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“Caracterizacion de la capacidad inmunogénica y protectora
del Factor de Elongacién Tu (EF-Tu) contra Salmonella
Typhi en un modelo de ratén.”

Resumen

Salmonella enterica es una bacteria intracelular que puede causar infecciones
graves en humanos. Se ha estimado que anualmente ocurren alrededor de un
millon de muertes alrededor del mundo por infecciones asociadas a Salmonella, lo
cual convierte a este patégeno en un problema de salud mundial. La serovar
Typhi, causa fiebre tifoidea y es causa considerable de morbilidad y mortalidad,
sobre todo en pacientes inmunocomprometidos y en contextos donde la falta de
agua limpia y saneamiento inadecuado facilitan que la enfermedad se propague a
través de la transmision fecal-oral. La distribucion de estas enfermedades ocurre
principalmente en paises en vias de desarrollo (Centro y sudamérica, Africa, Asia),
aunque los paises en desarrollo tampoco estan exentos, ya que con el incremento
de viajeros hacia zonas endémicas, el riesgo de que contraigan la enfermedad es
mayor. Ademas, Salmonella presenta un aumento progresivo de la resistencia a
los antibidticos, lo cual complica el manejo y tratamiento de los pacientes. La
fiebre tifoidea es responsable de aproximadamente 21.65 millones de casos
anualmente de los cuales ocurren 433,000 muertes al afio. En México se han

reportado alrededor de 15 mil casos al afio de fiebre tifoidea.

Existen diferentes estrategias vacunales para prevenir la infeccién por Salmonella,
sin embargo las disponibles en el mercado ofrecen una proteccion del 50 a 75%
por un periodo de 2 a 5 afios, ademas de que las pruebas diagnostico disponibles
carecen de sensibilidad y especificidad.

Por lo que se hace evidente la necesidad de encontrar antigenos que sean
excelentes inmundgenos que induzcan una potente respuesta de anticuerpos de
larga duracion y que provean mayor proteccion contra la infeccién y ayuden a

contribuir en el disefio de vacunas contra S.Typhi.

Este es el caso de las proteinas de membrana externa como las porinas, las

cuales inducen proteccion contra S.Typhi.
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La superficie de las bacterias tiene un gran niumero de moléculas con capacidad
de modular la respuesta inmune. Las porinas son unas de las proteinas mas
abundantes de la membrana externa de las bacterias Gram negativas. En la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica se identificé que las porinas de
S. Typhi (OmpC y OmpF) son blanco de la respuesta inmune contra S. Typhi en
pacientes con fiebre tifoidea durante la fase aguda y convaleciente de la
enfermedad, y con porinas purificadas se demostré que inducen el 90% de
proteccion contra el reto de hasta 500 DLso de S. Typhi en ratones.

En Bangladesh ubicado al sur de Asia, se lograron identificar en sueros de
pacientes con fiebre tifoidea durante la fase aguda y convaleciente de la
enfermedad, un gran nimero de proteinas, entre ellas las porinas, sin embargo,
las que llamaron la atencién de nuestro grupo de trabajo fue la proteina Factor de
elongacion-Tu (EF-Tu), ya que en el proceso de obtencidén de las porinas de S.
Typhi, se presenta de manera abundante la EF-Tu, la cual también se encuentra
en la membrana externa de la bacteria. Y dado que el rendimiento que presenta
EF-Tu es mayor en comparacion con las porinas y resiste a situaciones de estrés,
se propone que podria ser un antigeno candidato para una vacuna, la cual

ademas de ser efectiva, también podria ser mas barata y facil de obtener.

Se espera entonces que con la inmunizacién de EF-Tu se induzca la produccién
de anticuerpos y proteja contra la infeccién bacteriana producida al retar con S.

Typhi en un modelo murino.

Los resultados indican que la inmunizacion de EF-Tu si disminuye bacteriemia
causada por S. Typhi y en combinacion con las porinas hay proteccién contra la

infeccion y se genera una mejor respuesta de anticuerpos IgGr e IgM.
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1. Marco teérico

1.1 Salmonella

El género Salmonella se clasifica en dos especies: S. enterica y S. bongori. A su
vez, la especie S. enterica se clasifica en seis subespecies: S. arizonae, S.
diarizonae, S. houtenae, S. indica, S. salame y S. enterica. (JCICSP 2005). De
estas subespecies, sOlo enterica causa enfermedades en animales de sangre
caliente; mientras que el resto se han aislado de animales de sangre fria y
raramente de humanos (Agbaje, Begum et al. 2011). De las méas de 2500
serovariedades reconocidas dentro de la subespecie enterica, sélo 50 de ellas se
han identificado como patégenas en humanos o en animales (Uzzau, Brown et al.
2000).

Las bacterias del género Salmonella causan un alto indice de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. La sintomatologia de las enfermedades que estas
bacterias generan en humanos permite dividir a las bacterias de este género en

dos grupos:

a) aquellas que causan una infeccion sistémica, que incluye a los serovares S.
enterica Typhi (Typhi) y S. enterica Paratyphi A, By C (Paratyphi A, By C,
respectivamente), que generan fiebre tifoidea (FT) y paratifoidea (FPT),
respectivamente.

b) por otro lado se encuentran las que comuinmente generan enfermedades
gastrointestinales denominadas salmonelosis no tifoidicas (SNT) que
agrupan un gran numero de serovariedades, entre las que destacan S.
enterica Typhimurium (Typhimurium) y S. enterica Enteritidis (Enteritidis)
como las principales serovariedades aisladas de pacientes diagnosticados
con SNT (Galanis, Wong et al. 2006).
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1.2. Epidemiologia

Las infecciones por Salmonella contindan siendo un problema de salud, tanto en
paises desarrollados como aquellos en vias de desarrollo. La fiebre tifoidea es
responsable de aproximadamente 21.65 millones de casos de los cuales ocurren
433,000 muertes al afio en el mundo. Se ha observado que la mayoria de estos
casos se presentan con mayor frecuencia en individuos inmunocomprometidos y
nifios (Ochiai, Acosta et al. 2008).

En 2012 se reportaron en México 54,041 casos de fiebre tifoidea y 32 decesos por
fiebre tifoidea (Sistema Unico de Informacion Epidemiolégica en México 2013). Sin
embargo, estos datos representan un sub registro de la enfermedad, debido a que
un gran numero de personas tanto en las ciudades como en el campo no
consultan al médico y optan por la automedicacion y el uso de métodos
terapéuticos alternativos. Aunado a esto, los métodos estandar para el diagndstico
de enfermedades causadas por S. enterica, son poco sensibles (Parry, Wijedoru et
al. 2011).

El tratamiento con antibidticos es comun y los pacientes mejoran rapidamente por
lo que en la mayoria de los casos no regresan al servicio médico para que se les
someta a las pruebas que permitan el correcto diagnéstico de su enfermedad.
Esta situacion favorece el establecimiento de portadores asintométicos que

mantienen focos infecciosos en la comunidad.

Ademas se han presentado cepas multiresistentes a antibiéticos en los pollos,
cerdos y bovinos, que son los reservorios mas frecuentes de diferentes serovares
de Salmonella, siendo estos reservorios un riesgo de salud potencial para la

poblacion en general (Zaidi, Macias et al. 2006)

En Asia se encontr6 que el 25% de las cepas aisladas eran multiresistentes a
cloranfenicol, ampicilina y cotrimoxazol (Ochiai, Acosta et al. 2008). De igual
manera, en Europa el 26% de las cepas aisladas de Typhi presento

multiresistencia a este grupo de antibiéticos (Threlfall, Fisher et al. 2003).
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1.3. Fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril, infectocontagiosa potencialmente letal,
causada por la infeccion generalizada del sistema fagocitico mononuclear (SFM),
del tejido linfoide intestinal y de la vesicula biliar por Salmonella Typhi. (Levine,
Sztein et al. 2011) La enfermedad se adquiere por la ingestion de agua y/o
alimentos contaminados con la bacteria y se caracteriza generalmente por la
presencia de fiebre persistente, dolor abdominal, malestar generalizado y cefalea
durante aproximadamente 3 semanas (Crump, Luby et al. 2004) (Fauci 2008). El
periodo de incubacion es de un promedio de 14 dias y la recuperacion completa
puede requerir hasta 3-4 meses. Los pacientes tratados con antibidticos
apropiados responden con una reduccion gradual de la fiebre en un periodo de 3-5
dias. Durante este periodo los pacientes pueden arrojar bacteria en sus heces. En
un 5-12% de casos la enfermedad es recurrente, en un 1-4% de los casos el
paciente se convierte en portador cronico a pesar del tratamiento con antibioticos
(Gal-Mor, Boyle et al. 2014). Este estado de portador crénico tiene otras
consecuencias en la salud. Se ha reportado que el 16% de los pacientes con
cancer de vias biliares son portadores asintométicos de Typhi (Singh and
Choudhuri 2003) y se han observado también correlaciones con cancer
colorrectal, de pancreas y de pulmon (Caygill, Hill et al. 1994, Caygill, Braddick et
al. 1995). Ademas, la mayoria de los pacientes que se recuperan de una infeccion
con Typhi no se encuentran protegidos contra una reinfeccién (Marmion, Naylor et
al. 1953).

1.4. Infeccidén por Typhi

La ruta comun de entrada al organismo de S. enterica es a través de la ingestion
de agua y/o alimentos contaminados, se multiplica rapidamente en el intestino
delgado, y penetra la membrana basal sin causar dafio importante en los tejidos
hasta llegar a las placas de Peyer. Este proceso se lleva a cabo a través de las
células M, que son una poblacion de células especializadas asociadas con la
captacion de antigenos del lumen intestinal. La bacteria posteriormente es

fagocitada por los macréfagos y células dendriticas y es transportada a los
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ganglios linfaticos regionales donde se multiplica activamente (Levine et al., 2001;
Romero Cabello 1999).

Los sujetos infectados presentan una fase de bacteriemia en la cual la bacteria se
distribuye en el sistema fagocitico mononuclear, en donde se reproducen y son
liberadas nuevamente al sistema circulatorio, aunque existen reportes de
diseminacién sistémica independiente de transporte celular (Knodler, Vallance et
al. 2010). La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio en los ganglios linfaticos,
bazo e higado, con muy escasa cantidad de polimorfonucleares y gran
acumulacion de mononucleares, en el interior de los cuales es capaz de proliferar
(Mittrucker and Kaufmann 2000, Levine, Tacket et al. 2001, Cabello 2007).

La capacidad de Typhi para provocar enfermedad en los seres humanos esta
relacionada con la adquisicion horizontal de genes de virulencia denominadas
islas de patogenicidad de Salmonella (SPI). En Typhi, SPI-1 y SPI-2 contienen
genes para dos sistemas de secrecion tipo Il (SST3), a través de los cuales la
bacteria es capaz de exportar proteinas al citoplasma de la célula blanco. Estas
proteinas tienen diferentes funciones entre las cuales se encuentran la promocion
de entrada de la bacteria, el control de la respuesta inflamatoria, y la regulacion de
la supervivencia bacteriana dentro de la célula huésped (Agbor and McCormick
2011). La expresiéon de los genes codificados en la SPI-1 y secretados a través
del SST3 se relacionan principalmente con la invasion, mientras que los genes
expresados por SPI-2 y secretados a través del SST3 parecen promover
principalmente la supervivencia intracelular de Typhi. Se cree que es necesaria
una corregulacion entre SPI-1 y SPI-2 para generar la infeccion (Agbor and
McCormick 2011, Figueira and Holden 2012).

1.5. Vacunas contra Salmonella

La primera vacuna desarrollada contra Salmonella consistia en la administracion
de bacteria inactivada, y conferia una proteccion del 73% (Wright and Leishman
1900). Sin embargo, su alto nivel de efectos secundarios llevd a su desuso
(Engels, Falagas et al. 1998).
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Actualmente existen dos vacunas licenciadas a nivel mundial contra Typhi. Por un
lado, la vacuna oral atenuada Ty21a confiere entre 35-58% de proteccién después
de 3 dosis por hasta 3 afios (Anwar, Goldberg et al. 2014), administrandose a
partir de 5 afios de edad (Engels, Falagas et al. 1998, Fraser, Paul et al. 2007).
Por otro lado, la vacuna de polisacarido Vi induce una proteccién del 55-69%
(Anwar, Goldberg et al. 2014) por hasta 3 afios (Engels, Falagas et al. 1998,
Fraser, Paul et al. 2007); sin embargo Vi es poco inmunogénico en niflos menores
de 2 afnos de edad (Sinha, Sazawal et al. 1999) y también se ha reportado el
aumento de casos de fiebre tifoidea por cepas de S. Typhi Vi-negativas (Crump,
Luby et al. 2004).

En India y en China se encuentran licenciadas vacunas contra Typhi que consisten
en conjugados del antigeno Vi (Szu 2013). También se encuentran en desarrollo
vacunas a base de conjugados del antigeno Vi (Lin, Ho et al. 2001, Lu, Zhang et
al. 2012), con bacterias atenuadas (Hohmann, Oletta et al. 1996, Wang, Noriega et
al. 2000, Kirkpatrick, Tenney et al. 2005) y a base de proteinas de membrana
externa (Salazar-Gonzalez, Maldonado-Bernal et al. 2004, Moreno-Eutimio,
Tenorio-Calvo et al. 2013).

Como se puede notar en los parrafos anteriores, la mayoria de los esfuerzos se
enfocan en polisacaridos conjugados o0 en cepas atenuadas. Esto conlleva
problemas en la potencial aplicacion. Por un lado, los polisacaridos conjugados
limitan el espectro de proteccion a las serovariedades que expresan el serotipo
particular de la vacuna; ademéas de que se ha mostrado que la expresion de
antigenos polisacaridicos es altamente variable entre cepas e incluso a lo largo del
proceso infeccioso (Murray, Attridge et al. 2003, Bravo, Silva et al. 2008,
Santander, Roland et al. 2008, Crawford, Keestra et al. 2012). Por otro lado, el uso
de polisacaridos o de cepas atenuadas limita su uso en personas
inmunocomprometidas y en poblacién infantil, que son los principales afectados

por la salmonella, como se menciono anteriormente.
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Pruebas de diagnostico disponibles y practicas para la fiebre tifoidea carecen de
sensibilidad y/o especificidad (Olsen et al, 2004), por lo que identificar antigenos
inmunogénicos de S. Typhi expresados durante la infeccibn humana, podria dar

lugar a ensayos de diagndstico y a vacunas mejoradas.

La superficie de bacterias tienen un gran numero de moléculas con capacidad de
modular la respuesta inmune ( Akira et al, 2001). Uno de los principales
componentes que ademas son altamente inmunogénicos de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas lo constituyen las proteinas denominadas
porinas. Las porinas son unas de las proteinas mas abundantes de la membrana

externa de las bacterias Gram negativas. ( Secundino et al, 2006).

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica se identific6 que las
porinas de S. Typhi (OmpC y OmpF) son blanco de la respuesta inmune contra
S. Typhi en pacientes con fiebre tifoidea durante la fase aguda y convaleciente de
la enfermedad ( Ortiz et al, 1989), y con porinas purificadas se demostré que
inducen el 90% de proteccion contra el reto de hasta 500 DLso de S. Typhi en

ratones (Isibasi et al, 1992).

Lo anterior permitié el disefio de una vacuna a base de porinas de S. Typhi a la
qgue se le denomind Isipor, que ademas de inducir la proteccién, es capaz de
inducir una respuesta inmune de memoria y no requiere de cadena fria para su
transporte y almacenamiento, por ser estable a temperatura ambiente ( Carreno et
al, 2016). En un estudio clinico fase | se demostré que esta vacuna es segura e
inmunogénica en humanos, induciendo respuesta inmunitaria de anticuerpos y
respuesta de linfocitos T especificos productores de IFN-y ( Salazar-Gonzalez et
al, 2004).

Estudios donde evaluaron la capacidad adyuvante de las porinas de S. Typhi al
administrarlos con lisozima de huevo de gallina empleado como antigeno modelo,
muestran que las porinas de S. Typhi tienen efecto adyuvante sobre la respuesta
de anticuerpos especificos contra HEL que se mantiene hasta 400 dias post
inmunizacién, mientras que, cuando se administra el antigeno sin las porinas, la
13|43



respuesta contra HEL cae a titulos basales a partir del dia 30 (Moreno-Eutimio et
al, 2013). Por otra parte, se ha visto que las vesiculas de membrana externa de
Escherichia coli, ricas en porinas, al ser administrados en animales, inducen un
perfil de citocinas del perfil Thl y Thl7, el cual resulta benéfico para el animal, ya
que cuando éstos son sometidos a un reto con la bacteria viva, sobreviven a la
infeccion (Kim OY et al, 2013). En conjunto, estos datos sugieren que las porinas
pueden potenciar y diversificar la respuesta contra antigenos co-administrados no

relacionados, y que dicha respuesta podria traducirse como inmunidad.

En Bangladesh ubicado al sur de Asia, se lograron identificar en sueros de
pacientes con fiebre tifoidea durante la fase aguda y convaleciente de la
enfermedad, 57 proteinas inmunogenicas que pertenecen a la membrana externa
de S.Typhi (Charles et al, 2010), entre ellas las porinas, sin embargo, las que
llamaron la atenciéon de nuestro grupo de trabajo fue la proteina Factor de
elongacion-Tu (EF-Tu), ya que en el proceso de obtencidon de las porinas de S.
Typhi, se presenta de manera abundante la EF-Tu, la cual también se encuentra
en la membrana externa de la bacteria. Y dado que el rendimiento que presenta
EF-Tu es mayor en comparacion con las porinas y resiste a situaciones de estrés,
se propone que podria ser un antigeno candidato para una vacuna, la cual

ademas de ser efectiva, también podria ser mas facil de obtener.

A continuacién se presenta el gel de electroforesis (Figura 1) realizado en el
instituto de biotecnologia (IBT) por grupo del Dr. Calva y el M. en C. Fernandez
Mora, los cuales son los encargados de proporcionar a nuestra unidad las cepas

bacterianas, asi como la EF-Tu para el presente estudio.
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Preparaciones de PME de S. Typhi IMSS-1 wt y mutantes isogénicas
(Anaerobiosis y fase estacionaria)
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-
PAGE) con tincion de azul brillante de Coomassie. Se observan las proteinas
presentes en las diferentes cepas de S. Typhi: wt (wild type) y mutantes isogénicas
(arcA, Irp y arcAllrp/hns), crecidas en con medio enriquecido (MN) y con medio
minimo (M9). Observamos las bandas con diferente peso molecular de AdhE que es
acetaldehido-CoA/alcohol deshidrogenasa, FepA que es un receptor de fierro de la
membrana externa, PfIB que es la piruvato formato liasa, EF-Tu que es la proteina
gue estudiaremos, Omp C/OmpF que son porinas al igual que OmpA.

En este gel se aprecia la presencia de las porinas OmpC y OmpF, estas porinas
tienen un peso molecular de aproximadamente 36 y 38kDa respectivamente, asi
como EF-Tu la cual tiene un peso molecular de 43.29 kDa, las condiciones de
crecimiento fueron dos: en medio enriqguecido normal (MN) y de estrés
(Anaerobiosis y fase estacionaria) con medio minimo (MN). En este gel se
corrieron las preparaciones de proteinas de membrana externa (PME)
pertenecientes a las cuatro cepas que manejan de S. Typhi en dicho laboratorio

(IMSS-1 wt y mutantes isogénicas).

Podemos ver entonces que hay una cantidad mayor de EF-Tu si se crece a la S.
Typhi en condiciones de estrés y que es significativa la cantidad en comparacién

de las otras PME.
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Se propone entonces se lleve a cabo la purificacion de la EF-Tu y se demuestre si
la inmunizacién de EF-Tu induce proteccion contra el reto de S. Typhi en un

modelo murino.

1.6. FACTOR DE ELONGACION Tu (EF-Tu)

EF-Tu ( factor de elongacién termo
inestable )

Molecule AP
Mespdb81 1 septiembre de 2006.

Azul: EF-Tu,
rojo: tRNA,

amarillo: GTP.

EF-Tu (factor de elongacion termo inestable) es una proteina requerida para asistir
la sintesis de otras proteinas, es uno de los tres factores de elongacion de los
procariotas: EF-Tu, EF-Ts y EF-G.

Son parte del mecanismo que sintetiza nuevas proteinas por traduccién en
el ribosoma. El ribosoma es una maquina molecular responsable de traducir la
informacion transportada por el ARN mensajero (ARNm) en una secuencia de
aminoacidos, que se unen para formar una cadena de polipéptido y, finalmente,
una proteina. La traduccion es un proceso dinamico durante el cual el ribosoma y
todos sus ligandos funcionales sufren cambios conformacionales tras diversos
mecanismos de ajuste inducido. El ciclo de elongacion, es un proceso de varios
pasos repetitivos que abarca la seccion aminoacil-ARNt (AA-ARNt), la formacion
del enlace péptido, y la translocacion ARNmM-ARNLt.. El ribosoma alcanza este
equilibrio, trabajando en coordinacién con EF-Tu y EF-G durante la entrega aa-
tRNA y los pasos de translocacion de tRNA, respectivamente. (Johansson et
al. 2008; Zaher & Green, 2009)

Caracteristicas:
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Proteina mas abundante en las enterobacterias. (hasta un 10% en peso de
la proteina total )

La sintesis de proteinas depende casi absolutamente de este factor.

Es indispensable para el crecimiento de la bacteria.

Factor regulador positivo de la transcripcion de los genes rRNA.

Caracteristicas fisicoquimicas:

, *  Peso molecular de 43 kDa
Monomeros

Moderadamente acidos + plde 5.0 (Hughes D. et al, 1990)

Cuando cumple su funcién se desprende del ribosoma al citoplasma y por medio

de vesiculas llega a la membrana externa de la bacteria, ain se desconoce el

mecanismo, pero existen estudios previos donde indican que EF-Tu esta dentro de

vesiculas y se expone en membrana externa de la bacteria (Nieves et al, 2010).

Estudios previos sugieren que la EF-Tu estd presente en la superficie de las

bacterias y es reconocida en sueros de pacientes convalecientes durante la

infeccion, lo cual no ocurre en el suero de pacientes sanos. Esto indica que el

hospedero genera anticuerpos contra la EF-Tu durante la infeccion bacteriana.

En el modelo de raton EF-Tu es expresada durante la infeccion y es reconocida

por los anticuerpos generados en el hospedero durante la infeccion bacteriana
(Figura 2). (Nieves et al, 2010)

- MW rEF-Tu
| ——

49kD

e )

Figura 2. Western blot que contiene 10 uyg de EF-Tu probada con el pool de sueros de ratones

infectados con 107 UFC de bacteria, el primer carril corresponde al marcador de peso molecular.

EF-Tu es reconocida durante la infeccion bacteriana en el modelo murino. (Nieves et al, 2010)
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La inmunizacion con EF-Tu induce generacion de anticuerpos contra EF-Tu de la
bacteria (Figura 3), para esto se inmunizo un grupo de 6 ratones con 25 ug de EF-
Tu, al dia 21 se reimunizo y el dia 35 se obtuvo el suero de estos ratones, este
pool de suero se enfrenté a 0.5 ug EF-TU purificada (rEF-Tu), 15 ug de lisado de
la bacteria (WCL) y 15 ug de proteinas totales de membrana de la bacteria (TMP).

MW rEF-Tu WCL TMP

49 kD
o= EF-Tu

38 kD

Figura 3. Western blot que contiene 0.5 ug EF-TU purificada (rEF-Tu), 15 ug de lisado de bacteria
(WCL) y 15 pg de proteinas totales de membrana de la bacteria (TMP), el primer carril corresponde
al marcador de peso molecular. El suero de ratones inmunizados presenta anticuerpos que

reconocen a EF-Tu. (Nieves et al, 2010)
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2. Justificacion

Las enfermedades causadas por Salmonella enterica representan un problema de
salud a nivel mundial. La serovar Typhi, causa fiebre tifoidea y es causa
considerable de morbilidad y mortalidad. El aumento progresivo de la resistencia a
los antibi6ticos, complica el manejo y tratamiento de los pacientes.

En el caso de los paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, la necesidad de
una vacuna efectiva es mayor, ya que las disponibles en el mercado ofrecen una
proteccion del 50 a 75% por un periodo de 2 a 5 afios y estas no pueden
administrarse en las poblaciones de mayor riesgo, ademas de que las pruebas
diagnéstico disponibles carecen de sensibilidad y especificidad.

Esto hace evidente la necesidad de encontrar antigenos que sean excelentes
inmundgenos que induzcan una potente respuesta de anticuerpos de larga
duracion y que provean mayor proteccion contra la infeccion y ayuden a contribuir

en el disefo de vacunas contra S.Typhi.

La superficie de las bacterias tiene un gran niumero de moléculas con capacidad
de modular la respuesta inmune. En la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica se identific6 que las porinas de S. Typhi (OmpC y OmpF) son
blanco de la respuesta inmune contra S. Typhi en pacientes con fiebre tifoidea
durante la fase aguda y convaleciente de la enfermedad, y con porinas purificadas
se demostré que inducen el 90% de proteccion contra el reto de hasta 500 DLso de
S. Typhi en ratones.

En el proceso de obtencion de las porinas de S. Typhi, se presenta de manera
abundante la EF-Tu, la cual también se encuentra en la membrana externa de la
bacteria. Ademas de que en estudios previos se encuentro esta proteina en los
sueros de pacientes con fiebre tifoidea y dado que el rendimiento que presenta
EF-Tu es mayor en comparacion con las porinas y resiste a situaciones de estrés,
se propone que podria ser un antigeno candidato para vacuna, la cual ademas de

ser efectiva, también podria ser mas barata y facil de obtener.
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Se espera entonces que con la inmunizacion de EF-Tu se induzca la produccion
de anticuerpos y proteja contra la infeccidon bacteriana producida por S. Typhi en

un modelo murino.

3. Planteamiento del problema

Las infecciones por Salmonella enterica contindan siendo un problema de salud,
tanto en paises desarrollados como aquellos en vias de desarrollo. La fiebre
tifoidea es responsable de aproximadamente 21.65 millones de casos anualmente
de los cuales ocurren 433,000 muertes al afio. En la zona sub-sahariana de Africa,
la tasa de mortalidad alcanza hasta el 25%. En conjunto, las diferentes
manifestaciones clinicas asociadas a la infeccion por Salmonella enterica, son
responsables de aproximadamente un millon de casos anuales, lo cual hace a
éste patdgeno una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. La alta
incidencia de enfermedades causadas por infecciones con Salmonella enterica,
aunada a la alta mortalidad que presentan, hace evidente la necesidad de estudiar
los mediadores inmunolégicos que provean proteccion contra la infeccion y
ayuden a contribuir conocimiento para que pueda ser empleado en el disefio

racional de vacunas contra Salmonella Typhi.
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4. Hipotesis
La proteina Factor de Elongacion Tu (EF-Tu) de Salmonella Typhi es

inmunogénica y capaz de inducir proteccion contra la bacteremia inducida por S.

Typhi en ratones.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Caracterizar la capacidad inmunogénica y protectora de EF-Tu contra Salmonella

Typhi en ratones BALB/c.

5.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar los anticuerpos inducidos por la inmunizacion con la proteina
EF-Tu en ratones BALB/c.

2. Determinar la capacidad protectora de la EF-Tu contra el reto con

Salmonella Typhi en ratones inmunizados con esta proteina.
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6. Materiales
6.1 Cepas Bacterianas

Se utiliz6 la cepa ATCC 9993 de Salmonella entérica serovar Typhi, que lleva el

plasmido tufB-His.

6.2 Animales de laboratorio:

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c hembras, de 6-8 semanas de edad,
adquiridos en Harlan® de México, mantenidos en condiciones libre de patdgenos
especificos (SPF) en el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

6.3. Sueros de raton:

Los ratones fueron sangrados por puncion de vena facial colectando la sangre en
tubos microtainer con el gel separador (Becton Dickinson®). La sangre se
centrifugo a 5000 rpm durante 10 minutos para separar el suero del paguete

celular. El suero fue almacenado a -70°C hasta el momento de su utilizacion.
7. Métodos

7.1 Purificacion de EF-Tu de Salmonella Typhi
Cultivo y obtencién de las células bacterianas.

Se inocularon 100 uL de la cepa de Salmonella Typhi ATCC 9993 que lleva el
plasmido tufB-His en 2 mL de medio minimo A [K2HPO4 0.4M, KH2PQO4 2.2M,
(NH4)2S04 0.07M, citrato de sodio 0.016M, extracto de levadura al 0.1%, glucosa
0.27M, MgSOa4 al 0.1%] suplementado con Trp y Cys. En placas Constar de 24
pozos. Se incubaron a 37 °C con CO2 al 5% durante 20 h. Las células se

cosecharon por centrifugacion a 1 500g durante 20 min y se almacenaron a -70°C.
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Obtencién de la EF-Tu de S. Typhi.

Las células se descongelaron y se les adicioné medio LB (Luria Bertani) hasta
obtener 1000 mL de suspension bacteriana. De ahi se alicuotaron e 10 tubos de
50 mis (cada tubo se concentré6 lo de 100 ml). Posteriormente las células
cosechadas se rompieron utilizando una prensa francesa (método de Schnaitman,
1970) y por sonicacion (método de Filip, 1973). Las bacterias intactas y
fragmentos se removieron por centrifugacion 1 500g durante10 minutos a 23 °C. El
precipitado se incub6 con el detergente idnico TritonX-100 a 2% méas MgClz, y el
detergente Sarkosyl a 2%, se incubaron a temperatura ambiente durante 20
minutos. Las PME se obtuvieron por centrifugacion a 1 500g durante 10 minutos,
se resuspendieron en Buffer HEPES 10mM, pH 7.4, que contiene EDTA 5mM
ajustado con NaOH a pH7.4. Se lleva a cabo otra extraccion por centrifugacion a
302,000 g durante 60 minutos para obtener el pellet llamado “membrana insoluble
Triton-EDTA”. Se resuspende en Buffer HEPES 10mM, pH 7.4, que contiene
EDTA 5mM ajustado con NaOH a pH7.4. Las proteinas fueron eluidas en una
columna de niquel (Ni?* -acido nitriloacetico) donde el primer filtrado se hace con
50 mM NH2PO4y 300 mM de NaCL y el segundo y tercer filtrado con la elucion de
imidazol a 10 mM, 20mM y 250mM en buffer, las fracciones contienen la EF-Tu
purificada. Se cuantificé la proteina por el método de acido bicinconinico, se
comprobo la pureza de EF-Tu por una electroforesis en SDS-PAGE con tincion de

plata y se evalué el contenido de endotoxina por el método de Limulus.

7.2 Esquema de inmunizacion para establecer dosis optima de EF-Tu

Se inmunizaron grupos de 5 ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad,
los grupos, las dosis de EF-Tu y el esquema de inmunizacién se muestran en la
tabla 1. Todas las inmunizaciones se realizaron en un volumen de 300 ul por via
intraperitoneal, utilizando Solucion Salina Inyectable (SSI) como vehiculo. Se
tomaron muestras de sangre por puncion en la vena facial en los dias 4, 8, 12, 20,

30, 90 y 120 después de la primera inmunizacion.
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Tabla 1. Esquema de inmunizacién para establecer dosis optima de EF-Tu

Esquema de

Grupo | Inmundégeno Dosis . L
inmunizacion

Inmunizacién (Dia 0)
1 SSI - Reinmunizacion (Dia
15)

Inmunizacién (Dia 0)
2 EF-Tu 10ug Reinmunizacion (Dia
15)

Inmunizacién (Dia 0)
3 EF-Tu 25ug Reinmunizacion (Dia
15)

Inmunizacién (Dia 0)
Reinmunizacion (Dia
15)

4 EF-Tu S0kg

7.3 Esquema de inmunizacion

Se inmunizaron grupos de 4 ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad,
los grupos, las dosis de EF-Tu y el esquema de inmunizacion se muestran en la
tabla 2. Todas las inmunizaciones se realizaron en un volumen de 300 ul por via
intraperitoneal, utilizando Solucion Salina Inyectable (SSI) como vehiculo. Se
tomaron muestras de sangre por puncion en la vena facial en los dias 4, 8, 12, 20,

30, 90 y 120 después de la primera inmunizacion.

Tabla 1. Esquema de inmunizacién

Inmunizacion (Dia 0)
1 SSI - : L .
Reinmunizacién (Dia 15)
50ug Inmunizacion (Dia 0)
2 - . L .
EF-Tu Reinmunizacion (Dia 15)
3 EE-Tu+ AlGmina 50ug + Alimina (1:1 v/v) Inmunlza.clon. ,(Dla (?)
Reinmunizacion (Dia 15)
. .| 50ug + 10 g Inmunizacion (Dia 0)
4 EF-Tu + Porinas Typhi Reinmunizacion (Dia 15)
. : Inmunizacion (Dia 0)
5 P Typh 1 . o .
orinas Typh Oug Reinmunizacién (Dia 15)
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7.4 Determinacion de los titulos de anticuerpos contra EF-Tu por ELISA

El titulo de anticuerpos especificos se evalu6 mediante la técnica de ELISA. Para
ello se sensibilizaron (adsorcion) placas de poliestireno de 96 pozos (Corming®)
con 100yl por pozo de solucion amortiguadora de carbonatos pH 8.6 conteniendo:
1ug de EF-Tu, manteniéndolo durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
bloquearon con 150 pl por pozo de una solucion de PBS-leche 5% (Svelty, Nestle)
y se lavan cuatro veces con una solucion de Tween 20 al 0.1%. Una vez
bloqueadas, se afiade a cada uno de los pozos las muestras de suero (diluidas en
PBS-leche 20%-Tween20 0.05%) empleando diluciones doble seriadas (inicial
1:40) en un volumen de 100 pl, y se incuban durante 1 hora a 37° C. Después de
esto se lavan 4 veces, y se procede una segunda incubacién con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra anticuerpos IgM (dilucién 1:1000) e IgG (dilucién
1:4000), el cual esta acoplado a peroxidasa. Posteriormente, se lavan y se revelan
empleando orto-fenilendiamina como sustrato (0.5 mg/ml en una soluciéon de
citratos pH 5.6 y 1 yl/ml de perdxido de hidrégeno). La reaccion de revelado se
detiene agregando 10 ul de una solucion 2.5N de acido sulfurico a cada pozo. Las
placas fueron leidas en un lector de microplacas (Dynex Technologies, MRX Il) a
492 nm. Las absorbancias se determinan ajustando un lector para placas de
ELISA a 492 nm como longitud de onda de lectura. Cada placa incluye un control
negativo y un control positivo. Los titulos de anticuerpos especificos se
determinaron como aquella dilucién en donde la absorbancia fuera equivalente a 3
veces el fondo (generalmente fue igual a 0.3) y se graficaron en forma logaritmica
los titulos contra el dia a que corresponda el suero. Se utilizaron como controles

positivos sueros de raton previamente titulados para el antigeno respectivo.
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7.5 Preparacion de la suspension bacteriana para la bacteriemia en raton

A partir de 100 ul de un banco de trabajo se realiza un cultivo de bacteria de
S.Typhi en 5 ml de medio LB durante 14-16 horas a 37°C y 180 rpm. A partir de
este cultivo se toman 100 pl y se siembran en 10 ml de medio LB. Este cultivo se
incuba en agitacién constante a 37°C y 180 rpm durante aproximadamente 4
horas hasta que alcanza una DOse2= 1. Una vez alcanzada esta densidad optica
se centrifuga el cultivo 1500 g a 4°C durante 20 minutos. Se resuspende el botén
en 10 ml de PBS estéril, se vuelve a centrifugar y se vuelve a repetir este paso
una vez mas. Para determinar el ndmero de unidades formadoras de colonia
(UFCs) se toman 10 pl de la suspension y se realizan 8 diluciones seriadas 1:10
en un volumen de 100 pl. Se toman por triplicado 10 yl de cada dilucién y se
siembran en una caja petri con Agar-TSA. La caja se incuba a 37°C durante 24
horas y se determinan las UFCs contando las colonias en la dilucion que tenga

entre 3 y 30 colonias. Finalmente este valor se multiplica por el factor de dilucién.

7.6 Determinacion de dosis de Salmonella Typhi para bacteriemia en ratén

Para determinar el nimero de UFCs de Typhi que es necesario para detectar
bacterias en bazo, higado y sangre se infectaron grupos de tres ratones con las
dosis que se describen en la tabla 2. Para esto se prepararon suspensiones
bacterianas como se describid anteriormente y se realizaron las diluciones
necesarias en PBS para obtener el nimero aproximado de UFCs suspendidas en
300 ul. Las suspensiones se administraron por via intraperitoneal, se sacrificaron
los ratones a las 20 horas y se determiné la carga bacteriana en bazo, higado y

sangre.
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Tabla 2. Detalle de dosis probadas para la determinacién de carga bacteriana
en ratones

Tiempo post-infeccién
Cepa Dosis probadas de determinacion de
carga

Salmonella Typhi IMSS 1.5x 108 1.5x 107, 1.5 x 108 | 20 horas

Descartando las dosis en las que murié algun raton y las dosis en las que no se
detectd bacteria en los 6rganos se establecieron las siguientes dosis infectivas:
107 UFCs.

7.7 Determinacion de carga bacteriana en sangre, bazo e higado

Se punza con una aguja la vena facial del ratén, se toma una muestra de sangre y
se plaquean 50 uL de sangre en una caja Petri con Agar- TSA. Posteriormente se
sacrifica al ratén por dislocacién cervical y se realiza una incisiébn a partir del
esterndn, dandole vuelta transversalmente. Se retira la piel de la parte superior e
inferior jalandola hacia los extremos, de manera que el peritoneo quede expuesto.
Se realiza una incision al peritoneo para extraer el bazo y para extraer el higado
se realiza una incision debajo del diafragma para dejar el higado expuesto. Se
extrae al higado y al bazo y se coloca en 1 ml de PBS-Gentamicina a 80 uyg/ml.
Una vez extraidos los érganos, estos se cortan a la mitad y se determina el peso
del fragmento y del 6rgano completo. El fragmento a ser homogeneizado se
coloca en PBS estéril. Utilizando un homogeneizador de tejidos se homogeneizan
los fragmentos de érganos en PBS estéril. Posteriormente se realizan dos
diluciones seriadas 1:10 en PBS estéril de cada 6rgano homogeneizado y se
plaquean 50 pl de cada dilucién en una caja petri con Agar-TSA. Finalmente se
incuban las cajas durante 14 horas a 37°C y se determina el nUmero de UFCs
multiplicando el niamero de colonias resultante por el factor de dilucion. Para
obtener el numero de UFCs por gramo de érgano, se multiplica el nimero de
colonias de la placa por el factor de dilucidén, y se divide entre el peso del
fragmento de organo homogeneizado. Para obtener el nimero de UFCs por
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organo, se multiplica el nimero de UFCs por gramo de 6rgano por el peso del

organo completo.

7.8 Evaluacion de la capacidad protectora

Grupos de 4 ratones BALB/c se inmunizaron con EF-Tu en un esquema de dosis

en un intervalo de 15 dias:

Tabla 3. Esquema inmunizacion para evaluar la capacidad protectora de EF-

Tu
Grupo | Inmunégeno Dosis .Esque.mac.ife
inmunizacioén
L ss| ] Inn.1un|zaIC|on. ,(Dla (?)
Reinmunizacién (Dia 15)
5 EE-Tu 50 Inmunizacién (Dia 0)
M9 Reinmunizacion (Dia 15)
- Inmunizacion (Dia 0)
3 EF-Tu + Al +1:1 : L .
u tmina S0ug viv Reinmunizacién (Dia 15)
EF-Tu + Porinas de S. Inmunizacion (Dia 0)
4 ) + : L .
Typhi S0 ug + 10ug Reinmunizacién (Dia 15)
. . 10ug Inmunizacién (Dia 0)
5 Porinas de S. Typhi Reinmunizacion (Dia 15)

En el dia 30 post-inmunizacion se les inyect6 de manera intraperitoneal una
suspension de Typhi (107 UFCs). Se determiné la cantidad de unidades

formadoras de colonia en bazo, higado y sangre a las 20 horas de ser infectados.

7.9 Andlisis estadistico

Se realizé una prueba estadistica de ANOVA de una via, seguida de una prueba
de Diferencia Minima Significativa de Fisher comparando todos los grupos entre
si. En las graficas se muestran los valores de significancia: * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.005.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas del lote de EF-Tu

La EF-Tu empleada para este experimento se obtuvo de una cepa ATCC 9993 de
Salmonella entérica serovar Typhi., para el cual se reportaron 307.6 pg/mL de
proteina y <0.01 ng de endotoxina por 10 ug de proteina. El gel de SDS-PAGE
revelado con tincidn de plata muestra la presencia de una banda de mayor

intensidad en 43 kDa correspondiente a EF-Tu.

mpm! 1)

KDa
225

138 1) Condiciones reducidas 1ug de EF-Tu

=

50

Figura 4. El lote L-1993 de EF-Tu no muestra contaminacion por otras proteinas
bacterianas. SDS-PAGE al 12% del lote L-1993 de EF-Tu de S. Typhi revelado con tincion
de plata. . MPM: Marcador de peso molecular.

8.2 La inmunizacién con EF-Tu induce anticuerpos IgM e IgG de

manera dosis-dependiente.

Para responder si EF-Tu de S. Typhi induce anticuerpos de clase 1gG e IgM
después de la inmunizacién, se inyectaron ratones BALB/c con EF-Tu por via

intraperitoneal (I.P), se reinmunizaron al dia 15 y después de 30 dias, se
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sangraron a los ratones para obtener su suero. La concentracién de IgM e IgG se
cuantific6 mediante ELISA. Como controles se utilizaron una dosis de 10 mg/mL
de OVA (ovoalbumina) y suero de ratones OVA positivos y no inmunizados.Para
conocer la cantidad Optima necesaria de EF-TU para inducir respuesta de
anticuerpos, se decidi6 evaluar diferentes dosis, 10 pg, 25 pg y 50 pg. La
inmunizacion de ratones con estas dosis genero una respuesta de anticuerpos IgM
anti EF-Tu (Figura 1A) y anticuerpos IgG anti EF-Tu (Figura 1B). Se decide utilizar
50 ug de EF-Tu para los experimentos ya que es la 6ptima para producir mayor
cantidad de anticuerpos, aunque se observa un incremento de manera dosis-
dependiente, no se probaron dosis mas altas ya que la produccién de la EF-Tu era

limitada y no contabamos con una gran cantidad para probar dosis mas altas.

A IgM B IgG;
44 EaEE 81

*kEkE EEkE

*%

Titulos IgM {-log, x 40)
X}
L

Titulos 1gGy {-log, x 40)
v

1

ssl 10ug  25ug 50 ug ssl 10ug  25ug  50ug
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Figura 5. La EF-Tu de Salmonella Typhi induce anticuerpos de clase IgM e IgG. 5 ratones
hembra BALB/c de 6 a 8 semanas de edad por grupo fueron inmunizados con 10 ug de EF-Tu, 25
ug de EF-Tu y 50 ug de EF-Tu por via intraperitoneal (I.P), se reinmunizaron con las mismas dosis
a los 15 dias y se sangraron de vena facial a los 30 dias post inmunizacion. Se realizaron ELISAs
contra EF-Tu para medir los titulos de anticuerpos IgG e IgM. Las diferencias estadisticas fueron
determinadas mediante la prueba U de Fisher. ***P<0.001, significativo.
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Para asegurar que los anticuerpos tienen afinidad contra EF-Tu y no a otras
proteinas se realizd un Western Blot de los sueros de los ratones, utilizando como
control positivo porinas de S. Typhi, las cuales ya sabemos tienen anticuerpos anti

porinas.

4- EFrng ";*'
1) 2)

Figura 6. Western blot que contiene en el carril 2, 1 ug de EF-Tu probada con el pool de
sueros de ratones inmunizados con EF-Tu, el primer carril corresponde al marcador de
peso molecular. En el carril 3, pusimos 1 ug de porinas probado con el suero de ratones
inmunizados con porinas como nuestro control positivo. El suero de ratones inmunizados

presenta anticuerpos que reconocen a EF-Tu.
8.3 Lainmunizacién de EF-Tu con adyuvante incrementa los titulos de IgG

Conociendo las caracteristicas de las porinas como adyuvantes, se decidié
realizar inmunizaciones con 50 ug de EF-Tu y 10 ug de porinas de S. Typhi,
ademas de 50 ug de EF-Tu y alumina(1:1 v/v), para responder si EF-Tu de S.
Typhi en combinacién de adyuvante potencian la induccion de anticuerpos de
clase 1gG e IgM después de la inmunizacion, se inyectaron ratones BALB/c por via
intraperitoneal (I.P), se reinmunizaron al dia 15 y después de 30 dias, se
sangraron a los ratones para obtener su suero. La concentracion de IgM e IgG se
cuantifico mediante ELISA. Como controles se utilizaron una dosis de 10 mg/mL
de OVA (ovoalbumina) y suero de ratones OVA positivos y no inmunizados. En

placa se fijo6 EF-Tu y Porinas de S.Typhi para su medicién correspondiente. La
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inmunizacion de ratones con adyuvante genero una respuesta significativamente
mayor de anticuerpos IgG (Figura 7B), no fue estadisticamente significativa para
IgM. Se decide utilizar estas mezclas para los experimentos de reto.

IgM

2.5
22.01 ns
x
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D 44
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2 2 ** P<0.001
= *** P<0.005
**** P<0.001
0 T T
S8l EF-Tu EF-Tu+Alu EF-Tu+Por Ty Por Ty

Figura 7. La EF-Tu de Salmonella Typhi con porinas inducen una mayor respuesta de
anticuerpos de clase IgG. 5 ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas de edad por grupo fueron
inmunizados con 50 ug de EF-Tu, 50 ug de EF-Tu y 10 ug de porinas de S.Typhi, 50 ug de EF-Tuy
alumina (1:1 v/iv) y 10 ug de porinas de S.Typhi (Por Ty) por via intraperitoneal (I.P), se
reinmunizaron con las mismas dosis a los 15 dias y se sangraron de vena facial a los 30 dias post
inmunizacion. Se realizaron ELISAs contra EF-Tu y Por Ty respectivamente para medir los titulos
de anticuerpos IgG e IgM. Las diferencias estadisticas fueron determinadas mediante la prueba U
de Fisher. ***P<(0.001, significativo.

8.4. La EF-Tu en combinacién con aliminay porinas de S. Typhi es capaz de

inducir proteccién contra la bacteremia de S.Typhi

Para evaluar si los anticuerpos generados por la inmunizacion de EF-Tu de S.
Typhi y de su mezcla con adyuvante presentan capacidad de proteccién, retamos

a los ratones en el dia 30 post-inmunizacion de manera intraperitoneal una
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suspension de S. Typhi (107 UFCs). Se determiné la cantidad de unidades
formadoras de colonia en bazo, higado y sangre, a las 20 horas de ser infectados.
Este tiempo se establecio con estudios previos que se han realizado en la UIMIQ
para medir el proceso de infeccion bacteriana de los diferentes serovariedades de
S. Typhi.

Como se muestra en la Figura 8, la inmunizacion de EF-Tu combinada con
alimina y porinas de S. Typhi induce una disminucién significativa de la carga

bacteriana en bazo, higado y sangre.
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Figura 8. La EF-Tu en combinacion con aliminay porinas de S. Typhi es capaz de inducir
proteccion contra la bacteremia de S.Typhi, ya que disminuye la Carga bacteriana en
Bazo (A), Higado (B) y sangre(C), expresada como Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
en ratones inmunizados con Solucién Salina Isoténica (SSI), EF-Tu, EF-Tu con Alumina (EF-
Tu+Alu), EF-Tu con porinas de S. Typhi (EF-Tu+PorTy) y porinas de S. Typhi (PorTy). Prueba
de Diferencia Minima Significativa de Fisher comparando los diferentes tratamientos contra el
grupo inmunizado con SSI (*p<0.05)
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9. Discusion

Pocos son los antigenos que pueden inducir titulos de anticuerpos y no
necesariamente se relacionan con proteccion, por lo que evaluar la capacidad
inmunogénica y protectora del Factor de Elongacion Tu (EF-Tu) contra Salmonella
Typhi en un modelo de raton, es importante pensando en la generacion de una
vacuna efectiva contra la Fiebre tifoidea. El objetivo de un antigeno vacunal es
generar proteccion efectiva y de larga duracién, en la actualidad se conoce que las
vacunas exitosas clinicamente son capaces de generar proteccion a través de
mantener titulos de anticuerpos neutralizantes principalmente. Se ha mostrado
que la inmunizacién con porinas de Typhi es una manera segura y efectiva de
generar proteccion contra esta bacteria (Blanco et al., 1993; Isibasi et al., 1992;
Salazar-Gonzalez et al., 2004). Se sabe ademas que la inmunizacién con porinas
de Typhi induce una respuesta de anticuerpos IgG e IgM de larga duracién con
capacidad bactericida contra Typhi por la via clasica de activacion del sistema de
complemento (Secundino et al., 2006). Sin embargo se tiene la necesidad de
explorar otras proteinas, las cuales ademas de ser inmunogenicas, también
induzcan proteccion contra la infeccion de Salmonella Typhi, sean mas faciles de

obtener, tengan mayor rendimiento y se tenga un menor costo al obtenerlas.

Por ello la EF-Tu representa un buen candidato, tomando en cuenta la abundancia
de estas proteinas en la superficie de la bacteria, ya que aunque esta abundancia
puede variar por las condiciones ambientales como pH, osmolaridad y metabolitos,
como es el caso de la porina OmpD (I. L. Calderén et al., 2011; Santiviago, Toro,
Hidalgo, Youderian, & Mora, 2003) y de las porinas OmpC y OmpF (Puente,
Verdugo-Rodriguez, & Calva, 1991; Villarreal et al., 2014); el punto a favor de la
EF-Tu es que resiste condiciones de estrés, es decir, atmosferas reducidas, pocos

nutrientes y variacion de pH.

La inmunizacion de EF-Tu induce anticuerpos de clase IgM e IgG de manera dosis
dependiente, lo cual sugiere que si hubiéramos tenido mayor cantidad de la

proteina hubiéramos podido visualizar titulos mas altos de anticuerpos, sin
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embargo las dosis establecida de 50 ug fue satisfactoria para este estudio. El uso
de porinas de S. Typhi y de alumina, sirvio para visualizar el efecto que en si
tienen como adyuvantes y como funcionaron en el experimento de proteccion, lo
cual sugiere que la inmunizacién de EF-Tu con porinas y EF-Tu con alimina si
confiere proteccion contra la infeccibn por S.Typhi, ya que notamos una
disminucién de la carga bacteriana significativa en bazo, higado y sangre.
Podemos apreciar que la infeccidn que se presenta es sistémica por lo que la EF-
Tu con Porinas tienen total proteccién en sangre y bazo, sin embargo en higado
solo hay disminucion significativa de bacterias, ya que es donde pueden estar
alojadas una mayor cantidad de bacterias por el tiempo de infeccion. Si bien las
porinas de S. Typhi por si solas confieren proteccion contra S.Typhi, en este

estudio se sugiere que hay mas efectividad si se mezclan con EF-Tu.

Este estudio abre el panorama para estudiar a esta proteina, la cual se pensaba
no tenia ninguna valor inmunoldgico, solo se consideraba su funcion en la
produccion de nuevas proteinas, aun se desconocen muchos mecanismos, como
el como llega a membrana externa, si se encuentra expuesta o no. Con este
estudio ahora ya sabemos que la EF-Tu es inmunogenica y que con adyuvantes
confiere proteccion contra la S. Typhi. Finalmente corresponde hacer nuevos
protocolos donde se aumente la N de ratones, la dosis de inmunizacién, las

repeticiones y la cantidad de proteina purificada para poder hacer todo esto.
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10. Conclusiones

La proteina Factor de Elongacién Tu (EF-Tu) de Salmonella Typhi es
inmunogénica y en combinacién con alimina y porinas de Salmonella Typhi
induce proteccion contra la bacteremia inducida por S. Typhi en ratones BALBI/c.
Lo cual la posiciona como un buen candidato vacunal contra Salmonella Typhi, ya
gue es la mas abundante de las proteinas presentes en las bacterias y tiene la
cualidad de resistir condiciones de estrés, por lo que extraerla es mas sencillo y

barato.
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