiento de
campo origen canino, Prn+.

Escherichia
TOP10F’

coll

F’ {laclqg Tn10 (TetR)} merA. (rmrr-hsdRMS-merBC)
P80lacZ.M15.1acX74 recAl deoR araD139.(ara-leu)7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Esta cepa sobreexpresa el represor Lac. Se puede hacer
el escrutinio de colonias azul/blanco mediante la
adicién de IPTG y X-Gal a las placas de agar LB.

Invitrogen®

Escherichia coli

DHSa

F- ¢80 lacZ M150lacZ YA-argF) U169 deoR recAl endAl
hsd R17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA
(confiere resistencia al fago T1)

Invitrogen®

Escherichia
Rosetta

coli

E. coli derivada de la cepa Turner. Sintetiza ARNt's para
codones raros (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA). Es
resistente a cloranfenicol

Novagen®

pCR2.1

Plasmido abierto con extremos cohesivos con una
timidina.

Posee la enzima topoisomerasa [ unida covalentemente
al vector ("vector activado”). Tiene los promotores T7 y
LacZ. Confiere resistencia a kanamicina y ampicilina

Invitrogen®

pET28a

Plasmido para expresion de proteinas. Posee un
promotor T7 con terminador. Confiere resistencia a
kanamicina.

Novagen®

pVAX1

Plasmido utilizado para el desarrollo de vacunas de
ADN. Posee el promotor para el citomegalovirus humano
(CMV), el cual es util para promover la sintesis de
proteinas en células eucaridticas asi como el sitio de
poliadenilacién del gen de la hormona de crecimiento
bovina (BGH polyA). Ademas tiene el promotor T7 para
evaluar la sintesis de proteinas en bacterias que
sinteticen la T7 ARN polimerasa. Contiene el gen de
resistencia a kanamicina

[nvitrogen

pBH7

Plasmido derivado del pCR2.1 con el gen prr.

Este estudio

pBH7E9

Plasmido derivado del pET28a con inserto del gen pm de
B. bronchiseptica. El inserto quedoé entre el promotor T7
¥y el terminador T7. Codifica para una cola de
polihistidinas. El marco abierto de lectura se encuentra
en fas +1 con relacién al promotor T7

Este estudio

pBH7D46

Plasmido derivado del pVAX1 con inserto del gen prn de
B. bronchiseptica. El inserto quedé entre el promotor del
CMV ¥y el sitio BGH polyA con el marco de lectura
abierto en fase +1 con relacion a los promotores del
CMVyelT7

Este estudio




Cuadro 3 Iniciadores para secuenciacion del inserto en el pBH7

El namero progresivo a la izquierda de cada oligonuclestido identifica a la fase de
secuenciacion. M13 corresponde al iniciador que se alinea con el promotor en el vector
pPCR2.1 junto al sitio de clonacién multiple. Los valores entre paréntesis indican el la

seccidn de bases detectadas en el proceso de secuenciacién

Adelantado 5'-3° Reverso 5°-3’
1. GTAAAACGACGGCCAG (M13){-106 A 298) 1. CAGGAAACAGCTATGAC (M13) {-103 A 432)
2. TACGCCGACTGGAACAACCA (238 A 956) 2. ACCTCCAGGCCCAGGCGACC (272 A 908)
3. GGGCCAATGAGCTTACGGTT {812 A 1449) 3. GCTTGGACAACGCATTGCT (839 A 1483)
4. ACAACGCCACTGGGTCAT (1424 A 2188) 4. ATGACCCAGGTGGCGTTGT (1451 A 2230)
5. AGTTGCGCCTGAATCCGGAC (2064 A 2902) 5. TTGGCCCCGAATACAGACACCGC (2073 A 3283)

73




Cuadro 4 Distribucién de los ratones en los lotes de experimentacién con
los diferentes inmunégenos elaborados en este trabajo.

Grupo Inmunégeno Revacunacion Muestra | Desafio
0 PBS PBS Suero Si
i Bacterina de B.b. Bacterina de B.b. Suero No
2 Bacterina de B.b. Bacterina de B.h. Suero Si
3 Vacuna ADN pBH7D46 Vacuna ADN pBH7D46 Suero Si
4 Extracto de proteinas Extracto de proteinas Suero No
5 Extracto de proteinas Extracto de proteinas Suero Si
6 Bacterina de E.coli | Bacterina de E.coli Rosetta Suero Si
Rosetta
7 Vacuna con pVAX1 Suero Si
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Cuadro 5.

Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la pertactina de Rordetella bronchiseptica P98 con
las secuencias registradas en el GenBank. Los niimeros que se encuentran en la parte superior de
las secuencias corresponden al fragmento comparado, los niimeros entre paréntesis identifican a la
posicion del aminoacido

gue se encuentra al m1c10 de la secuenc1a Los sombreados representan

1 50
Prn Bb P9B (1) MSLSRI PLRRTTLAMALG BADWNNOSIIKAGERQH
Prn Bb RB5O (1) MSLSRI PLRRTTLAMALGA DWNNOQSIIKAGERQH
Prn Bb Bl4 (1) MSLSRI PLRRTTLAMALGA DWNNQOSIIKAGERQH
Prn Bb CN7531 {l) MSLSRI PLRRTTLAMALGH BADWNNQSTTKAGERQH
Consenso (1) MSLSRIVKAAPLRRTTLAMALGALG GRAAPAAYADWNNOSITKAGERQH

151 200
Prn Bb P98 (148) BSIADSTLQOGAGGVRVERGANVTVQRSTIVDGGLHIGTLQOPLOPEDLEPS
Prn Bb RB50 (151) ASIADSTLQGAGGVRVERGANVTVQRSTIVDGGLHIGTLQPLOPEDLPPS
Prn Bb B1l4 (148) IADSTLOGAGGVRVERGANVTVORSTIVDGGLHIGTLOPLOPEDLEPS
Prn Bb CN7531(148) BSIADSTLQGAGGVRVERGANVTVQRSTIVDGGLHIGTLOPLQPEDLPPS
Consenso (151) ASIADSTLOGAGGVRVERGANVTVQRSTIVDGGLHIGTLOPLOPEDLEPS

251 300
Prn Bb P98 (248) IVHLQRATIRAMMAPA LLDGWYGVDVSDST
Prn Bb RBS50 (251) IVHLQRATIR LLDGWYGVDVSDST
Prn Bb Bl4 (248) IVHLQRATIR LLDGWYGVDVSDST
Prn Bb CN7531(248) IVHLORATIREIes BRI [,DGWYGVDVSDST
Consenso (251) IVHLQRATIR GFGPLLDGWYGVDVSDST

451 500
Prn Bb P98 {443) ASDGSVDFQQPAEAGRFKELMVDTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMRD
Prn Bb RB50 (451) ASDGSVDEFQQPAEAGRF MVDTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMRD
Prn Bb Bl4 (443) ASDGSVDFQQPAEAGRFKRLMVDTLAGSGLFRMNVFADLGLSDELVVMRD
Frn Bb CN7531(443) ASDGSVDFQQPAEAGR LMVDTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMRD
Consenso (451) ASDGSVDFQQPAEAGRFKVLMVDTLAGSGLFRMNVFADLGLSDKLVVMRD

501 550
Prn Bb P98 (433) ASGQHR RNSGSEPASENTMLLYQTPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYR
Prn Bb RB50 (501) ASGQHR NSGSEPAsé TMLLVQTPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYR
Prn Bb Bl4 (493) ASGQHR RNSGSEPAS% TMLLVQTPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYR
Prn Bb CN7531(493) ASGQHR RNSGSEPASf TMLLVQTPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYR
Consensc {501) ASGQHRLWVRNSGSEPASANTMLLVQTPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYR

551 600
Prn Bb P98 (543) YRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPA ISPOROP
Prn Bb RB50 {551) YRLAANGNGQWSLVGAKAPPAFKPAH ———RQP
Prn Bb Bl4 (543) YRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPA PQRQP
Prn Bb CN7531(543) YRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAIZR BPORCP
Consenso (551) YRLAANGNGQWSLVGAKAPPAEKPAPQPGPQPGPQPPQPPQPPQPPQRQP

801 850
Prn Bb P98 (793) GGGEYRAANGLRVRDEGGSSVLGRLGLEVGKRIELAGGRQVQPYIKASVL
Prn Bb RB50 (798) GGGEYRAANGLRVRDEGGSSVLGRLGLEVGKRIELAGGROVOPYIKASVL
Prn Bb Bl14 (793) GGGEYRAANGLRVRDEGGSSVLGRLGLEVGKRIELAGGRQVQOPYIKASVL
Prn Bb CN7531(793) GGGEYRAANGLRVRDEGGSSVLGRLGLEVGKRIELAGGROVQPYIKASVL
Consenso {801) GGGSYRAANGLRVRDEGGSSVLGRLGLEVGKRIELAGGRQVOPYIKASVL

851 900
Frn Bb P98 (843) QEFDGAGTVRTNGIAHETELRGTRAELGLGMAAALGRGHSLYASYEYSKG
Prn Bb RBS50 (848) QEFDGAGTVRTNGI TELRGTRAELGLGMAAALGRGHSLYASYEYSKG
Prn Bb Bl4 (843) QEFDGAGTVRTNGI TELRGTRAELGLGMAAALGRGHSLYASYEYSKG
Prn Bb CN7531(843) QEFDGAGTVRTNGIAHRTELRGTRAELGLGMAAALGRGHSLYASYEYSKG
Consenso (851) QEFDGAGTVRTNGIAHRTELRGTRAELGLGMAAALGRGHSLYASYEYSKG
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11. Figuras

“Si quiere trabajadores creativos, deles tiempo suficiente para jugar”
John Cleese
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Figura 1. Estructura y ensamble de las proteinas del sistema de secrecion tipo IIL

La flecha indica la ruta de secrecidon de la toxina.

(Nota: La imagen corresponde a un modelo general y no a las proteinas que conforman el
SST3 de Bordetella)

Tomado de “Bacterial Injection Machines J. Biol. Chem. Vol 278, No. 28~
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Figura 2. Estructura y ensamble de las proteinas del sistema de secrecion tipo IV.

Las flechas indican la ruta que sigue la toxina para ser secretada. La toxina de pertussis
es dependiente del sistema Sec el cual se muestra en color azul.

(Nota: La identificacion de las proteinas es basado en el modelo de Agrobacterium
tumefaciens y no en el de Bordetella pertussis).

Tomado de “Bacterial Injection Machines J. Biol. Chem. Vol. 278, No. 28
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Citotoxina traqueal 8
(GleNAC1,8-anhydro-MsNAG-L -Ala-4-0-Glu-m18s0-A, pr-0-Ala)

Figura 3. Composicién quimica de la citotoxina traqueal.

La porcién toxica corresponde a la porcion aminoacida.

Tomado de “Bordetella pertussis tracheal cytotoxin and other muramyl peptides. Proc. Natl.

Acad. Sci. Vol. 90 1993”.
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Pertactina

e

Membrana externa

Figura 4. Estructura de la PERTACTINA de Bordetella.
Tomado de “Adhesins and invasins of pathogenic bacteria: a structural view” Microbes -ind

Infection. In press
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Cltotdxicos y
Cooperadores

Figura 5. Ciclo de vida de la células dendriticas y su participacién en los procesos de
Inmunidad Innata y Adquirida. Los antigenos ingresan a través de un epitelio. El
precursor de la célula dendritica los captura mediante fagocitosis o endocitosis y libera
citocinas que promueven la actividad microbicida y viricida de macrdfagos, células NK y
eosindfilos. La célula dendritica inmadura migra hacia el érgano linfoide mas cercano al
sitio de la infeccién. Una vez que la célula dendritica madura, presenta los antigenos a la
clona de linfocito que sea capaz de interaccionar su TCR con los epitopos unidos a las
moléculas de histocompatibilidad de clase II. Los linfocitos activados por la presentacion
de antigenos salen a circulacién. Los linfocitos B se transforman en células plasmaticas
que producen y liberan anticuerpos, mientras que los linfocitos T producen citocinas para
producir inflamacién, activar la fagocitosis o a las células NK, asimismo, los linfocitos
pueden actuar directamente contra los antigenos que ingresaron a través del epitelio.
Tomado y traducido de: “Immunobiology of Dendritic Cells”. Ann. Rev. Immunol. Vol.18.
2000.
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Cinética de crecimiento de
Bordetella bronchiseptica

1.6 -
1.4

1.2 ~ A
T 7/ — Muestra 1 ‘

~—— Muestra 2

Absorbancia

0 T 17T 17T T 17T 1T 171 T T T T T

1 4 7 10 13 16 19 22 25

Tiempo (horas)

Figura 6. Curva de la cinética de crecimiento de B. bronchiseptica donde se observa el
desarrollo bacteriano con base en el valor de absorbancia correlacionado con el tiempo de

incubacién. La curva se desarrollé mediante muestras parcadas.



prn
2880 pb

3,054 pb

Figura 7.

Fotografia del gel de agarosa con la amplificacién del gen prn de B. bronchiseptica
mediante la PCR.

En el carril A se muestra el amplificado de 2880 pb que corresponde al gen pm, en el
carril B se observa el marcador 1Kb para determinar el tamarfio aproximado del producto

de PCR.
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3,054 pb ——>

Figura 8.

Fotografia del gel de agarosa con la purificacion del amplificado del gen prn de
B.bronchiseptica que se obtuvo mediante la PCR

El ADN se purifico a partir del gel de agarosa mediante la utilizaciéon del Gel extraction kit
de Quiagen®.

En el carril 1 se encuentra el marcador 1 Kb, en los carriles 2, 3 v 4 se muestran las tres
elusiones obtenidas a partir de la resina Quiagen para la purificiacion de ADN a partir de

geles de agarosa.
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amp’- pBH7
6,564 bp

Promotor T7

Figura 9

Mapa del pBH7. Se construyé a partir del vector pCR2.1 de Invitrogen®. El inserto con el
gen prn quedd entre los promotores T7 y LacZ. El plasmido contiene los genes de
resistencia a ampicilina (amp?} y kanamicina (km7) asi como el origen de replicacién del

pUC19.
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kmr “‘"::'::‘Tg

Figura 10:

Mapa del pBH7E9. La construccién de este vector se hizo a partir del plasmido de bajo
numero de copias pET28a. El inserto queds entre el promotor T7 y €l terminador T7. El
plasmido codifica para una cola de polihistidinas para la recuperaciéon de la proteina

recombinante. El plasmido contiene el gen de resistencia a kanamicina {km’).
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Figura 11

Mapa del pBH7D46. La construccion de este vector se hizo a partir del plasmido pVAX1
de alto numero de copias. El inserto con el gen prn quedo entre el promotor del
citomegalovirus humano (CMV) y el sitio de poliadenilacion del gen de la hormona del
crecimiento Bovina (BGH PolyA) para la finalizacién de la sintesis de proteinas. El
plasmido cuenta con el promotor T7 el cual es util para detectar la presencia de la
proteina recombinante en un cultivc bacteriano. El plasmido contiene el gen de

resistencia a kanamicina (km7} el cual es 1util para replicar el plasmido en cultivos
bacterianos.
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N pBH7E2 y 3 R
orl -y 8263 bp ]

Figura 12
Mapa de los vectores pBH7E2 y 3. Durante el escrutinio en la subclonacion del gen prm en

el pET28a se detectaron dos plasmidos con inserto los cuales presentaron el gen prn con

el marco abierto de lectura en sentido inverso con relacion al promotor T7.
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Enzima Clal EcoRV  [Clal fEcoRV | HindIll

Lectura Correcta Conectawlnversa versa

vector pBH7ESpBH7ESIpBH7E2]pBH7E2| Lambda
identificado [PBH7E3|pBH7E3J,

Figura 13

Simulacién de migraciéon electroforética del andlisis de restriccién con los plasmidos
pBH7E2, pBH7E3 y pBH7ES y las enzimas Clal y EcoRV. En el recuadro superior derecho
se muestra la relacién del carril con las enzimas a utilizar y la direccién de lectura del

plasmido correspondiente. Se utilizd el software VectorNT1 para el diseno del analisis de

restriccion.
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L Carril 1 2 3 4 [Marcador
Enzima |[EcoRV |[EcoRV |[EcoRV  |EcoR]1 HindIII
] Direccién |Correcta [linearizadoflnversa | Libera
— 20K de lectura fragmento
[Plasmido [pBH7D46jpVAX1 (pPBH7D?ApBH7D46| Lambda
|
5K |
- 2k -
1K
700
500 N
Figura 14

Simulacién de migracion electroforética del analisis de restriccién con el
plasmido pBH7D46 y pVAX con las enzimas EcoRV y EcoRl En el recuadro
superior derecho se muestra la relacion del carril con la enzima a utilizar vy la

direccion de lectura del plasmido correspondiente
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[ SRR

Figura 15

Fotografia del gel de agarosa con el analisis de restriccion de los plasmidos pBH7E2 y
pBH7E3, los cuales fueron cortados con las enzimas EcoRV y Clal. En los carriles 1 y
8 se muestran los plasmidos pBH7E2 y pBH7E3 sin digerir respectivamente, en el 2
se observa el marcador Lambda Hindlll, en el carril 3 y en el 4 se muestra la digestién
del pBH7EZ2 con Clal y EcoRV respectivamente, en los carriles 5 y 6 corresponden a
las digestiones del pBH7E3 con las enzimas anteriores, en el carril 7 se muestra el
marcador de bases 1Kb. En ambos plasmidos, la liberacién de fragmentos por la
accion de las enzimas, indica que la direccién de lectura se encuentra en sentido

inverso.
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Figura 16

Fotografia del gel de agarosa con el analisis de restriccion del plasmido pBH7EQ
con las enzimas de restriccion Clal, EcoRV y EcoRI. En el carril 1 se observa el
pBH7E9 digerido con Clal la cual libera un fragmento de 2529 y otro de 5707 pb,
la muestra del carril 2 se digirié con EcoRV que produce un fragmento de 3143 y
5120 pb y en el carril 3 con EcoRI con la que se libera el inserto prm de 2880 pb,
el cuarto carril corresponde al marcador Lambda Hindlll. Como se muestra en la
simulacion, el plasmido presenta una direccidon de lectura correcta con relacion
al promotor T7.

Nota: las bandas extras de los carriles 1 y 3 son del plasmido sin digerir.
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Figura 17

Fotografia del gel de agarosa con el analisis de restriccién del pldsmido pBH7D46 con las enzimas
de restriccion EcoRV y EcoRI. De izquierda a derecha se observa primero el pBH7D46 sin digerir,
en el segundo carril, el mismo plasmido digerido con EcoRV con la que libera un fragmento de
1140 y otro de 4753 pb, los dos siguientes carriles corresponden al pVAX1 digerido con las
enzimas EcoRV y EcoRIl, las cuales lo linearizaron, el quinto carril corresponde al marcador

Lambda HindIIl.
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Region II de
repeticiones
variables de
Aminoacidos

Dominio RGD
y Region I de
repeticiones
variables de
Aminoacidos

Figura 18

Estructura tridimensional de la pertactina de B. bronchiseptica cepa P98 cuya secuencia
de nuclestidos fue clonada en el pBH7, pBH7E9 y pBH7D46. Servicio proporcionado por
“Predict Protein structure prediction and sequence analysis” con la direccion electronica

http:/ /maple.bioc.columbia.edu/pp/
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Figura 19.
Empalme del modelo tridimensional de la pertactina de Bordetella pertussis con la

pertactina de B. bronchiseptica P98. Las porciones en color rojo corresponden a la Prn de

Bordetella pertussis.



Figura 20

Autoagregacion bacteriana de los cultivos de E. coli transformada con el pBH7ES e

inducida con IPTG.
Izquierda: Cultivo de E. coli transformada con el pBH7E9 sin inducir; Drecha: Mismo

cultivo pero inducido con 10 mM de I[PTG
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Figura 21.
Micrografias de la autoagregacion bacteriana de E.coli transformadas con el pBH7E9

inducida con IPTG.
A la izquierda, bacterias inducidas con 10 mM de [PTG, a la derecha, sin inducir.
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Figura 22:

Inmunoblot con anticuerpos policlonales contra B.
bronchiseptica y Bordetella pertussis. l.a fotografia
muestra la reaccibn de Inmunoblot con
anticuerpos policlonales contra B. bronchiseptica
en la tira A y contra Bordetella pertussis en la tira
B de nitrocelulosa. De manera descendente, los
tres primercs carriles corresponden a extractos de
proteinas de Bordetella periussis cepa C43. Los
tres siguientes al extracto obtenido a partir de E.
coli con el pBH7 y los 4 ultimos al extracto de B.
bronchiseptica. Las diferentes intensidades de las

bandas se deben a diluciones de las muestras.
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Figura 23.

Polimorfismo electroforético de las diferentes cepas de E. coli transformadas con los vectores
desarrollados en este trabajo y sin transformar. En el carril 1 se ubica el marcador de peso
molecular con sus respectivos valores; en el carril 2 contiene el extracto de proteinas totales de E.
coli transformada con el pBH7 sin inducir; en el carril 3, la misma cepa pero inducida con 1 mM de
IPTG y 30 pg/ml de nfampicina; en el carril 4 se muestra la E. coli BL21 sin plasmidos; en el carril
5 contiene el extracto de proteinas totales de E. coli Rosetta transformada con el pBH7ES inducida
con 10 mM de IPTG y 50 pg/m! de rifampicina; en el carril 6 esta la E. coli Rosetta con el pBH7D46
y en el carril 7 la E. coli Rosetta sin plasmidos. Las flechas sefialan los pesos moleculares de las
bandas de proteina que fueron sintetizadas por la E. coli transformada con los plasmidos pBH7,
pBH7E9, inducidas con IPTG y rifampicina asi como la E. coli con el pBH7 sin inducir y que no se

observan en las muestras testigo.
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Figura 24.

Deteccién de la Prr recombinante en los cultivos de E. coli transformada con el
pBH7 y el pBH7E9, mediante una reaccién tipo Western blot con suero de
raton contra B. bronchiseptica y conjugado anti IgG de ratén.

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular y sus respectivos
valores, En el carril 2 se presenta la reaccién con el extracto de proteinas de la
E. coli transformada con et pBH7, en el carril 3 se encuentra la reaccion con el
sobrenadante de E. coli Rosetta transformada con el pBH7ES y precipitado con

acido tricloroacético
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115 kDa

35 kDa

Figura 25
Gel de poliacrilamida al 12.5% con SDS.

En los carriles 1 y 3 se muestran las proteinas obtenidas a partir de los cultivos con

células Hela trasnfectados con el pBH7D46 mezclado con Carbopol 934 al 1%. Se
identificaron 2 bandas de proteina, una de 115 kDa y otra de 35 kDa, las cuales
reaccionaron com un Suero policonal contra B. bronchiseptica en la prueba de
inmunotransferencia tipo Western blot (Figura 26). El carril 2 muestra el extracto de

proteinas del cultivo testigo negativo.
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Figura 26

Reaccién tipo Western blot con el scbrenadante del cultivo de células Hela
transfectados con el pBH7D46 y que reaccionaron con un antisuerc de ratén contra B.
bronchiseptica y conjugado anti Ig’s de ratén.

En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular y sus respectives valores, En
el carril 2 se presenta la reacciéon con el extracto de proteinas del cultivo de células

HelLa transfectado con el pBH7D46 con carbopol al 1%
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Calibracién de la Prueba de ELISA con Proteinas
de Membrana Externa de B. bronchiseptica
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Figura 27.

Comparacion de los valores de absorbancia de sueros policlonales anti-B.bronchiseptica
contra sueros negativos a la misma bacteria, en diluciones desde 1/50 (1.70) hasta
1/36,450 (4.56) los cuales fueron enfrentados con proteinas de membrana externa de B.
brenchiseptica como antigeno, en concentraciones desde 1 pg por pozo hasta 3 ug.

N=16, n sueros positivos =8; n sueros negativos=38
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Calibracion de la Prueba de ELISA con Proteinas
Totales de B. bronchiseptica
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Figura 28. - 7 A

Comparacién de los valores de absorbancia de sueros contra B. bronchiseptica contra
sueros negativos contra la misma bacteria, en diluciones desde 1/50 (1.70) hasta,
1/36,450 (4.56) los cuales fueron enfrentados con diversas concentraciones de proteinas
totales de B. bronchiseptica como antigeno (desde 1 pg hasta 5 pg por pozo). Cada serie
indica la concentracién y suero utilizado (v.gr. lug+= 1 ng de proteina por pozo con un
suero + contra B. bronchiseptica).

N=16, n sueros positivos =8; n sueros negativos=8
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Respuesta inmunitaria humoral a la
vacunacion en ratones

1.600 - ‘

1.400 R
o 1.200 -
.f._." —e—Vacuna acelular
a 1.000 con Pm
Vo) recombinante
.g 0.800 - - —=—Bacterina de
:E o B.bronchiseptica
g 0.600 +— N
—»— Testigos
Q negativos
0.400 i t I L .
0.200
0.000 1 . —
0 7 14 21 28
‘ Dia de muestreo _
Método de prueba:ELISA. *p<0.05 vs testigos
Ag de captura: PT negativos
;Fiwg:lra 29 » — )

Curva de desarrollo de la respuesta inmunitaria humoral de los ratones vacunados con una
bacterina de B. bronchiseptica asi como con la vacuna acelular con Prn recombinarnte, comparada
con ratones inoculados con el vehiculo. Se utilizé como antigeno de captura, 2 ng de proteinas de
membrana externa por pozo, asimismo cada suero se trabajo con una dilucion de 1/450. Los
sueros tuvieron una n=5 por cada dia de muestreo por grupo de animales. El grupo de ratones
inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica mostraron diferencias significativas (p<0.05) con

relacion a los testigos negativos,
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Respuesta a la vacunacion en ratones
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Figura 30.

Cinética de desarrollo de la respuesta inmunitaria humoral contra B. bronchiseptica de
los ratones vacunados con una bacterina de B. bronchiseptica y comparados con los
animales inmunizados con el extracto de proteinas de E. coli transformada con el
pBH7E9. Se tomb una muestra basal antes de la inmunizacion (dia 0} y posteriormente se
hicieron muestreos los dias 7, 14, 21 y 28. Hubo diferencias significativas a partir del dia
7 en los ratones inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica contra los vacunados con

el inmunégeno acelular y testigos negativos.
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Inmunidad humoral contra
Bordetella bronchiseptica post-
desafio en ratones vacunados
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F;gura 31

Curvas de respuesta inmunitaria humoral al desafio en ratones vacunados. La evaluacion
se hizo mediante la técnica de ELISA con 5 pg de proteinas totales de B. bronchiseptica
como antigeno. La dilucién de trabajo de los sueros fue de 1/450. Se muestrearon tres
ratones por cada grupo de animales por dia. EL analisis de varianza no mostré diferencias

significativas (p=0.05)
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Inmunidad humoral contra Bordetel/la
bronchiseptica post-desafio en Fratones
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Figura 32.

Cinética de respuesta inmunitaria durante el desafio de los ratones vacunados con los
diferentes inmunégenos elaborados en este trabajo. Los sueros fueron evaluados
mediante la técnica de ELISA con 2 pg de proteinas de membrana externa. La dilucion de
los sueros para la prueba fue de 1/450. Se utilizaron 3 animales por dia por grupo. La
valoracién se hizo tomando como base los valores de absorbancia de las muestras. Las

series de los grupos de animales estan divididas de acuerdo al inmunoégeno empleado.
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Cuantificacion de las unidades formadoras de
colonias en pulmones de ratones vacunados y
desafiados
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Figura 33.

Logaritmos de los nimeros de unidades formadoras de colania {UFC) recuperadas de los pulmones
de los ratones vacunados v desafiados. Cada uno de los puntos de las curvas corresponde al dia de
muestreo post-desafio. Se trabajd con una n=3 por cada uno de los lotes por cada dia de muestreo.
Las series identifican el tipo de inmunégeno empleado en los animales. El andlisis de varianza de
Kruskall Wallis mostrd diferencias significativas p< 0.05 de los ratones inmunizados con la vacuna
acelular con Pm recombinante con relacion a los otros grupos de animales inmunizados y los
testigos negativos en las muestras trabajadas el dia 16 y 21, mientras que los ratones vacunados
con la bacterina de B. bronchiseptica mostraron diferencias significativas (p<0.05) hasta el dia 21
con relacién a los testigos negativos. No hubo diferencias significativas entre los animales

vacunados con la vacuna de ADN y los testigos negativos.
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Anexo I
Metodologias

“Algo debe haber hecho mal o no seria tan famoso”
Robert Louis Stevenson.
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Transformacién por el sistema de CaCl,

Preparacion de células competentes

1.

diluir un cultivo de toda la noche en proporciéon 1/50 en medio LB {10 ml de
cultivo para 500 ml de medio)

incubar durante 2 horas en agitacién a 37 °C

colocar el matraz en hielo (es importante que todo el proceso se realice con
hielo)

centrifugar las células a 4 °C 10 minutos a 8,000 rpm

resuspender en 0.2 voliumenes de CaCl; 50 mM e incubarlo en hielo al menos
10 minutos (8 ml de CaCl; si el volumen total de los tubos de centrifuga es de
40 ml) (colocar 0.4 m! de CaCl; 1M en 7.6 ml de H20). Se puede dejar toda la
noche en hielo y aumenta en gran manera la competencia de las células.
centrifugar las células a 4 °C 10 minutos a 8,000 rpm

resuspender en 1/10 del volumen de CaCl; 50mM/20% glicerol {con 500 ml de
medio se usan 12 tubos de 40 ml a cada tubo se le pone 0.8 ml de la solucién)
(solucion: 7.5 ml Hz0, 0.5 ml CaCl; 1M, 2 ml de glicerol estéril)

Alicuotar fracciones de 0.1 ml o incubar 30 minutos en hielo y usar (Por cada
500 ml de medio original salen 96 tubos con 100 pl de células competentes).
Para congelar las células se debe hacer lo mas rapido posible. Se debe utilizar
hielo seco o nitrégeno liquido, sumergir los tubos y almacenarlas en el
ultracongelador a -70 °C.

Transformaciéon

1. Anadir 10 ul de DNA y 50 pul de TT a 0.2 ml de células competentes e incubar en
hielo 30 minutos

2. dar un pulso de calor de 2 minutos a 37 °C

3. anadir 1 ml de medio SOC e incubar 1-1:30 hrs. a 37 °C

4. plaquear en cajas de LB con el antibacteriano correspondiente

: tris 10 mM pH7.5

CaCly 10 mM
MgCl2 10 mM

Extraccion de Plismidos
Método midiprep (miniprep)

Incubar las bacterias en 40 ml (4 ml) de medio LB con el antibiético correspondiente
Centrifugar las bacterias en un tubo de teflén.

Resuspender el pellet en 1 ml (100 ul) de buffer Tris 25 mM, EDTA 25 mM pHS (2.5
ml Tris 1 M, 0.5 ml EDTA 0.5 M, H20 mQ estéril cbp 100 ml)

Incubar 5 minutos en hielo

Agregar 2 ml {200 ul) de una solucién fresca de NaOH 0.2N, SDS 1% (1.76 ml H»0,
0.040 ml NaOH 10 N, 0.2 ml SDS 10%) Mezclar bien por inversion vigorosa de los
tubos hasta que se vea transparente, homogéneo y muy viscoso. Incubar en hielo 10
minutos

Anadir 1.5 ml (150 pl) de acetato de potasio 3M pH 4.8. mezclar bien hasta que se
pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 minutos en hielo.
Centrifugar a 7,500 rpm/5 minutos y pasar el sobrenadante a un tubo limpio



8. Anadir 4 ml (400 pl) de fenol-cloroformo, agitar 30 segundos en vortex y centrifugar
2 minutos a 10,000 rpm.

9. Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir 10 ml {1 ml) de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5 minutos a temperatura ambiente

10. Centrifugar 10 minutos en la microfuga, eliminar el sobrenadante y dejar secar el
pellet

11. Resuspender el pellet en 200 pl (20-50 ul) de agua mQ estéril

12. Agregar RNAsa A, incubar a 37°C una hora.

Fraccionamiento de membranas

1. centrifugar 1.5-3m! de bacterias cultivadas toda la noche

2. lavar el pellet con 1 ml 10 mM Na;HPO, (pH 7.2); centrifugar 2 minutos en la
microfuga a 12,000 rpm

3. resuspender el pellet en 500 pl del mismo amortiguador, agitar en el vortex

4. sonicar hasta aclarar (9 segundos de sonicado por 9 segundos de descanso
durante 1 minuto)

S. centrifugar 2 minutos a 12,000 rpm a temperatura ambiente

6. pasar el sobrenadante a otro tubo centrifugar a 12,000 rpm, 30 minutos a 4 °C.
guardar el sobrenadante (lisade soluble)

7. resuspender el pellet en 500 pl del mismo amortiguador v que contenga 2 % de
Tritéon X-100

8. Incubar a 37 °C por 30 minutos

9. centrifugar a 12,000 rpm a 4 °C. guardar el sobrenadante (membranas internas)

10. resuspender el pellet en amortiguador, centrifugar 30 minutos a 4 °C. descartar €l
sobrenadante

11. resuspender el pellet en 50 ul de PBS (membranas externas)

12. Mezclar 10 pl con un volumen igual de amortiguador de muestra 2X, hervir 5
minutos en bario Maria y ver en un gel de poliacrilamida al 12.5%

Solucién Stock 1M de NayHPO, (pH 7.2)

Fosfato de sodio dibasico 14.19 g
Agua bidestilada 60 m!
Aforar a 100 ml con agua bidestilada
Ajustarel pH a 7.2

Extraccion de DNA cromosomico con tiocianato de
guanidina

1. Cultivar 10-20 ml de bacterias.

2. centrifugar a 400 rpm durante 10 minutos (solo es para bajar las bacterias sin
compactarlas demasiado)

3. Agregar 550 ul de la solucién de lisis: mezclar 5-10 minutos con pipeta sin hacer
espuma

4. Agregar 250 pnl de acetato de amonio 7.4 M (se debe guardar a -20 °C). Mezclar
moviendo el tubo y colocar en hielo por 10 minutos

S. Adicionar 500 pl de cloroformo-isoamil-alcohol (24:1 V/V) mezclar en el vortex
durante 4-5 minutos

6. centrifugar a 10,000 rpm durante 5 minutos. Recoger el sobrenadante y repetir
paso anterior 2 veces mas. (se recomienda esto para PCR)



7. tomar el sobrenadante y precipitar con 0.7 volumenes de isopropanol o 1 ml de
etanol absoluto

8. extraer el pellet de DNA con una punta de pipeta!, colocarlo en otro tubo,
agregarle 1 ml de etanol absoluto y centrifugarlo

9. lavar el DNA tres veces con etanol al 70%

10. secar el DNA y resuspender en 50-100 pl de agua destilada estéril,

Solucion de lisis

Tiocianato de Guanidina 5M
EDTAO0.1 M
Sarkosyl 0.5%(P/V)

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion del gene de pertactina

1. Utilizar DNA de Bordetella bronchiseptica obtenido mediante la técnica de
Tiocianato de guanidina

2. El gene de pertactina se cloné a partir de un producto de PCR. Los iniciadores
utilizados se disefiaron con base en la secuencia reportada por Li (80) fueron: 5-3’
gatgatgegtegetgtaaca y para la porcion 3'-5’ accggtacagctggtaaag v con estos
obtener un producto de 2880 pb.

3. Lareaccién de PCR se ajustoé a un volumen final de 50 pl, de los cuales fueron 5 pl
de amortiguador 10X {50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mM
EDTA, estabilizadores, y 50% (v/v) glicerol], 2.5 pM de MgCl, 200 uM de mezcla de
dNTP’s, 25 pM de iniciadores, solucién Enhancer de Invitrogen ® con una
concentracion final de reacciéon de 3X (15 pl) y Taq Pfx de Invitrogen ® (2.5 U). Los
ciclos del termociclador fueron: uno de desnaturalizacion previa a 94° C durante
4 minutos y posteriormente 33 ciclos con 94° C 0:45segundos, 52° C
0:45segundos, 72° C 2:45segundos. Uno para la extension final a 72 °C durante 8
minutos.

Ligazon de plasmidos.

Se utiliza el sistema de ligazon rapida “LigaFast” de Promega.

Se recomienda injciar con una proporcion de 1:2 vector: inserto de DNA cuando la
clonacion es en un plasmido.

El calculo de concentraciones de cada uno de los componentes se hace con la siguiente
ecuacién:

ng de vector X No. de Kb del inserto Inserto
X proporcién molar de —————= ng de inserto
No. de Kb de vector Vector

" En caso de que la cantidad de DNA no sea suficiente para tomarlo con la varilla, se debe centrifugar (12,000
rpm durante 10 minutos, desechar el sobrenadante y lavar el pellet de DNA tres veces con etanol al 70%



Ejemplo:
¢Que cantidad de un inserto de 0.5 kb se requiere para ligarlo a 100 ng de un plasmido
de 3kb con una proporcién de 1:2 vector:inserto?

100 ng de vector X 0.5 kb de inserto

2
X — =33.3 ng de inserto
3kb de vector 1

Para esta ligazon se utiliza la siguiente reaccion:
1. aplicar la siguiente reaccion en tubos para microcentrifuga estériles

a. DNA del vector 100 ng
b. DNA de inserto 33 ng
c. Buffer de ligazén 2X Spul

d. T4 DNA ligasa 3U

e. Agua bidestilada cbp 10 pl
2. incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos para terminaciones cohesivas
o 15 minutos para terminaciones romas

Preparacion de plasmidos para la producciéon de vacunas de
DNA por cromatografia de intercambio iénico para
inyeccion intramuscular

Reactivos:

Columnas Quiagen de intercambio iénico
1X PBS: estéril y libre de endotoxinas.
100X TE: estéril y libre de endotoxinas

Cometarios generales:

¢ Usar medio LB y no "Terrific Broth";

e Usar la cepa de bacterias recomendadas para el plasmido {ejemplo: DH5a)

* No sobrecargar la cclumna. Preparar el volumen de medio de cultivo indicado para
el tamano de la columna. En caso de requerir una mayor cantidad de plasmido
usar megacolumnas

* Usar las soluciones amortiguadoras del kit de purificacién de plasmidos.

Protocolo

1. El DNA es eluido en una columna Qiagen (El procedimiento es llevado a cabo
siguiendo el protocolo y usando los reactivos y amortignadores proveidos por Qiagen).
Después de la precipitacién con isopropanol, lavado con etanol v secado, €l DNA es
resuspendido en TE 1X (Sigma). Es recomendable dejar toda la noche disolviendo el DNA.
51 es necesario, se puede disclver rapidamente.

Ibis. El DNA obtenido con gradiente de centrifugacién con CsCl debe ser dializado
extensamente con 1X TE.

2. Agregar NaCl a la solucién DNA-TE a una concentracién final de 0.1M.
3. Agregar 2 volumenes de etanol absoluto. Precipitar a -20 °C por 30 minutos y recobrar

el pellet por centrifugacion.
4. Lavar una vez con etanol al 70% en agua (sin EDTA} y recobrar por centrifugacién.



4bis. Si el DNA tiene que ser enviado, enviese como precipitado de etanol o en solucién
con etanol al 70%.

5. Seque el pellet, y resuspenda en 1X de una solucién amortignadora de fosfatos (PBS)
estéril y libre de endotoxinas (Sigma). Dependiendo del tamano de la columna Qiagen
usada, uno puede estimar la cantidad de DNA que sera recobrado. Agregar la cantidad de
PBS necesaria para dejar una concetracién final de 1.5 a 2 mg/ ml de DNA. En este
punto es mejor dejar disolver la solucion DNA-PBS toda la noche. Es 1itil colocar el
precipitado seco en un tubo de fondo redendo de 15 ml para incrementar el contacto
DNA-PBS. Si es necesario se puede calentar la mezcla a 37 °C para acelerar la disolucion.

6. Leer en un espectrofotémetro con una densidad é6ptica de 260 y 280 nm; la proporcion
260/280 debera ser > 1.7 para una buena preparacién de DNA. Diluir el DNA a una
concentracién de 1 mg/ml (0 a la concentraciéon apropiada). Si es necesario, almacene a -
20 °C o mas frio

7. El DNA esta listo para ser inyectado.

Obtencion de un extracto crudo de proteinas de Bordetella
bronchiseptica

1. Elaborar un cultivo de Bordetella bronchiseptica en 100 ml caldo BHI durante 23
horas con agitacion (200 rpm)

2. se cosechan las bacterias mediante centrifugacién a 1500 xg durante 15 minutos

3. el paquete celular se resuspende en 5 ml de solucién salina amortiguadora de
fosfatos(SSAF) pH 7.2 estéril

4. Las bacterias se lavan una vez con 5 ml SSAF pH 7.2 estéril

5. La suspensién bacteriana se coloca en bafio de hielo |y se sonican a 90 hertz, 45
° de amplitud con pulsos de 1 minuto hasta clarficar.

6. el producto del sonicado se centrifuga a 1500 xg durante 20 minutos.

7. se recupera el sobrenadante y se precipita con 3 volumenes de acetona fria. Se
deja precipitar en refrigeraciéon 5 minutos.

8. el precipitado se resuspende en 1 ml de SSAF estéril, se cuantifican las proteinas
con el método de Bradford y se observan las proteinas en un gel al 12.5% de
poliacrilamida-SDS para confirmar la presencia de la pertactina y se ajusta la
concentracion a 10 pg/ml se mantiene en congelacidn a -20 °C hasta su
utilizacién.

Método de Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) para
la cuantificacion de anticuerpos contra Bordetella
bronchiseptica.

1. Preparacion del antigeno
Se utilizan como antigenos las proteinas de membrana externa (PME) de Bordetella
bronchiseptica mediante la técnica modificada de Matsuyama (1) asi como un extracto
crudo de proteinas de Bordetella bronchiseptica descrita por Montaraz (2) con las
siguientes metodologias.

2. Desnaturalizacion parcial de los antigenos



El tratamiento se realizé tanto en las proteinas de membrana externa como en el
extracto crudo. Se sigue la metodologia descrita por Verdugo (4)

1. una alicuota de 50 pl se le adicionan 1 pl de B mercapto-etanol, 10 pl de SDS al
10% y 39 pl de una solucién con inhibidores de proteasas (SIP)

2. se calienta la mezcla por 5 minutos en bafio maria a 96 °C

3. se hacen las diluciones correspondientes con PBS pH7.2 para ajustar la
concentracién final para fijar las proteinas a las placas

3. Union del antigeno a la fase sé6lida

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 posos de fondo plano, para lectura
colorimétrica. Se hacen diluciones con SSAF pH 7.2 del antigeno desnaturalizado N
sin desnaturalizar para ajustar la concentracién en 1, 2, 3, 4, y 5 pg/ml. Se colocan
100 pl de antigeno segiin la concentracion y se deja incubar a temperatura ambierte
durante toda la noche. Al dia siguiente se lavan los posaos con 250 pl/poso de SSAF-
Tween (10mM pH 7.2, 0.05% de Tween 20). La placa es bloqueada con 100 pl de
albimina sérica bovina {ASB) al 1% y se deja incubar a temperatura ambiente
durante dos horas, posteriormente se lava la placa tres veces con SSAF-Tween. Las
placas se tapan con mica autoadherible y se guardan en refrigeracién a 4 °C hasta su
utilizacion.

4. Titulacién del suero control positivo y normalizacién de la
técnica de ELISA
Se utiliza un suero hiperinmune contra Bordetella bronchiseptica como control
positivo asi como los sueros de los ratones inmunizados con la bacteriana de
Bordetella bronchiseptica con y sin desafio, mientras que, como control negativo se
utilizan sueros de ratones libres de Bordetella bronchiseptica asi como los
inmunizados con PBS.

1. Se hacen diluciones triples seriadas de los sueros, desde 1/50 hasta 1 /12150.
2. Cada dilucién se coloca sobre los posos previamente sensibilizados y bloqueados.

3. Se cubre la placa con mica autoadhesiva y se deja incubar a 37 °C durante 1 hora.

4. Se hacen tres lavados con 250 pl de SSAF-Tween por cada poso en un lavador de
microplacas.

S. Se agregan 100 pl de conjugado anti IgG de ratén diluido 1/5000 en cada poso.

6. Se cubre la placa con mica autoadhesiva y se deja incubar a 37 °C durante 1 hora
7. durante la incubacién se prepara el sustrato con 5 pl de HO; en 120 pl de H2O
también se prepara la solucién de cromégeno con 1.5 mg de Acido 2,2’-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic (ABTS) en 10 ml de solucién de citrato (0.2M de Fosfato
de sodio, 0.1M &acido citrico). Se mezclan 10 ml de la solucién de cromégeno con 3.8 ul
de la solucién de sustrato, la cual se emplea inmediatamente después de prepararse.
8. después de a incubacién con el conjugado se lava tres veces la placa con 250 ul de
SSAF-Tween en un lavador de microplacas.

9. Se agregan 100 pl de la mezcla sustrato-cromégeno en cada poso mediante la
utilizacién de una micropipeta multicanal y se incuba la reacciéon a temperatura
ambiente durante 15, 25 y 35 minutos.

10. se determiné la densidad éptica (DO) con un lector de microplacas a una longitud
de onda (A} de 405 nm para cada uno de los tiempos de incubacién

11. las lecturas de la DO se grafican y se calcula el cociente. Se selecciona la dilucién
de suero donde haya una mayor diferencia entre el control positivo y el negativo



5. Metodologia de la prueba de ELISA

Se sigue el procedimiento descrito en el punto anterior pero con las siguientes
diferencias.

1. se utiliza una dilucién por suero

2. la dilucién del suero utilizada serd en la que hubo mayor diferencia entre los
positivos y los negativos.

3. las evaluacion de los sueros se hace por duplicado para cada uno de los antigenos
utilizados

4. en cada placa debe haber un control positivo y uno negativo
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Inmunotransferencia tipo Western blot

Esta metodologia se aplica después de haber realizado la electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS.

Las proteinas impresas en el gel seran transferidas a membranas de nylon o
nitrocelulosa, segiin se requiera, mediante el empleo de una camara de transferencia.

El tiempo de la transferencia varia segun el voltaje aplicado el cual puede ser:
100 volts durante 1 hora,

75 volts durante 2 horas,

60 volts durante 3 horas o

30 volts durante 16 horas (overnight)

1.
2.

Cortar la membrana de nitrocelulosa al tamarnio del gel
sumergir la membrana de nitrocelulosa en el amortiguador de transferencia durante
unos minutos antes de poner en contacto con el gel

2’. Sumergir la membrana de nylon en metanol absoluto durante 30 segundos y
posteriormente equilibrar la membrana sumergiéndola en la solucién amortiguadora de

transferencia

3. cortar dos pedazos de papel filtrc de un tamano mayor que el gel pero que no exceda
las dimensiones de la cdmara de transferencia y sumergirlos varios minutos en el
amortiguador de trasnferencia

4. antes de ensamblar el gel, éste debera se lavado dos veces durante 5 minutos c/u,
en el amortiguador de transferencia.

5. Ensamblado de la camara de transferencia:

Tapa transparente



Esponja
Papel filtro
Membrana

Gel
Papel filtro
Esponja
Tapa negra*

*La tapa negra debe quedar del lado del polo negativo en la cAmara de transferencia

6. Una vez ensamblada la camara de transferencia se introduce en el depésito con
hielo, se conectan los electrodos y se inicia el proceso.

Deteccion de las proteinas transferidas mediante reacciéon con

anticuerpos
1. la membrana puede ser trabajada de inmediato o ser conservada a -20° C.
2. bloquear la membrana con la solucion TBS-T con 5% de leche descremada

10.

11.

12.

halb el

durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente con agitaciéon suave sobre un
agitador orbital

Agregar el anticuerpo primario diluido a la concentraciéon requerida en TBS-T con
5% de leche descremada. Se deja incubar a temperatura ambiente con agitacién
orbital durante toda la noche o a 37° C durante 2 horas.

Lavar la membrana 4 veces (5 minutos cada lavada) con TBS-T con 5% de leche
descremada a temperatura ambiente con agitacion orbital suave.

Agregar el conjugado a la dilucién recomendada por el fabricante en TBS-T con 5%
de leche descremada. Se deja incubar a 37° C durante 2 horas con agitacion
orbital suave.

Lavar la membrana 4 veces (5 minutos cada lavada) con TBS-T con 5% de leche
descremada a temperatura ambiente con agitacién orbital suave.

Lavar la membrana con TBS durante S minutos a temperatura ambiente. El1 TBS
se desecha.

Agregar al recipiente donde esta la membrana 100 ml de TBS.

en un tubo separado, mezclar 60 mg de 4-1-cloro-naftol con 20 m! de metanol frio.
Mezclarlos perfectamente y anadir de inmediato al recipiente que contiene el TBS y
la membrana.

Anadir al contendor donde esta la membrana, 60 1l de peroxido de hidrégeno al
30 %, mantener el contenedor con la membrana, en agitacion a temperatura
ambiente en oscuridad hasta que aparezcan las senales de reaccién positivas en
color morado {de 10 a 30 minutos}.

Una vez que aparece la reaccion, la membrana se lava con agua fria para evitar
que disminuya la intensidad de la reaccion.

Se le toma una fotografia a la membrana y se realiza el analisis de la reaccion.

Adsorcion de sueros con E. colit)

sembrar una colonia de la cepa respectiva en 400 ml de caldo LB.

incubar a 37° C durante toda la noche con agitacién vigorosa

al dia siguiente separar el cultivo en dos partes de 200 ml c/u

una parte se autoclavea durante 1 hora a 121° C y se deja enfriar a temperatura
ambiente.
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12.

13.

la otra parte del cultivo se le agrega formaldehido a una concentraciéon final de
0.5% y se incuba a 37° C durante 2 horas con agitaciéon vigorosa.

ambas suspensiones bacterianas se mezclan y centrifugan a 5000x g durante 10
minutos

el pellet se lava con 200 m! de PBS.

separar las bacterias lavadas en 8 tubos y centrifugarlas

el pellet puede ser almacenado a -20° C durante varios meses.

. el suero a ser adsorbido se diluye 1:50 en 15 ml de PBS con 1% de albiimina

sérica bovina.

. El pellet es resuspendido en los 15 ml del suero diluido 1:50, se incuba durante 2

horas a 4° C con agitacion media.

La mezcla suero-bacterias se centrifuga y se repite el procesoc con otro pellet de
bacterias.

Se evaliia la calidad del suero mediante una inmunotransferencia tipo Western
blot.
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Noukh e

Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético

agregar un volumen igual de Aacido tricloroacético al 20% a la muestra de
proteinas.

Incubar 30 minutos en hielo

Centrifugar en una microfuga a 4° C durante 15 minutos

remover el sobrenadante con mucho cuidado

marcar con un marcador indeleble el sitio donde se forme el pellet

agregar 300 ul de acetona fria

colocar en la misma posicion el tubo en la centrifuga. Tomar como referencia la
marca.

centrifugar en la microfuga durante 5 minutos a 4° C.

remover el sobrenadante y dejar secar el pellet

. resuspender la muestra en buffer de carga para geles de poliacrilamida y cargar

un gel para visualizar las proteinas.



Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

1. preparar con alblimina sérica bovina (ASB) la curva patrén conforme a la siguiente

tabla
Tubo 1 2 3 4 5 6 7
ASB 1 pg/nl 0l 2 4 nl 6 ul 8ul 10 nl 12
PBS pH 7.2 1000 pl 98 nl 96 1l 94 11 92 ul 90 ul 88 pl
Reactivo de 0 900 pl | 900 nl 900 pl Q00 pl 900 pl S00 ul
Bradford

Leer en un espectrofotometro a 595 nm y graficar en papel milimétrico la Densidad
Optica contra la concentracion de albtimina.

2.

3.

dependiendo de la concentracién esperada de proteinas, realizar diluciones de la
muestra para que la lectura quede dentro de los valores de la curva patrén

para muestras de proteinas de membrana externa, utilizar 5 ul de muestra, 95 pl
de PBS y 900 ut de reactivo de Bradford.

Preparacion del reactivo de Bradford:
Disolver en el 50% del volumen final

100 mg de Azul de Coomasie

50 ml de etanol al 95%

100 ml de acido fosférico al 85%

Agua bidestilada estéril cbp 1000 ml

Conservar en frascos ambar! en refrigeracién

Preparacion de la solucion base de Albiimina Sérica Bovina (ASB)

Pesar 100 mg de ASB y colocarla en un tubo eppendorif de 1.5 ml
Disolver en 100 ml de PBS estéril
Fraccionar en volimenes de 1ml y congelar a -20° C

Obtencion de proteinas totales de Bordetella

bronchiseptica mediante precipitacidon con acetona fria

1.

“e

Se sembro la semilla maestra de Bordetella bronchiseptica en agar BHI y se dejé en
incubacioén a 37°C durante 24 horas. Al dia siguiente se tomaron 5-10 colonias y
se sembraron en un tubo con 10 ml de caldo BHI y se incubaron durante toda la
noche. Al dia siguiente se sembraron 200 pl de cultive en 50 ml de caldo BHI y se
dejd incubar durante 23 horas a 37°C con agitacién a 200 rpm.

se cosecharon las bacterias mediante centrifugacion a 1500 x g (=4,000 rpm)
durante 15 minutos

el paquete celular se resuspendié en 5 ml de solucién salina amortiguadora de
fosfatos(SSAF) pH 7.2 estéril

Las bacterias se lavaron una vez con 5 ml SSAF pH 7.2 estéril

La suspension bacteriana se colocé en bano de hielo y se sonicaron a 90 hertz, 45
° de amplitud con pulsos de 1 minuto hasta clarficar.

' El frasco debera haber sido lavado y esterilizado previamente, ya que cualquier residuo de proteina puede
inutilizar al reactivo



6. el producto del sonicado se centrifugé a 1535x g (~4,200 rpm) durante 20
minutos.

7. se recuperd el sobrenadante y se precipité con 5 volimenes de acetona fria

8. el precipitado se resuspende en 1 ml de SSAF estéril, se cuantifican las proteinas
con el método de Bradford, se observaron las proteinas en un gel de
poliacrilamida-SDS para confirmar la presencia de la Pertactina y se ajustd la
concentracién a 10 ug/ml se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta su utilizacién
como antigeno para la prueba de ELISA.

Evaluacién de los inmunégenos

A. Dia 0. Muestreo basal de los animales. Sangrado.
B. Dia 0 Inmunizacién de animales dia O

Grup | Inmunodgeno volumen | via
o

1 Bacterina de B. bronchiseptica + Sulfato de aluminio y potasio 0.5 ml SC
2 Bacterina de E. coli pPBH7 + Sulfato de aluminio y potasio 0.5 ml SC
3 Lisado de E. coli pBH7 1.5 pg de proteina + Carbopol 0.1 ml SC
4 Lisado de E. coli pBH7 3 pg de proteina + Carbopol 0.1 ml SC
5 Lisado de E. coli pBH7 5 1ig de proteina + Carbopol ‘ 10.1 ml SC
6 pBH7D46 150 pg de ADN 0.1 ml IM
7 pBH7D46 150 g de ADN + Carbopol 0.15ml |IM
8 pVAX1 150 pg de ADN 0.1 ml M
9 Bacterina de E. coli BL21 0.5 ml SC
10 PBS 0.5 mi SC
11 Negativo absoluto - -

C. Dias 0, 3,5,7,9, 11, 13 Pesado de animales
D. Dia 14 Muestreo post vacunal. Sangrado.
E. Dia 14 Revacunacion

Grupo | Inmnunégeno volumen | via
1 Bacterina de B. bronchiseptica + Sulfato de aluminio y potasio 0.5 ml 5C
2 Bacterina de E. coli pBH7 + Sulfato de aluminio y potasio 0.5 ml SC
3 Lisado de E. coli pBH7 1.5 pg de proteina + Carbopol 0.1 ml SC
4 Lisado de E. coli pBH7 3 pg de proteina + Carbopol 0.1 ml SC
5 Lisado de E. coli pBH7 5 pg de proteina + Carbopol 0.1 ml SC
6 pBH7D46 150 pg de ADN 0.1 ml M
7 pBH7D46 300 pg de ADN 0.2 ml IM
8 pBH7D46 150 nng de ADN + Carbopol 0.15ml |IM
9 pVAX1 150 yig de ADN 0.1 ml IM
10 Bacterina de E. coli BL21 0.5 ml sSC
11 PBS 0.5 ml SC
12 Negativo absoluto - -

F. Dias 15, 17, 19, 21, 23 y 25 Pesado de animales
G. Dia 25. Muestra de sangre

H. Dia 25 Desafio

[. Dia 25 Muestra de pulmén

J. Dias 28, 32, 40, 47 Pesado de animales

K. Dia 28 muestra de sangre y muestra de pulmoén
L. Dia 32 muestra de sangre y muestra de pulmén
M. Dia 40 muestra de sangre y muestra de pulmon
N. Dia 47 muestra de sangre y muestra de pulmén




10.

11.

12.

Preparacion de Bacterina

Sembrar la semilla maestra de B. bronchiseptica en agar BHI (E. coli en agar LB
con el antibiético correspondiente)

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Al dia siguiente re-sembrar 5-10 colonias en un tubo con 10 ml de caldo BHI y se
deja incubar durante toda la noche a 37° C. {E. coli en caldo LB con el antibidtico
correspondiente)

Al dia siguiente re-sembrar 2 ml de cultivo en 500 ml de calde BHI (o LB con
antibidtico) y se deja incubar durante 19 horas a 37°C.

Las bacterias se cosechan mediante centrifugacion a 5000 g/min. durante 15
minutos.

Se lavan una vez con SSAF pH 7.2 estéril.

Las bacterias fueron resuspendidas en 50 ml de SSAF y se mantuvieron en
refrigeracién hasta su uso.

La suspensién de bacterias se ajusta al tubo numero 2 del nefelometro de
McFarland.

Se agrega solucion de Sulfato de Aluminio y potasio a una concentracion final del
%.

Las bacterias se inactivan con formaldehido a una concentraciéon final de 0.05% y
se dejaron en incubacién a 37 °C durante 24 horas.

Se comprueba la esterilidad de la bacterina al sembrar 100 pl en una placa de
agar sangre y se deja incubar durante 3 dias.

Con el producto terminado y libre de bacterias vivas, se puede inocular en los
ratones



Anexo 11
Medios de cultivo

“La improvisacion es la verdadera piedra de toque del ingenio”
Jean-Baptiste Poquelin Moliére.



Medio de cultivo Luria Bertani (LB)

Reactivo 1000 ml 500 ml 300 ml 100ml
Bacto triptona 10g 5g 3g 1g
Extracto de 5g 2.5g 1.5g 0.5¢
levadura
Na(l 5g 2.5¢ 1.5¢g 0.5g
1N NaCH 1ml 0.5ml 0.3ml 0.1ml
Bacto agar (en 10a 15g 5a7Zbg 3adsg lalbg
caso necesario)

Modo de preparaci6n:
Disolver en agua deionizada cada uno de los componentes en el 80% del volumen final. Agitar
hasta disolver totalmente todos los componentes y aforar al volumen final con agua deionizada.

Esterilizar en autoclave a 15 1Ibs. 15 minutos.

Nota: 1 litro de agar LB rinde de 35 a 40 cajas de Petri de 100mm

Medio SOC

950 ml agua deicnizada

20 g Bacto triptona

5g Extracto de levadura

0.5g NaCl

20 ml glucosa 1M (disolver 18 g de glucosa en 90 ml agua destilada y después aforar a 100 ml)

Disolver en el agua la Bacto triptona, el Extracto de levadura y el NaCl. Esterilizar en autoclave 20
minutos a 15 libras de presién.

Agregar la glucosa

Filtrar a través de un filtro de 0.22 pm

Medio SOB
Es igual al medio SOC pero sin la glucosa.

Medio YT 2X

Para preparar un litro

900 ml de agua deionizada
16 g bacto-triptona

10 g extracto de levadura
5¢g NaCl

Agitar hasta que se disuelvan los componenetes.

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5N.

Ajustar el volumen a 1 litro con agua demonizada.

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 15 libras de presién




Anexo III
Soluciones y
reactivos

“Hay una fuerza motriz mds poderosa que el vapor, la electricidad y la
energia atomica: la voluntad”
Albert Einstein




Preparaciéon de geles de poliacrilamida (Laemmli)

Acrilamida/bis Acrilamida (30% T, 2.67% C)

Acrilamida 146.0g
N,N’-Methylene-bis Acrilamida 40¢g
Agua destilada cbp 500 ml
Filtrar y almacenar a 4 °C.

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

Tris Base 54.45¢
Agua destilada 150 ml
Ajustar el pH a 8.8 con HCIL

Aforar a [ 300 ml

Almacenar a 4 °C

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Tris base 6.00 g
Agua destilada 60 ml
Ajustar el pH a 6.8 con HCl y aforar 100
a ml

SDS al 10%
Disolver 10 g de SDS en 60 ml de agua destilada, agitar snavemente y aforar a 100 ml

Persulfato de amonio al 10%

Disolver 100 mg de Persulfato de amonio en 1 ml de agua bidestilada. Se pueden preparar
10 ml, hacer alicuotas de 500 nl y guardarlo a -20° C hasta su uso. Nota: adquirir el
producto en frascos con la menor cantidad ya que se caduca rapidamente.

Solucion amortiguadora de muestra
(Solucién Amortiguadora SDS reductor: 62.5 mM Tris-HCI, pH6.8, 20% glicerol, 2% SDS,
5% B-Mercaptoethanol)

Agua destilada 3.0 ml
0.5 M tris-HCl, pH 6.8 1.0 ml
Glicerol 1.6 ml
i0% SDS 1.6 ml
B-Mercaptoethanol 0.4 ml
0.5% azu! de bromofenol en agua 0.4 ml

Diluir la muestra en proporcién 1:4 con la
solucién amortiguadora de muestra. Calentar a
95 °C durante 4 minutos

5X Solucién amortiguadora para electrodos (Tanque)

Tris base 45.0 g
Glicina 216 g
SDS 15.0 g
Agua destilada cbp 3000 ml

Almacenar a 4 °C. Calentar a 37 °C si se
precipita. Solucién de trabajo: diluir 300 ml en
1.2 litros de agua para una corrida




Gel de poliacrilamida

Gel de separacion Gel de

empacamiento

12.5% | 12.5% 7.5% 4.0% 4.0%
Acrilamida/bis Acrilamida (30% T, 6.0ml | 4.0ml 2.5ml | 937.5ul | 625 pul

2.67% Cj

| Agua destilada 5.025ml | 3.35ml | 4.85ml | 4.57 ml | 3.05ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 3.75ml | 2.5 ml 2.5ml - -
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 - - -| 1.87ml | 1.25ml
SDS al 10% 150l | 100 ul 100 pl 75 ul 50 pl
Persulfato de amonio al 10% 75 ul 50 pl 50pl | 37.5pl 25 pl
TEMED 7.5 ul 5ul S5ul 7.5 pl 5pl
Volumen total de monémero 15ml| 10 ml 10 ml 7.5 ml 5 ml

Preparar los geles mediante la mezcla de los componentes excepto el persulfato de
amonio y el TEMED. Desgasificar al vacio y agregar los dos catalizadores

Mayores concentraciones de TEMED favorecen una polimerizacién mas rapida. Lo cual
llega a evitar la accion inhibitoria del oxigeno atmosférico asociado al peine

Tenido de geles con azul de Coomasie

Solucién tenidora

Metanol Absoluto 500 ml 200 ml 100 m!
Acido Acético 100 ml 40 ml 20 ml
Agua bidestilada 500 ml 200 ml 100 ml
Azul de Coomasie 0.55 g 022¢ 0.11g

Método 1:

Dejar el gel sumergido en la solucidn tenidora toda la noche

Método 2

Sumergir el gel en la solucion tenidora y calentar en el microondas a maxima potencia.

Dar varios pulsos de 10 segundos hasta que hierva la solucién.

Desteilido de geles de poliacrilamida
Solucion destefidora

Metaneol Absoluto 40%
Acido Acético 10%
Agua 60%

Quitar la solucion tenidora y agregar la solucién destefiidora hasta cubrir el gel y colocar
en agitacion constante. Hacer los cambios necesarios hasta aclarar el gel v que se vean
adecuadamente las bandas del marcador de peso molecular.

Conservacion de geles de poliacrilamida
Método 1: Colocar el gel sobre papel celofan dulce y cubrirlo con el mismeo. Quitar las

burbujas de agua y ponerlo entre dos cristales, los cuales se sujetan con pinzas y esperar
a que se seque el gel. Para facilitar la colocacion del papel celofan y quitar las burbujas se



recomienda mojar el papel con agua bidestilada y mojarse los dedos para facilitar la
accién.

Método 2: Igual que el anterior pero se coloca en un solo cristal y el papel se mantiene
estirado con cinta adhesiva.

Metodo 3: Se ccloca el gel sobre papel filtro Whatman, se le coloca una capa de papel
celofan dulce y se mete a la secadora de geles por vacio a 50 °C durante 45 minutos.

Solucién de Acetato de potasio para lisis alcalina

1. Preparar 60 ml de acetato de potasio 5M,
2. apgregar 11.5 ml de Acido acético glacial y
3. 28.5 ml de agua bidestilada.
Esta solucién tiene 3 M de potasio y 5 M de acetato.

Solucion de Acetato de Sodio 4M pH6

En un vaso de precipitado colocar 15 ml de agua mQ, agregar 6.563g de Acetato de sodio.
Ajustar el pH a 6 con acido Acético Glacial.

Aforar a 20 ml con agua mQ.

Nota: se recomienda utilizar una bala magnética para disolver el Acetato de sodio

Solucion de IPTG (Isopropylthio-B-D-galactosidasa)

Disclver 2 g de IPTG (PM= 238.3) en 8 ml de agua destilada. Ajustar el volumen final a 10
ml con agua destilada. Esterilizar por filtracion con filtros de 0.22 pm. Hacer alicuotas de
1 ml y conservar en congelaciéon a -20° C.

Solucion de X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-indolyl-B-D-Galactosidasa)

Solucion Stock: disolver X-Gal en dimetilformamida para hacer una solucién de 20
mg/ml. Se pueden utilizar tubos de cristal o de polipropileno. Hacer alicuotas de 100 pi
en tubos cubiertos con papel aluminio y almacenar a -20°C. No es necesario esterilizar
por filtracién.

Solucion de 0.5M de EDTA (etilenediaminotetraacetato de sodio)
(pHS8.0)

1. agregar 18.61 g de EDTA en 80 ml de agua bidestilada. Agitar vigorosamente con una
bala magnética.

2. ajustar el pH a 8.0 durante la agitacidn con pellets de NaOH (aprox. 20 g de pellets
de NaOH]

3. Esterilizar en autoclave.

Solucién 1M de Tris

1. Disolver 121.1 g de tris base en 800 mi de agua bidestilada. Ajuste el pH con HCI
segun el pH deseado.

pH  HCL
7.4 70 ml
7.6 60 ml
8.0 42 ml

Nota: es importante considerar la temperatura de la solucién para hacer el ajuste
de pH.



Dejar reposar la solucién durante la noche y hacer un nuevo ajuste de pH.
Ajustar el volumen a 1 litro

Alicuotar en frascos con 100 mly

Esterilizar por autoclave

e

Solucion Stock de TAE 50X
60.5 g Tris

14.27 ml de Acido acético glacial
25 ml de EDTA 0.5M -

Agua destilada cbp 250 ml

Solucién TAE de trabajo

20 ml de la solucion TAE 50X
aforar a 1 litro con agua destilada

Solucién de “Paro” para digestiones de ADN con enzimas de
restriccion

10 mM de Tris-HCI pH7.5
20% de Glicerol

0.1% SDS

0.1% Azul de Bromofenol

Amortiguador de carga para digestiones de ADN bacteriano

38% de Sucrosa {1.9 g)

0.1% de Azul de Bromofenol (5 mg)
67mM de EDTA (0.124 g)

Agua bidestilada 5 ml

Lmortiguador de carga con dos colorantes para geles de agarosa
0.25% Azul de Bromofenol

0.25% Xyleno Cianol FF
30% de glicerol en agua

Amortiguador de carga con un colorante 6X para geles de agarosa

0.25% Azul de Bromofenol
40% Sacarosa en Agua

En un tubo Falcén de 15 ml colocar 4 g de Sacarosa, agregar 2.5 ml de Azul de
Bromofenol al 1% y aforar a 10 ml con agua destilada



Soluciones Amortiguadoras para la purificacién de proteinas
recombinantes

Solucion de lisis

13.8 g NaH,PO4 (100 mM])
1.2 g Tris Base (10 mM)]
480.5 g Urea {8 M)

Ajustar el pH a 8 con NaOH.

Solucién amortiguadora de lavado

13.8 g NaH2PO4.H20 (100 mM)
1.2 g Tris base (10 mM Tris.Cl)
480.5 g Urea (8M)

Ajustar el pH a 6.3 con HCI

Solucién Salina Amortiguadora de Fosfatos 10 mM pH7.2
0.23 g NaHyPO4 (anhidrb) (1.9 mM) (0.26 g si es monohidratado)

1.15 g Na2HPO4 (anhidro) (8.1 mM)]

9.0 g NaCl (154 mM)

Agregar 900 ml de H20 Bidestilada, ajustar el pH a 7.2 con NaQOH 1M o HCl 1M
Aforar a 1000 ml, esterilizar y guardar en refrigeracion

Solucion Amortiguadora de Fosfatos 10X

2.3 g NaH,POQ4 (anhidro) (19 mM)
11.5 g Na2HPO4 (anhidro) (81 mM)

El NaCl se agrega hasta que se tenga una solucion 1X y por cada litro se usan 9g.

Para preparar SSAF-Tween se agregan 0.5 ml por cada litro
Solucién Amortiguadora de Citratos 0.05 M, pH 4.0

Solucién A: 11.48 g Acido Citrico monohidratado
aforar en 500 ml de H20 bidestilada

Solucién B: 14.7 g Citrato sodico tribasico dihidratado
Aforar a 500 ml en H20 bidestilada

Mezclar 330 ml de Sol. A con 235 ml de Sol. B y aforar a 1000 ml de H20 bidestilada.

Conservar en refrigeracion




Soluciones para Inmunotransferencia tipo
Western blot

Solucién amortiguadora de transferencia
3.023 g Tris (25 mM)

14.4 g Glycina (192 mM}

200 ml Metanol (20%)

0.037% SDS

pHa8.3

H20 cbp 1000 ml.

Colocar en un matraz con 700 ml de agua bidestilada el tris y la glicina. Agitar hasta que
se disuelvan completamente las sales, ajustar el pH con NaOH 10 N y aforar a 800 ml.
Guardar en refrigeraciéon hasta su uso. Antes de colocar la solucién en el tanque parala
transferencia, se agregan 200 ml de metanol frio.

Amortiguador salino de tris [Tris Buffered saline (TBS)]
100 mM Tris HC], pH 7.5

0.9% NaCl

Almacenar a 4° C

Amortiguador salino de tris-Tween 20 (TBS-T)
100 mM Tris HCI, pH 7.5

0.9% NaCl

0.05% de Tween 20

Almacenar a 4° C

Solucidon de revelado
100 m1 TBS pH 8.0
20 m! de Metanol helado (-20° C) al cual se le agregan 60 mg de 4-1-cloro naftol

60 pl de perdxido de hidrégenQ



