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RESUMEN

La erradicacién de la fiebre tifoidea depende en gran medida
de programas de vacunacién, sin embargo los intentos por obtener
vacunas efectivas contra ésta enfermedad utilizando microorganismos
completos no han sido del todo satisfactorios. Actualmente se sabe
que proteinas de la ‘membrana externa del agente causal llamadas
porinas intervienen en la induccién de adecuadas respuestas inmunes
en contra de la enfermedad (proteccién en el modelo murino), pero
a pesar de ésto sélamente ha podido- aislarse el gene codificante
para la porina OmpC; es por ello que es necesario continuar con
investigaciones encaminadas a estudiar las propiedades antigénicas
de dichas prot.einas y la influencia que éstas tienen sobre el
sistema inmune, El estudio de regiones epitépicas en determinados
antigenos de interés inmunoldgico se ha wvisto dificultado
principalmente por las estrategias experimentales utilizadas para
aislar y caracterizar con eficiencia dichos fragmentos proteicos.
El uso de bancos de epitopos en fagos filamentosos han sido de
utilidad en el mapeo de epitopos continuos y discontinuos en
protefnas de conocida estructura tridimensional.

Con la finalidad de iniciar con el estudio de epitopos de
proteinas de membrana externa involucrados en una respuesta inmune
de proteccién utilizando técnicas de DNA recombinante, se
construyeron 3 banlcos de epitopos de la porina OmpC y de DNA
cromosomal total de Salmonella typhi 9, 12 vi:d en el fago

filamentose de fusién fUSE 2, el cual tiene la capacidad de
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expresar en la superficie del virién la secuencia clonada en el
gene ITI. Se insertaron en el sitio dnico de restricecién para la
enzima Bgl II fragmentos menores de 100 a 170 pbk, obtenides al azar
por medio de la sonicacién y digestién con la nucleasa Bal 31, de
DNA cromosomal total y de fragmentos de 2.6 a 3.4 Kb derivados de
la digestidn del mismo con la enzima de restricci6n Bgl II. El
aislamiento de las clonas recombinantes obtenidas por
electroporacistn a través de "biopanning" fue realizado con el uso
de anticuerpos antiporinas de conejo, comprobindose la existencia
de péptidos de S. typhi en las particulas infecciosas del fago fUSE
2 por medio de ensayos de Dot-ELISA y ELISA. El banco asi obtenido
serd Gtll posteriormente para mapear a nivel inmunolégico las
reglones peptidicas que sean de interés, para finalmente aislar y
caracterizar epitopos reconocidos por linfocitos B y T con el fin

de estudiar su papel en una respuesta inmune especifica de

proteccidn.
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La ingenieria genética puede definirse como la manipulacion
deliberada de la informacién genética con el fin de realizar
ciertos andlisis a nivel de DNA, mejoramiento de determinadas
espacies y muy recientemente, para el estudio_ de algunas
estructuras proteicas con miras a la obtencién de vacunas. La
manipulacién genética de diversos organismos comenzé a ser una
realidad con el descubrimiento de las enzimas de restriceiédn clase
I por Arber y clase II por Smith, Wilcox y Kelly en 1970,
describiendo su alta especlificidad para cortar el DNA en una
secuencia de nucledtidos dada, y con la comprobacidn de 1la
generacion de extremos cochesivos en el DNA por su digestién con la
enzima de restriceion Eco RI (120) . Posterior al descubrimiento de
enzimas capaces de generar moléculas de DNA integras a partir de
fragmentos provenientes de diversas fuentes, 1la clonacién o
generacién de moléculas hibridas de DNA comenzé a ser una realidad.
Posteriormente con estos descubrimientos pude concebirse el
alslamiento de genes a partir de organismos de interés, con el
propésito de obtener grandes cantidades del mismo, posiblemente
para la determinacién quimica de su secuencia de bases 6 para su
uso en otros procedimientos, tales como caracterizacion de
proteinas, sobreproducclon de las mismas, localizacion cromcséfnica
da genes, etc. Se considera que las moléculas que, contienen
fragmentos de DNA no emparentadcs, es decir, no provenientes de la
migma fuente de origen, deben referirse baje €l término UDNA
recombinante® (4). 7

Actualmente gracias a los poderosos métodos ‘del DNA
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recombinante, es posible el estudio a nivel molecular del DNA,
permitiendo el aislamiento y propagacién de genes especificos (7)
y consecuentemente el conocimiento mds profundo de ciertas
estructuras proteicas de gran cantidad de microorganismes patéﬁenos
involucradas en diversos mecanismos de invasividad y en 1la
generacién de una respuesta inmunoldgica determinada por las
nismas. Como es claro, el avance de la bilologia con el advenimiento
de estas técnicas es enorme, y en un futuro permitird utilizar todo
éste potencial para gran variedad de propésites, siendo la
obtencién de vacunas, materialmente contra todos los agentes

patdgenos existentes, una expectativa muy clara.
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A) Obtener un banco o libreria de determinantes antigénicos de la
PME OmpC de S. typhi 9, 12 Vi:d en el fago de fusi6n fUSE 2 para
posteriormente averiguar el papel que juega ésta en la induccién
de una respuesta inmune de protecci6én contra la Fiebre Tifoidea,
montando con ello un precedente para dilucidar a futuro las
regiones especificas del antigeno involucradas en é&ste efecto

y poder obtener una vacuna adecuada contra &sta enfermedad.

B) Explorar el alcance del sistema de fagos filamentosos de fusién
para el aislamiento de epitopos codificados en los fragmentos

de DNA clonados en ellos.
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1. Fiebre Tifoidea. Caracteristicas y uso de vacunas.

La Fiebre Tifoidea es una enfermedad infecto-contagiosa
causada por la bacteria Salmonella typhi, la cual se distingue por
ser un baclilo gramnegativo de 0.5 a 0.7 um por 1 a 3 um de
dimensién (103), con motilidad positiva por medio de flagelos
peritricos, anaerobio facultativo, resistente a bajas temperaturas
y con la capacidad de permanecer viable durante tiempos prolongados
en el agua de pozos o depdsitos. Se caracteriza como un parasito
exclusivo del hombre y es perteneciente a la tribu Salmonelleae de
la familia Enterobacteriaceae. De acuerdo a la clasificacion de
Kauffman-White, pertenece al grupo D en cuanto al antigeno O,
compartiendo con 96 especies del género Salmonella los antigenos
somdticos 9 & 12 (§. enteritidis y S. sendal), conteniendo' también
el antigeno capsular Vi y el antigeno flagelar (H) de fase I
llamado 4 (26).

Clinicamente la Fiebre Tifoidea se caracteriza por 1la
aparicién de fiebre continua, inflamacién del intestino, formacién
de fGilceras intestinales (principalmente en las placas de Peyer),
esplenomegalia - y toxemia, asfi como hepatomegalia (103). Las
bacterias ingeridas llegan al intestino delgado desde el cual
llagan a los vasos linfaticos y a continuacién pasan a la sangre
produciendo septicemia. Se transportan por medio de ella hacia
muchos 6rganos, tales como higado, vesicula biliar, médula Gsea,
bazo & rifién y pueden ser causa de meningitis © neumonia. Los

microorganismos se multiplican en el tejido linfoide intestinal y
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se excretan por el excremento, aunque debido a las leslones que
preoduce eﬁ el tracto urinario, puede aparecer en orina (41); el
periodo de incubacién por lo general es de 10 a 14 dias. Se ha
verificado que la patogenicidad de S. typhi depende de su capacidad
de permanecer viva y multiplicarse dentro de los macréfagos, de los
cuales al morir es expulsada para invadir otras &dreas. Ademés de
que los macré6fagos protegen las bacterias que estan dentro de ellos
de la accién de las defensas humorales, hacen que la accién de los

antibioticos sea mis dificil (103).

En 1886, Franklin y Simmons y en 1887, Braumer y Peiper
realizaron los primeros ensayos scbre la vacunacién contra 1la
Fiebre Tifoidea en animales de laboratorio, utilizando en los dos
casos microorganismos vivos; ésto condujo a Wrigth en Inglaterra y
a Pfeiffer y Kolle en Alemania a emplear 10 aflos despu&s, vacunas
inactivadas por calor para su inmunizacién en seres humanos (26,
104) .

Metchnikoff y Besredka en 1911 produjeron la enfermedad tipica
en chimpances, descubriendo que los animales podian ser protegidos
por los antigenos 0 6 vi (39), lo que provocd que en 1925, Besredka
propusiera el empleo de vacunas elaboradas con bacterias vivas
atenuadas administradas por via oral. su efecto se estudid en seres
humanos, en donde hubo muertes entre los vacunados, lo que provectH
su sustitucién por vacunas elaboradas con bacterias muertas (69).

En 1955, bajo los auspicios de la O.M.S., se realizaron los

primeros ensayos controlados de inmunizacién con el fin de obtener



9
informaci6n confiable acerca del valor profildctico de las vacunasj
en dichas pruebas se demostr6é su eficacia al observarse producci6n
de una respuesta inmune por medio de la detecci6n de anticuerpos
exclusivamente de tipo IgM contra el antigeno O (23). A pesar de
éste resultado, é&stas vacunas tenian el inconveniente de inducir
inmunidad de corta duracidn, requiriendo 1la aplicacién de 2
inmunizaciones posteriores (12). En consecuencia, ésto obligé a
producir otro tipo de preparaciones del microorganismo para fines
profilédcticos.

Se ha estudiado el efecto protector de 2 vacunas orales en
humanos, elaboradas a partir de bacterias muertas: una de ellas
proveniente de una cepa dependiente de estreptomicina (42) y 1la
otra de una mqtante pleiotro6pica deficiente en UDP-4-galactosa
apimerasa, que recibi6é el nombre de S. typhi Ty2la (43). Los
resultados cobtenidos con la aplicacién de la primera cepa no fueron
satisfactorfos (76), mientras que la vacuna elaborada con la cepa
mutante prob6é ser en un principio efectiva, perco desgraciadamente
en estudios posteriores ésta disminuyd enormemente debido al nimerc
de dosis administradas {135).

Al fallar los intentos de obtener efectos protectores contra
el microorganismo utilizando bacterias completas, se comenzaron a
usar fracciones celulares de la misma. Mediante diversos estudios
inmunolégicos, se demostrd que las proteinas de la envoltura
celular de S. typhimurium protegian a los ratones contra la
infeccidn en grado semejante al inducido por 1las fracciones

ribosomales obtenidas anteriormente por vaneman (85).
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En base a éstos antecedentes la regi6n polisacaridica del LPS
de 5. typhi se extrajo con el fin de probar su efecto protector; a
pesar de que los anticuerpos generados contra la molécula no fueron
protectores, resultd ser un buen inmun6égeno al inducir altos
titulos de los mismos (78, 136). Actualmente se ha comprobado que
ha pesar de gue se han encontrado pacientes con altos titulos de
anticuerpos contra los antigenos 0, Hy Vi de §. typhl (109), &sto
no guarda relacién alguna con el estado de proteccién en la
evolucisn de la enfermedad (98).

Se ha demostrado gque la envoltura celular de las bacterias
gramnegativas juééa un papel muy importante en la relaci6tn huésped-
pardsito y que los componentes superficiales de dichas bacterias,
en muchos de los casos, son los que determinan si una infeccién se
establece o no (63). En consecuencia, é&sto hizo pensar que 1los
principales antigenos de la bacteria eran las proteinas expuestas
en la superficie bacteriana.

Después de estudios encaminados a la dilucidacién de 1la
estructura y composicién de la membrana externa de bacterias gram-
negativas (86), se descubrié que su composiclén proteica era muy
simple, ya Qque existian pocas proteinas pero en cantidades eleyadas
(99) . Por estudios posteriores, Schnaitman demuestra la presencia
de 4 proteinas principales o mayores y otro grupo de 10 a i2
proteinas denominadas menores, ya gque se encontraban en menor
cantidad con respecto a las proteinas principales’ (118). Osborn y
Wu reclasificaron a las proteinas mayores en tres grupos diferentes

en base a su estructura y funcién, destacando la proteina
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modificable por el calor, la lipoproteina de Braun y las proteinas
matrices o porinas (74), demostrindose que la funciébn de é&stas
ultimas era la de formar poros de difusién pasiva permitiendo el
paso de sustancias hidrofilicas de bajo peso molecular a través de
la membrana, (74, 99) tales come azlcares, amincdcidos e iones
inorgdnicos. Asi mismo se demostré que las proteinas matrices se
encuentran fuertemente asociadas a la peptidoglicana, localizandose
en la superficile de la membrana externa, siendo resistentes a los
ataques de enzimas protecliticas y actuando como receptores de
fagos y colicinas (92).

En §. typhi, se han reportado que las PME estin involucradas
en la habilidad de la bacteria para resistir la acciédn del
complemento y la fagocitosis (2), en el atague e invasidn de las
células epiteliales (66) e intervienen en la respuesta inflamatoria
(13).

En los+ Gltimos afios, varios grupos de investigadores han
enfocado sus estudios hacia la participacién de las PME en 1la
induccitén de proteccién hacia las enfermedades producidas por las
bacterias gramnegativas.

Frash, Buchanan y Arko, fueron los primeros en investigar la
efectividad de é&stas protefnas como inmunégenos protectores en
estudios de proteccién contra Neisseria gonorrhoeae, demostréndose
que el antfgeno protector especifico estaba presente en la membrana
externa del microorganismo, evidenciando que las proteinas de dicha
membrana estaban involucradas en la proteccién (17, 18). Resultados

similares se han encontrado al efectuar estudios con PME de
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enterobacterias (1,45, 53).

Kussi y cols. encontraron que ratones inmunizados co? porinas
ocbtenidas de una cepa rugosa de §. typhimurium, fueron més
resisténtes a la salmonelogis murina al retarlos con qha cepa lisa.
Para confirmar que los anticuerpos protectores obtenidos eran
dirigidos hacia las porinas, adsorbieron el suero con las mismas y
la proteccién desapareci6 (71).

Se ha valorado la respuesta inmune humoral hacia las PME de S.
typhi en pacientes con diagnéstico clinico y bacteriolégico de
Fiebre Tifoidea, demostrandose que dichas proteinas son inmun&égenas
en el humano al encontrarse anticuerpos especificos contra ellas
(IgG e IgM), tanto en la fase aguda como en la de convalescencia,
particularmente dirigidos hacla las porinas (97).

Finalmente, Isibasi y cols. con la administracién de PME de S.
typhi 9, 12 Vi:d, indujeron proteccion del 100% en el modelo murino
cuaédo se reallzé el reto con la cepa homéloga de S. typhl Ty2 y de
S. typhimurium, demostrandose aci mismo gue la inmunidad pasiva
cruzada gque se observaba estaba dada aparentemente por 1los

anticuerpos dirigidos hacia las porinas (64).
2. Cayacterizacién y aislamiento de la PME ompcC de S. typhi

En 1980, Lee y Schnaitman realizaron una comparacién desde el
punto de vista genético de las PME de E. colil y S. typhimurium,
encoptrandoc una gran similitud entre los genes estructurales que

las codifican, incluso en su localizacidn en el mapa genético
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correspondiente (73); con ello, propusieron que éstas proteinas
derivaban de un gene ancestral comGn para las enterobacterias. Al
comparar el perfil peptidico obtenido de las porinas de E. coli y
S. typhimurium, encontraron que éstas proteinas compartian pocos
péptidos similares o idénticos entre si,. poer lo gue se propuso que
las proteinas de la membrana externa de las enterobacterias
derivaban de un gene ancestral comn, siendo el gene de las porinas
el que habia sufrido mayores modificaciones durante la evolucién
(74). .

Actualmente las PME de E. coli y S. typhimurium se han
caracterizado (92); tres genes cndif...icantes para porinas de E. coli
han sido aislados, clonados y secuenciad.us: ompC, ompF y phoE (62,
87, 100). Para el casoc de S. typhimurium cuatro porinas se han
reportado: OmpF, OmpC, OmpD y PhoE (8, 90). Las proteinas OmpF y
ompC son reguladas por la osmolaridad y temperatura del medio de .
cultivo; OmpC se expresa a alta osmolaridad (100-300 mM Nacl),
donde 1los niveles de OmpF son bajos. Las propiedades de
permeabilidad de OmpC son similares a las de OmpF, excepto en gue
forma poros mas pequefios (91).

Dos PME de S. typhi (35 y 36 KDal) se han purificado,
demostréndose que tienen efecto litico en glébulos rojos y son
capaces de producir canales de permeabilidad a los iones en
membranas artificiales (19, 72), sugiriendo que podrian estar
involucradas en la habilidad de la bacteria de penetrar células
euéariétiqas (61) .

A pesar de que se han descubierto las propiedades de éstas PME
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de 5. typhi, no se tenia informacién acerca de 1la secuencia
nucleotidica de los genes respectivoes; hasta 1983, el finico gene de
PME del género Salmonella que se hablia caracterizado era el de la
proteina no porina ompA (40), sin embargo afids m&s tarde, grupos
independientes lograron la clonacién del gene ompC de S. typhd
empleando métodos genéticos (3), de hibridacién (108) y mediante el
uso de anticuerpos antiporinas (141) para después caracterizarlo
por medio de su secuencia nucleotidica (107, 132).

Se encontrd que el gene ompC de S. typhl estd localizado en un
fragmento de 3 Kb derivado de la digestién del DNA cromosomal con
la enzima de restricciédn Bgl II; después de los experimentos de
clonacién y seleccién de recombinantes y de realizar el andlisis
electroforético de la PME de S§. typhi que se expresaba, se encontré
que la proteina OmpC migraba a 38.5 KDal y que se expresaba bajo
condiciones de alta y baja osmolaridad. Esto indicé que 1la
expresién de la proteina OmpC de S. typhi difiere de la expresitn
de la proteina andloga de E. coll y que podria ser relevante para
la bacteria en el ambiente proporcionado por su hospedero natural
{107). Se cree que &ésta proteina es un excelente candidato para
expresarse en el suero de pacientes con Fiebre Tifoidea, en base a
que la osmolaridad del suero humano es alta (0.9% a 150mM de NacCl,
equivalente a 10% de sacarosa) (94). Utilizando el gene ompC como
sonda, se encontrd reconocimiento del mismo en 17 cepas de §. typhd
de casos ¢linicos y en cepas de referencia de S. t:y'phimurium (107} .

Segin la secuencia nucleotidica obtenida del gene ompcC,

comprendido en un fragmento de 1.6Kb (Msp I - Asu II}), esta
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compuesto de 1134 pb que corresponden a 21 aminodcidos de un
péptido lider y a 377 correspondientes a la proteina madura de la
porina OmpC (378 aminodcidos en total), asi como de 3 regiones
promotoras (Pl, P2 y P3). Seg(n estudios de comparacién entre las
los genes ompC de E. coli y §. typhi, se encontrd gue existe un 92%
de homologSa en el péptido lider y un 77% en la regién de la
proteina madura a nivel de nucleétidos, mientras que a nivel de la
proteina, un 79% en la secuencia de aminodcidos de la proteina
madura, y siendo la regi6n del péptido lider idénticas para los dos
microorganismos (108). Esto parece confirmar 1la hip6tesis de
Schnaitman (74), ya que interesantemente la regién peptidica del
aminoacido 331 a 349, el cual corresponde a un segmento 4ltamente
variable entre. las porinas de E. coli OmpF, OmpC y PhoE, es

conservada entre OmpC de S. typhi y OmpC de E. coli (108).

3. Bactkeriéfagos filamentosos.

A. Estructura y caracteristicas del virién.

Los bacteritfagos o fagos filamentosos son virus infectantes
de bacterias pertenecientes al tipo F seqgun la descripcién de
Bradley (103), distinguiéndose por encontrarse ésta forma en virus
vegetales y por ser capaces de infectar cepas bacterianas
{principalmente Enterobacterias) poseedoras del factor sexual F+
{grupo Ff), siendo los virus que infectan cepas de Escherichia coli
los estudiados a nivel fisiolégico y genético. Los fagos F-
especificos més estudiados son los fagos f1, fd y M13, siendo muy

similares entre si {30, 110).



16

Segdn estudios de microscopia electrénica (Figura 1), los
fagos F-especificos se caracterizan por-ser filamentos flexibles de
estructura larga y delgada, aprox. de 890 nm de largo y de 6 a 7 nm
de diametro, distinguiéndose el genoma por ser una sola cadena
circular de DNA de 6400 nucledtidos de tamafio (80, 110) y contenido
en una estructura proteinica tubular 1llamada cdpside. Dicha
estructura esté formada por 2700 moléculas de la proteina mayor
pVIII de la cépside, asi comec por las proteinas pIII, pVI
(localizadas en uno de los extremos de la cépside), pVII y pIX
(localizadas en el extremo contrario) (125).

Los fagos filamentosos son resistentes a la accién de la
mayoria de las proteasas, tripsina y pronasa, pero su infectividad
se ve afectada por ficina, subtilisina y papaina. El viridén es
sensible al calentamiento por encima de los B80°C, al tratamiento
ultrasénico y a solventes tales como cloroformo y detergentes como
el dodecil sulfato de scdio (SDS). Asi mismo, la particula es
estable bajo condiciones extremas de pH, temperatura y sal (20).

Los estudios iniciales a nivel genético de 1los fagos
filamentosos fueron realizados por Pratt, quien colectando mutantes
&mbar y sensibles a temperatura las clasificé por analisis estandar
de complementacién en 8 grupos, distinguiende gran variedad de
regiones con las cuales identificé la existencia de varios genes
{tales como la mutante letal condicional am8Hl que representaba al
gene VIII) responsables de la codificacién de varias protelnas
existentes en el virién (105,106). Afios mas tarde, mediante el

desarrollo de técnicas de secuenciacién para DNA (117), fue posible



FIGURA 1. MICROGRAFIA ELECTRONICA DEL FAGO f£d.
completos en los cuales se observa el complejo de
sexual bacteriano. C y D. Detalle del complejo

Aspecto del viridn después del tratatamiento con
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A y B. Viriones
adsorcién al pelo
de adsorcién. E.

subtilisina (20).
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obtener la secuencia completa de su genoma, descubriéndose que el
DNA de los fagos M13 y fl estén constituides por 6407 nucleétidos,
mientras que el del fago fd se compone de 6408 nucleétidos' (10, 11,
131), Hill y Petersen (58) encontraron que la secuencia del fago f1
difiere en 52 nucleétidos con la respectiva del fago M13 y en 186
nuclestidos con la del fago fd, lo gque representa un 98% de
similitud entre las 3 seciencias (11) y con lo cual hace suponer
que los 3 fagos se han derivado de un antecesor comin (58); asi
mismo el porcentaje del uso de los mismos codones es muy similar.
A pesar de que la secuencia de la proteina mayor de la cdpside ha
mostrado ser casi la misma para los tres virus (a excepcién de un
aminodcido), estos pueden distinguirse entre si a través de
procedimientos serolégices (115).

Durante el ciclo reproductivo, despu&és de su entrada a la
bacteria, los fagos filamentosos pueden producir progenie 10 min.
después de la infeccién bajo condiciones ideales, pero se puede
llegar a alcanzar equilibrio en la produccién de particulas 30 min.
después y permanecer comeo pardsitos persistentes durante muchas
generaciones. Pratt y col observaron gue la infeccién de células
con mutantes del fago fueron usualmente letales para la bacteria,
observandose excepciones cuando las mutaciones se encontraban a
nivel del gene II, en las cuales se observaba una baja produccibdn
de todas las proteinas «codificadas por el genoma. Estas
observaciones sugirieron que un balance en ef crecimiento Y
generacién de nuevas particulas del fago era necesario para la

supervivencia de la bacteria. Asi mismo, partiendo del hecho que la
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infeccién del fago hacia la bacteria continua indefinidamente y que
las células infectadas continuan creciendo y dividi&ndose, la
sintesis del DNA viral debia continuar al mismo nivel que al inicie
de la infeccién. éor otro lado, se ha encontrado que la frecuencia
de recombinacién entre particulas infecciocsas de éste tipo de virus

_es muy baja en comparacién con la frecuencia observada (1-5%) en
particulas de fago del doble de tamafio (20).

Actualmente se sabe que debido a la alta multiplicidad de la
progenie generada por estos virus, se producen particulas
defectuosas o mutantes interferentes (DI) que son acumulables (51,
57). La presencia de éste tipo de particulas se manifiesta de tres
formas: el titulo de las particulas infecciosas producidas en un
ensayo disminuye notablemente, las particulas defectuosas se
acumulan en grandes cantidades (detectables en ensayos de
microscopia electrénica, electroforesis de las particulas completas
o en gradientes de sacarosa) y finalmente las placas producidas
tienen una peculiar apariencia (60). Las particulas DI o
"minifagos" contienen un DNA circular mucho més pequefio que el
normal, lo que muestra que é&ste ha sufrido una gran delecién de
material genético, produciendoc en consecuencia gran cantidad de
particulas no infecciosas.

A pesar de que "estados de acarreamiento" de fagos ha sido
reportado, ninguno de los bacteri6fagos filamentosos F-especificos
producen estados de lisogenia verdaderos, aun a pesar de gue bajos
niveles de particulas infecciosas han sido aislados a partir de

bacterias que aparentemente no han sido infectadas (20).
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El material genético de los fagos filamentosos codifica para

10 protefinas codificadas por 10 genes respectivamente, de los
.cuales 5 codifican para protelnas estructurales del Virié%, 3 para
proteinas necesarias en la sintesis del DNA del fago y 2 para
proteinas involucradas en el ensamble del virién (20). Asi mismo,
se localiza una regi6én la cual no codifica para estructuras
proteicas, observada por primera vez por Vovis (133), pero que
contiene sefiales de iniciaci6n y sintesis de ambas cadenas de DNA
durante el proceso de replicacién, de iniciacién en la formacién de
la capside y finalmente en la terminacién de la sintesis del RNAm
(11) . En éste tipo de fagos, el DNA ocupa en cierto modo mis del
voldmen central del virién, como ocurre con el fago f1 (20).
Finalmente, se han definido dos operones en éste tipo de fagos, uno
de ellos formado por los genes V, VII y IX (i23) y el otro por los

genes III, VI y I (106).

El mapa gen&tico del gencma de estos fagos ha sido descrito
por varios investigadores (fiqura 2); los genes descritos fueron
ordenados por Lyons Yy Zinder (79) y mapeados mediante las proteinas
conocidas al someter lisados de células infectadas a electroforesis
{54) O por andlisis del producto in vitro de la reaccién de
sintesis de proteinas dirjigida por DNA's de fagos mutantes o de

cepas silvestres (68, 88).
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FIGURA 2. MAPA GENETICO DEL GENOMA DE LOB FAGOS Ff. La figura
representa la molécula de doble cadena RF linealizada después de su
digestién con 1la enzima Hpa I. La posicién de los nlmeros
corresponden al sistema de Beck y Zink (11), siendo la posicién 1
la primera base después del sitio de rompimiento Hpa I, Los
transcritos encontrados in vivo son representados en lineas,
representando el punto la iniciacién de la transcripeci6n y la barra

vertical su terminacién (125).
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B. ciclo vital.

El ciclo replicativo de los bacteriéfagos filamentosos es muy
particular, distinguiéndose de la mayoria de los fagos liticos o
lisogénicos por su capacidad de reproducirse dentro de la bacteria
huésped sin producir un efecto de 1isis o muerte bacteriana. Dentro
del mismo se distinguen diversas etapas:

- Adsorcién. Los fagos F-especificos requieren de la
presencia del pelo sexual para ser adsorbido y asi poder adherirse
a la punta de ésta proteina. La adsorcién es dependiente de una
fuente de energlia de la cé&lula y puede ocurrir a 0° 6 en presencia
de inhibidores del proceso respiratorjo (80). Este proceso es
llevado a cabo por la proteina codificada por el gene III, la cual
forma una estructura de adsorcién localizada en uno de los extremos
del virién (ver figura 1c) junto con la proteina pvI, siendo la
funcién de ésta ultima desconocida en el fenémenc de adsorcién. Se
han propuesto varios modelos para explicar la entrada del material
genético del fago a la bacteria, tales como la conduccién del DNA
del fago a través del pelo sexual hasta entrar al citoplasma de la
bacteria (16), la retracciéon del pelo sexual durante é&ste periodo
conduciendo a la particula infecciosa a la superficie de la célula
(80) y ciclos de retraccién y relajacién del pelo sexual durante
éste periodo. Sin embargo, no existen evidencias contundentes sobre
éstos modelos.

- Entrada. Una vez que el virién ha atacado a la célula,
comienza la fase de eclipse en la cual, parte de las proteinas de

la capside se desorganizan liberando parcialmente el DNA y
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FIGURA 3. CICLO INFECCIOSO DE LOS FAGOS Ff. Los viriones madurocs no
han sido dibujados a escala con el fin de enfatizar 1la
estequiometria y localizacién de las proteinas menores. Se sabe que
la secuencia sefial morfogenética mos est& localizada en el extrewmo
pVII/pIX del virién. La localizacidn de las proteinas pvI, pVII y
pIX, los detalles de la estructura del sitio de penetracién del
virién, la existencia de un complejo especifico en el sitio de
salida del mismo y la funcién de la proteina pX en la replicacién,

son detalles no <comprobados (125).
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haciéndose con ello susceptible de un ataque nucleolitico. Se ha
demostrado que la entrada del virion a la bacteria estd supeditada
a la presencia de tres receptores proteicos para éolicinas
codificados por los genes tolQ, tolR y tolA, y que a la entrada del
viriéon a 1la célula, el 50 al 60% de la proteina mayor de la capside
llega a asociarse c¢on la membrana interna de la célula infectada,
llegindose a recuperar el 55% de la misma en el momento de la
salida de la progenie (20).

- Replicaciép del DNA. El mecanismo de replicaclién para los
fagos F-especificos es poco usual en comparacién con les medelos
conocidos de replicacién. Este proceso ocurre en 3} fases, las
cuales involucran la participacién de la regién IG.

- la. fase. Esta comienza con la sintesis de la cadena
complementaria del DNA durante el proceso de entrada. En é&ste
pericdo s6lamente proteinas de la bacteria, tales como SSB, DNA
polimerasa III, RNA polimerasa, DMA ligasa y DNA polimerasa I, son
requeridas para esta sintesis, la cual inieia con la unién de un
“primer" de RNA de 30 nucle6tidos cerca de la base del loop C
(figura 4); posteriormente la holoenzima DNA polimerasa IITI
comienza la sintesis del DNA para finalmente ser removido el
“primer" de su sitio y originarse una mella (nick). La molécula
covalentemente circular relajada originada es 1llamada DNA RF IV, el
cual es convertido en DNA RF I (superenrrollado) por la DNA girasa
(20) . As! mismo durante éste periodo, las moléculas RF sirven como
plantilla (templado) para la sintesis de RNAm, los cuales codifican

para las proteinas pl a pX del fago.
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~ 2a. fase. Esta consiste en la produccién de numerosas
moléculas hijas de DNA RF (cientos por célula 10 min. después de la
infeccién), iniciindose la sintesis en el lugar de la mella en el
DNA, originada durante la la. fase, por medic del mecanismo del
“gircule rodante'. Algunos aspectos de é&ste proceso involucran
s6lamente la participacién de las proteinas pII y pX del fago y
gran cantidad de enzimas de la bacteria (20).

- 3a. fase. Esta fase resulta en la produccién de grandes
cantidades de DNA circular de una sola cadena, susceptibles de ser
empacados para producir viriones maduros. Esta comienza con 1la
acumulacién elevada en la bacteria de la proteina pV codificada por
el fago. En este estadio, la gran mayoria de las cadenas =sencillas
de DNA generadas no funclonan como templados, sino que estéan
destinadas a la formacién de complejos muy largos y delgados con la
proteina pv, parecideos a la particula infecclosa, formande los
precursores* intracelulares de la progenie de los viriones; asi
mismo, la sintesis del DNA RF del fago decrece importantemente a
solo un par de copias por célula (20, 125).

- Morfogénesis. Los fagos filamentosos son los Gnicos virus de
bacterias de los que se tiene conocimiento que su mecanismo de |
morfogénesis es disperso, ya que no existen particulas infecciosas
dentro de la célula, ensamblidndose éstas dentro de la membrana
interna de la bacteria y saliendo de ella sin provecar cambios
importantes en su estructura y funcién y por lo tanto, sin afectar
su viabilidad. Esta fase comienza con la formacién del complejo

DNA-pV al unirse por cada 3 O 5 nuclebtidos en el DNA, una molécula
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de la protefna pV, formando una estructura parecida a la de la
particula infecciosa. Se ha descublerto que cada complejo formado,
en adicién a las 1300 a 1600 moléculas de la proteina pV, contiene
de 1 a 3 moléculas de la proteina SSB de E. coli y una proteina de
11000 Dal gue no es codificada por el propio bacteri6fago (49). La
orientacién del DNA en el viriéon es dirigida por un gran "loop"
llamade mos, el cual esta localizado en la regién IG del DNA del
fago (figura 3) y en el extremo del virién formadeo por las
proteinas pVII y pIX (125), siendo éste extremo el ultimo en entrar
a la célula durante la infeccién y el primero en salir de 1la
bacteria durante la morfogénesis. El ensamble del virién ocurxe en
zonas de adhesién de la membrana llamadas "placas de Bayer", sitios
en los cualesAla membrana interna y externa de la bacteria se
encuentran cercanos (9); se ha reportado que éstos sitios se
incrementan en células infectadas por el fago fl, lo cual sugiere
que la asociacifn de é&stos con el ensamble de los fagos
filamentosos es funcional. Con ella, los fagos son ensamblados en
la cipside y directamente liberados hacia el exterior sin pasar por
el periplasma (77). El ensamble de las particulas requiere de las
proteinas menores de la cdpside pVIII, pVII y pIX (figura 3), de la
participacién de las proteinas pI y plV no estructurales del fago
y de gran cantidad de funciones de la bacteria que aun no han sido
identificadas (113, 114). Las proteinas de 1la céapside son
sintetizadas como moléculas precursoras con 23 residuos de
aminoicidos extra, leocalizados en el extremo amino terminal y que

constituyen el "pé&ptido sefal", el cual debido a sus propiedades
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hidrofébicas causan la insercién de la proteina en la membrana
celular; posteriormente, durante o después de la inser.cién, el
péptido sefial es- separado de la proteina precursora por una enzima
peptidasa. Después de la formacién del complejo DNA-pV, éste es
transportade a través de la membrana celular donde las proteinas de
la capside insertadas en ella junto con la proteina fip de 1la
bacteria, desplazan la proteina pV del DNA para integrarse
finalmente al mismo y formar la cépside; a pesar de éste proceso,
algunas moléculas de DNA son expulsadas al exterior de la bacteria
sin ninguna cubierta (20).

Las bacterias infectadas no son lisadas por la produccién de
particulas infecciosas del fago, incluso continuan con su
crecimiento, el cual es sumamente mas lento en comparacién con
células que no han sido infectadas; esto explica el porgque éste
tipo de fagos forma placas turbias, a diferencia de fagos liticos

gque generan placas claras.
4. Uso de los fagos filamentosos come vectores de clonacién.

La primera evidencia de que los fagos filamentosos podrian
usarse como vectores de clonacién, derivé de la observacién de que
mutantes por delecién de éstos fagos se acumulaban Burante su
propagacién, y gue el tamafio del virién mutante estaba en
proporcién directa con el tamafo de la mutacién E;ue contenfa, va
fuera por efecto de delecién o por insercién (37, 38, 51).

Todos los genes de los fagos filamentosos son escenciales, sin
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embargo existe una regién de aprox. 500 nucleétidos localizada
entre los genes II y IV en la cual segmentos de DNA pueden ser
insertados, Esta regién no codificante (IG) es indispensable, por
lo tanto la insercién de segmentos extrafios de DNA en ella puede
afectar en forma importante la replicacién del genoma del fago
(figura 2). Afortunadamente los fagos gque contienen secuencias
extrafias a su genoma en ésta regidén, acumulan mutaciones en los
genes II o V que llegan a compensar los cambios provocados en la
replicacién (34). Actualmente todos los vectores de uso comdn
contienen éstas mutaciones.

Ya que el DNA de cadena sencilla no es sustrato para la gran
mayoria de enzimas de restriccién y ligasas, los segmentos de doble
cadena de DNA's'extraﬂos son insertados en la forma RF del DNA del
fago. Esta forma (DNA circular de doble cadena) puede ser
facilmente purificada de bacterias infectadas, manipulada en 1la
misma forma‘:que una entidad plasmidica y reintroducida a célqlas
competentes por procedimientos estandar. Asi mismo, &ste tipo de
moléculas puede generar particulas de fago que contienen sélamente
una de las dos cadenas del DNA extrafo; de hecho, la Gnica cadena
de DNA que se ensambla en forma de virién es la cadena codificante
(cadena +) (116).

Una de las ventajas de éste tipo de vectores, es su alta
capacidad de propagacién (10'? UFP/ml) y la alta seguridad de que
el DNA insertade se encuentra en una forma conveniente de
aislamiento (virién). Asi mismo estos vectores han sido utilizados

para la determinacién de secuencias nuclectidicas de gran variedad
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de aislamientos primarios y para llevar a cabo experimentos de
mutagénesis dirigida, Las particulas recombinantes del fago pueden
ser separadas del resto de componentes celulares bacterianos por
‘simple centrifugacién o por precipitacién con polietilenglicol, lo
que permite un gran enriquecimiento de las secuencias de interés y
efectiva purificacion de las particulas infecciosas en comparacidn

de otros métodos (125).

A. Vectores derivados del fago M13,

Estos vectores fueron desarrcllados por Messing y col. (82)
introduciendo un segmento de DNA codificante para sefales
regulatorias y para los primeros 146 aminoidcidos del gene lacZ de
E. coll, (enzima beta-galactosidasa), en la regi6n comprendida
entre los genes II y IV del DNA del fago M13, dando origen al
vector M13mpl y con ello a la serie mp. Las clonas recombinantes se
identificaban por medio de la formacién de placas incoloras en
presencia de IPTG y del cromégeno X-gal, a diferencia de las no
recombinantes que desarrollaban placas de color azul (52).

A ';_7'esar que el fragmento del operdén de lac de E. coli
localizado en la regién IG del vector Mi3mpl contenia sitios de
clonacién muy dtiles, Messing y col. utilizaron la mutagénesis
dirigida en la regién de lacZ con el fin de construir una serie de
vectores derivados del M13mpl, generande miltiples sitios de
clonacién (83, 84).

Este tipo de vectores han sido utilizados desde entonces,

siendo actualmente los maAs comunes dentro de la serie mp, los
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'vectores ﬁthple y ﬁlJmplQ (figufé‘s), los cuales - contienen 13
diferentes 'sitios tnicos’ der‘clondciﬁn y de los gue se na

ﬁeterminado su secuencia nucleotidica (138). Una de sus desventajas

mas importantes es la generacién de deleciones de una parte del

fragmento de DNA clonado cuando se sobrepasa el tiempe de

incubacién para la propagacién del bacteriofago, ya que bajo éstas

condiciones el inserto es inestable (116).

Los fragmentos utilizados en la construccién de la serie mp de
los vectores del fago M13 han sido también insertados en un
plasmido mutante derivado del pldsmido pBR322, creando una familia

lde vectores plasmidicos lilamados pUC (138) los cuales contienen los
mismos sitios de clenacién que la serie mp, con la caracteristica

adicional de contener una regién codificante para Amp'.

B. Vectores derivados del fago fd.

Se ha descrito la gencracién de vectores de clonacién en fagos
filamentosos capaées de proporcionar resistencia a ciertos
antibi6ticos cuando estos infectan cepas bacterianas, con lo cual
la bacteria adquiere la propiedad de crecer bajo presién selectiva
(125).

Vovis y Ohsumi aislaron particulas transductantes gque
conferian resistencia a Tc, después de inducir la infeccién de una
cepa de E. coli F' que contenia el plismido no conjugativo pSC101
(que confiere resistencia a Tc¢) con el fago fl. Esto provocé la
recombinacién entre estas dos entidades extracromosomales dando

como resultado la generacién de particulas llamadas Vo-1 y VO-2,
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las cuales fueron caracterizadas extensivamente, localiz&ndose los
sitios en donde el genoma del plasmido se habia insertado en la
regién IG y el gene VIII (134)., Posteriormente Herrmann en 1978,
menciona gque unavvez que un transposén ha sido insertado en la
secuencia de un fago, como aprox. sucedi6é con el experimento de
Vovis, podria ser que é&sta insercién provocara la aparicidn de gran
cantidad de gitios de ¢lonacién donde podrian insertarse secuencias
de interés, aunque se ha demostrado que el transposén es inestable
por si mismo y que podria perderse en un momento determinado (56).
A pesar de la observacién anterior, se continuaron con
investigaciones encaminadas a obtener particulas de fagos que.
confirieran resistencia a algun antibi6tico en forma estable.

Nogura y Takanami obtuvieron transductantes del fage fd que
conferian resistencia a Kan de la wmisma forma que Vovis, pero
utilizando bacterias que contenian el plasmido pML21; selecionaron
los transductantes que poseian un segmento de aprox. 3100 pb para
andlisis déndose cuenta gue los sitios de insercién para cada fago
eran diferentes, lo que sugirié que el segmento se comportaba como
un transpdsén (96). Estudios in vivo llevados a cabko con el
transposén Tn5- (Kanf) y el fago fd, demostraron gque éste filtimo
adquiria la capacidad de conferir resistencia a dicho antibiético
con su infeccién a alguna cepa bacteriana. Se observd gue el tamafio
del DRA del fago aumentaba en un 80% cuando el transposébn se
insertaba integramente y se demostré que en fagos no defectuosos,
los sitios de integracién del transposén se encontraban en 1la

regléon IG (55).
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Zacher, mediante la insercién de un fragmento de 2.8 Kb de la
digestién del transposén TniO (codificante para Tc") con la enzima
Bgl II an el fago fd, obtuvoe un fago hibrido que conferia
resistencia a tetraciclina a las células infectadas por el mismo,
dando como resultado la aparicién de colonias resistentes a la
accién del antibiético; dicha construccién fue llamada fago "fd-
tat" (140). Se descubrié también que &ste vector podia ser
propagado en forma semejante a un plismido independientemente de la
funcién del fago, y que los fragmentos inaertados en ei sitio de
clonacién (Bam HI en el gene III) podian ser de diversos tamafios
(2.5 a 6 Kb}, Mediante la localizacién del éegmento del transposén
insertado en el DNA del fago fd, y la determinaci6tn del mapa de
rastricci6n caracteristico del fago fd-tet (figura 6), aunado al
no. de particulas gqua se obtenian en comparacién con otros
vactores, se llegé a la conclusiotn de que el fago fd-tet era
defectuoso en la sintesis de DNA en el proceso de replicacién,
produciaendo aprox. 10 coplas del fago por cada célula infectada en
fasa estacjonaria (126). Esta caracteristica fue ventajosa, en el
sentido de disminuir al minimo la cantidad de mutantes espontaneos
generados por pérdida de DNA durante el proceso de amplificacién de
viriones (116).

Al igual que Zacher, para construcciones posteriores se
utilizaron fragmentos de plasmidos obtenidos por su digestién con
enzimas de restriceién, dando origen a vectores que conferian
resistencia a diversos antibiétices (Tabla 2).

Actualmente se disponen de diversos vectores de éste tipo y
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que incluso dieron origen a los fagos filamentosos de fusién.

S. Fagos filamentosos de fusifn y su aplicacién en el
an&lisis de determinantes antigénicos (epltopos)

da proteinas.

A principios de la década de los 80's comenzaron a hacerse
estudios acerca de la importancia gque tenian las proteinas
capsidicas de los fagos filamentosos en el ensamble de los mismos,
y del aprovechamiento de éstas en el diseilo de nuevos vectores
involucrados en la expresién de proteinas.

En 1981 se reportd la construccién del vector de clonacién
rEN16, que parecia tener grandes ventajas en la clonacién de
segmentos de DNA de interés de tamafio considerable, ya que se
habian obtenido rendimientos muy favorables de transformantes
cuando se introducian en éste vector segmentos de un tamafio de 6.67
a 9.46 Kb, algo gue no se habia logrado anteriormente con otros
vectores., Las caracteristicas mis importantes de é&ste vector aran
la baja capacidad de infeccién que poseifa, a pesar de ser un vector
derivado del fago filamentoso fd-tet (10® veces menos) (140), la
conservacibén de las funciones necesarias para el ensamble del
virién, y mas importdntemente, la relacién que poseia la delecién
realizada en el gene III (507 pb) con el fin de introducir un sitio
de clonacién adecuado, con el proceso de infeccién (93). Estos
resultados provocaroen la realizacién de investigaciones

subsecuentes enfocadas al estudio del papel que jugaba el gene IIT
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en el ecicle vital del fago.

Anteriormente se habia caracterizado a la pr&teina PIXII como
una proteina menor de la cédpside, codificada por el gene III, y
localizada en uno de los extremos del virién (105). Actualmente se
sabe gue el gene III codifica para una proteina de 406 aminocdcidos
de aprox. 42,000 daltons de peSo molecular, sintetizada con un
péptido sefial de 18 aminodcidos (47), siendo requerida para la
terminacién y estabilizacién del virién en el ensamble del mismo,
y sUmamente importante y escencial para el proceso de infeccién a
la bacteria. La proteina forma una protuberancia en unoc de los
extremos del fago {(figura 1c), la cual por accién de subtilisina,
puede ser removida produciendo una particula no infecciosa e
inhibiéndose por é&ste éfecto, la unién del fago al pelo sexual de
la bacteria (50). La proteina contiene dos dominios ricos en
glicina, los cuales consisten en varias repeticiones de 1la
secuencia glu gly gly gly mer consideradas como responsables de
gran parte de la capacidad infecciosa del fago (15).

Nelson, en estudios realizados con el vector fKN16 y con la
mutante fCA55 del fage fd-tet con el uso de anticuerpos anti-pIII,
llegé a la conclusién de que existfan dos dominios importantes en
la morfogénesis del virién: el dominio C-terminal (carboxiterminal)
involucrado en el ensamble normal del virién, dando como resultado
la conservacién del tamafic normal del mismo, y el dominio N-
terminal (aminoterminal), responsable del proceso de adsorcién de
la particula infecciosa a la célula huésped. Estas observaciones

demostraron que &éstos dominios actuaban de forma independiente uno
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de otro, ya gque é&stas mutantes (en la regién del dominio N-
terminal) podian ensamblarse como particulas normales de fago pero
con ‘la caracteristica de haber perdideo su capacidad infecciosa
(24).

Actualmente se sabe que el dominio N-terminal de la proteina
pIII, confiere a la céluyla infectada cambios impotﬁantes en su
membrana, incluyendo incrementada sensibilidad al desoxicolato,
incrementada tolerancia a las colicinas y pérdida del pelo sexual; .
ésta Gltima propiedad previene la superinfecci6n de la bacteria por
otros fagos Ff 6 especificos para cepas masculiinas. Asi mismo, el
dominio C-terminal consta de 23 amino&cidos hidrofébicos que sirven
como un ancla a la membrana para sujetar la proteina en la membrana
interna de la bacteria infectada con el fin de ensamblarse
posteriormente al virién durante el proceso de ensamble (14).

los resultados obtenidos por Nelson, conyevaron a 1la
observacién inmediata de que posiblemente aminodcidos extrafios a la
seocuencia original de la proteina pIII, podrian insertarse entre
los dos dominios sin abolicion de la capacidad infecciesa y sin
alteracién del proceso de morfogénesis (125). En 1985 se report6 la
comprobacién experimental de éstas abservaciones al obtener clonas
recombinantes del fago filamentoso fl a la endoucleasa de la enzima
de restriccién EcoRI, después de insertar un fragmento de 171 pb
del gene de é&sta enzima entra las regiones codificantes del gene
III para los dos dominios, comprobando posteriormente la expresién
de la proteina de "fusidn" generada en la superficie del virién por

su reconocimiento inmunolégico con anticuerpos antiendonucleasa



39
EcoRI. La expresién de la proteina extrafia como protefina de
"fusién", se aprovechd para enriguecer mas de 1000 veces las clonas
recombinantes sobre los fagos ordinarios por medio del usco de
anticuerpos especificos, otorgando con ello una ventaja enorme en
el aislamiento y caracterizaciébn eficaces, tanto del gene de
interés, como de la proteina codificada por el mismo. Debido a
éstas caracteristicas, ésta construccidén fue denominada “fago de
fusién" (124).

Las expectativas del uso de estos vectores como vehiculos
adecuados para el aislamiento de genes de interés fueron alcanzadas
por de la Cruz y col. al clonar secuencias de un epitopo repetitivo
del circunesporozoito de Plasmodium falciparum (NANP) que
anterijormente habia sido probado come un inmunégeno protector en
modelos animales (59), entre los dos dominios de la proteina del
gene III del fago f1. Los fagos de fusién resultantes (fPfl1 a
fPr12) fueron utilizados posteriormente para inmunizar modelos
animales (conejos y ratones) junto con adyuvante de Freund,
detectdndose la estimulacién de una respuesta inmune en ellos al
observarse la produccién respectiva de anticuerpos en contra de la
proteina recombinante, encentrdndese incluso, que los titulos de
éstos después de la inmunizacién con fagos recombinantes, era
comparable o algunas veces superior al obtenido después de la
inoculacién con péptidos conjugados de la misma secuencia. As{
mismo, se podian obtener grandes cantidades de antfigeno sin
sofisticados procedimientos de purificacién, y comparapndo el

proceso de obtencién de proteinas sintéticas o de proteinas
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recombinantes bacterianas, el producto podia ser purificado a un
costo minimo (28).

A partir de estos resultados, se desencadenparon una serie de
investigaciones encaminadas al perfeccionamientc de los vectores
para la producién de fagos de fusién. Una de las primeras
construcciones reportadas, fueron los vaectores fUSE, los cuales se
caracterizaron por trasladar el sitio de clonacién de entre los dos
dominios de la proteina pIII, a 2-3 amincfcidos debajo del extremo
N-terminal cerca del sitio de prote6lisis del péptido sefal, con lo
cual la mayoria de la secuencia del gene IIT era ininterrumpida por
los insertos, reduciendo los efectos de los mismos en la funcién de
la proteina pIII y expresandose en la parte mis expuesta de ésta
(101, 119, 121). Estos vectores derivados del fago rd-tet (figura
7), aunado a su propagacién como un plismido en medio de cultivo
conteniendo Tc, son saleccionables por anticuerpos especificos
conservando clonas raras gque son recoenocidas por anticuerpos de una
vasta libreria de determinantes antigénicos, a comparacién del
vector de expresién lambda gtll en el que algunas clonas se perdfan
y, en muchas ocasiones, el tamafio del banco obtenido representaba. ®
grandes preoblemas en el aislamiento de las clonas de interés (139).
Estos vectores, que al igual gue su antecesor no provocaban la
muerte bacteriana durante su morfogénesis (126), fueron probados
con insertos de un tamafio de 20 a 335 pb (promotor RNA polimerasa
fago T,, gene lacZ, y el insertoc NANP) resultando en la expresién
de éstos cuando restablecian la fase de lectura adecuada del gene

III (contituyendo el banco del fagb), provocando consecuentemente
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gque 1os insertos que fallaban en éste efecte eran no productivos,
correspondiendo a la obtencién de fagos no infecciosos.

Junto con el desarrollo de estos vectores, fue introducido un
procedimiento para la purificacién por afinidad de los fagos de
interés; en éste, el banco obtenido era hecho reaccionar con
anticuarpos biotinades dirigidos contra el producto del gene’
clonado, para posteriormente ser atrapado el complejo antigeno-
anticuerpo an un sopolta conteniendo estreptavidina, purificandose
asi la clona de inter8s en su forma infecciosa. Este procedimiento,
llamado '“biopanning" (119}, explota la fuerte unién biotina~
estreptavidina para incrementar la obtencién en la eficiencia de
clonas, reduciendo el requerimiento en la cantidad de anticuerpos
comparado con el procedimiento de purificacién de Smith (124).
Mediante este m&todo pudieron aislarse las clonas obtenidas de una
mezcla conteniendo un exceso de 10® TU de fagos sin ningGn inserto,
obteniendo mediante posterior amplificacién y nueva seleccién de
8stas, un enriquecimiento hasta de 10° en el nimero de particulas
infecciosas de interés., Asi mismo, ésta seleccién por afinidad
resultd ser mucho mas féacil y efectiva que el aislamiento y
an&lisis de numerosas clonas por procedimientos clésicos.

Todos estos resultados desencadenaron en la aplicacién
inmediata de los fagos de fusién comc posibles vehiculos para
proteinas de interés inmunoclégico y sobre todo, en el estudio de
regiones epitépicas derivadas de proteinas de interés.

A pesar de los adelantos en la determinaci6n de la funcién de

gran cantidad de moléculas, el estudio de la antigenicidad de las
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proteinas se ve dificultado por el tamafio y la complejidad de las
mismas; actualmenté se sabe gque las bhases estructurales de la
antigenicidad de las proteinas estd basada en la influencia de la
posicién espacial de determinados amino&cidos, y en aquellos casos
en 1os gue se conoce completamente la estructura de la proteina, se
han podido 1localizar con precisién regiones reconocidas por
anticuerpos especificos, 1llamadas determinantes antigénicos o
epitopos (6). lLos epitopos de proteinas antigénicas han s=ido
clasificados en continuoes (secuenciales) y discontinuos
(conformacicnales); los continuos, compuestos de residuos,
inmediatamente cercanos entre si en la secuencia polipeptidica,
mientras que los discontinuos formados de residuos distantes en la
misma pero adyacentes en superficie proteinica (conformacién
espacial del epitopo) (12). Con el fin de identificar éstas
regiones se han desarrollado gran cantidad de metodologias, pero la
tecnologia existente ha tenido gran cantidad de limitaciones
pricticas.

A través de estudios realizados por medio de sintesis de
mezclas de péptidos y de ensayos inmunolégicos en los que se probd
la capacidad de éstos de unir anticuerpos dirigidos en contra de
determinados antigenos proteicos, se encontraron péptidos que
imitaban a epitopos discontinuos determinados anteriormente en el
antigeno original. A estas secuencias se les llamo "mimotopos", ya
que imitaban al determinante antigénico original de tal forma que
podian ser reconocidos por el anticuerpo especifico correspondiente

(44) .
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Basados en los resultados anteriores y en la observacién de
que los determinantes antigénicos de proteinas corresponden a
estructuras de 16 a 20 aa. (112), Scott y Smith reportaron la
creacién de -un "banco de epitopos" en el fago de fusién fUSE 5
mediante la clonacifn de oligonuclestidos degenerados de 33 pb con
la secuencia Asp Gly Ala (NNK), Gly Ala Ala dly Ala (donde N = G,
A, T, Cy K =G, T), conteniendo una mezcla de fagos de fusién que
expresakan 4 X 10’ diferentes péptidos, aislandose clonas mediante
el usc de dos anticuerpos monoclonales especificos para el
determinante antigénico Asp Phe Leu Qlu Lys Xleu de la proteina
miochemeritrina (MHr) (119). El1 andlisis de algunas clonas
resultantes, mostr® gue los péptidos cbtenidos eran marcadamente
similares al epitopo natural; esto llev6 a la observacién, junto
con las consideraclones de Geysen (44), que en algunos casos
apitopos discontinuos podian ser imitades por pé&ptidos cortos y que
similarmente podia ser posible imitar determinantes antigénicos en
hormonas, citocinas, virus y otros ligandos que especificamente se
unen a receptores u otras proteinas (sustratos enzimaticos). Asi
mismo, el banco epitdpico creado, podia ser de utilidad en el mapeo
de epitopos continuos y aun en la identificacién de epitopos
discontinuos en protefnas de conocida estructura tridimensional;
m&S aun, con el uso de la purificacién por afinidad con suero de
pacientes infectados con virus, paradsitos o bacterias, podrian
identificarse péptidos que distinguieran entre una y otra cepa o
bien, servir como inmunégencs protectores (vacunas) (28).

Otras construcciones similares, comprobaron 'la utilidad de
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éste tipo de tecnologia en la creacién de bancos de epitopos;
Ccwirla reportd la creacién de un banco de epitopos de hexapéptidos
N-terminales mediante la clonacion en el vector fAFF1 (Tabla 1I) de
oligonucleétidos degenerados, tal como en el caso anterior, con el
fin de aislar p&ptidos semejantes a un determinante antigénico N-
terminal continuo de 4 ami'naﬁcidos de la beta-endorfina, mostrando
con ello que los ligandos pueden ser identificados a pesar de no
tenerse informacién concerniente a la especificidad del anticuerpo,
Y que es posible imitar proteinas de interés inmunolégico con
péptidos no relacionados (25). Andlogamente otra construccioén
realizada en el vector M13LF67, derivado del fago M13mpl9 (Tabla
I), fue utilizada para buscar péptidos que pudieran unirse a
astreptavidina, logridndose aislar nueve diferentes péptidos de los
que no se tenia conocimientc gue se uniesen a éste compuesto,
inhibiéndose su unién al adicionar biotina; con &stos resultados se
verificé la eficiencia del sistema en 1la determinacién de
secuencias peptidicas imitadoras de ligandos no peptidicos (32).

Asi mismo, la utilidad de este sistema en el aislamiento de
spltopos de proteinas de interés se ha visto con la creaciédn de un
banco epitépico en el fago de fusién fUSE 1 de las proteinas Gag
P17 vy p24 del virus HIV, aislandose diversas clonas mediante el uso
de anticuerpos monoclonales y revelandose en ellas la presencia de
una proteina de 65 KDal mediante Western blot (130).

En los (ltimos aflos los fagos filamentosos han sido utilizados
principalmente para el estudioc de regiones peptidicas de interés

inmunolégico, pero reciéntemente se ha reportado su uso como
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Vector Lac* [:1+] M8 Detecaidn

Ff£ silvestre Aval Placa
M13mpl18,19 si EcoRI Ambos
fd-tet HindIIX Te Colonia
LKN1E, fBH16 BamHY Tc Colonia
fam-tet BamHI Te Colonia
£dil EcoRI Placa
£d 101 PstI Ap colonia
f£fd 103 PatI Ap,Cm Colonia
£d 104 Xhol Kan Colonia
£a 106 Smal aAp,Cm Colonia
Mi3bla Pstl Ap Colonia
Mlibla/cat EcoRI Ap,Cm Colonia ~
fUSE 1,2,3,5 PBXS Tc Colonia
M13LP67 83 KpnI Placa
£d-CAT1 PstI, Xhol Te Colonia
fAFF1 BstX1 TC Colonia

TABLA I. CARACTERISTICAS DE ALGUNOS VECTORES Pf. Lac®: puede
ser detectado por esta caracteristica; SC: sitios de clonacién; p:
PvuII, B: BglII, X: XhoI, S: SfiI; MS: marcadores de seleccidn; Tc:
tetraciclina; Ap: Ampicilina; Cm: Cloranfenicol; Kan: Kanamicina.

(25, 32, 80, 119, 125, 143).
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anticuerpos al ser introducidos genes de la regi6n variable de
inmunoglobulinas del anticuerpo D1.,3 dirigido contra lisozima, en
la regién del gene III del fago de fusién fd-CAT1 (Tabla I). Los
resultados de é&sta construccién revelaron gque las particulas
infecciosas recombinantes a estos genes poseian el mismo patrén de
reactividad que el anticuerpo D1.3 (81).

Debido a todos los usos mencionados, los fagos filamentosos de
fusién podrian también considerarse en un futuro, como buenos
candidatos para el desarrolle de nuevos agentes farmacol&gicos,
debido a la imitacién de la modulacién fisioldégica de ligandos

naturales por parte de mimotopos obtenidos en estos bancos.
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1., Estrategia experimental.

CEPA RECEPTORA VECTOR

[E. coli K9i-Kan (Kan®, lac”, Hfrﬂ Obtencién particuias

infecciogsas (PEG)

lHedios diferenciales y selectivos] D
[Ensayo de infectividad |

lgomprobacién factor Fq

Titulacibn

INBERTOS D
Obtencién DNA RF fago fUSE 2
DNA cromosomal S. typhi (lisis alcalina)

Digestién Bgl IT Digestién BglII, EcoRI,

BamHI, HaeIII, Taql.

TLI=

| separacién fragmentos 2.6 a 3.4 Kb |

Digestién BglIT

Sonicacién
Transformacion
Digestién Bal 31 Clonacién ! {electroporacitn}

(ligacié6n)

Reparacién Klenow lseleccibn colonias Tc']

Ifinkers Bam HI 8, 10, 12] J; ["BiGpaiRifg™ |
lIdentificacién inmunolégicalc::zjl

|Ac. antiporinas conej015____~___________{> ELISA, Dot—-ELISA




50

2. caractarizacisn 4s la cepa baoteriana.

a) caracteristica lac’. Se prepararon placas de los medios
Verde Brillante, EMB y Mackonkey (67), en las cuales se sembrd por
Qilucién la cepa E. coli XK91-Kan (Hfr-Cavalli thi A" Kan™ lac’)
(101) proveniente de un cultive en medio s&lido donado por el Dr.
G. P. Smith, junto con un control positive de £. coli pelivalente
IT (lac’) donade por la QFI. A. Becerril, para después proceder a

su incubacién a 37°C por 18-24 hrs,

b) Resistencia a kunamicina. Se prepararon placas de agar LB
(116) con el antibiético correspondiente a una concentracién final
de 100 ug/ml (127}, para posteriormente sembrarse por dilluci6én en
&ste medio las cepas E. coll K91-Kan, E. coll MC1061, (F° strA thi
Kan®) y E. coll K802 (F'Kan®) y proceder a su incubacién a 37°C por

24 hrs.

c) Presencia del factor F+. Se adiciond un inéculo de E. coli
K91-Kan a 2 ml de caldo LB Kan (100 ug/ml), incubdndose ON a 37°C;
posterlormente se lnocularon S50 ml de <calde A (Caldo LB
suplementado con 10 mM MgSO,~7H,0, 0.2% Glucosa) con 0.5 ml del
cultivo anterior, incubando a 37°C a 200 rpm en agitacién constante
hasta alcanzar la fase log (3-4 hrs). El cultivo obtenido se guard6é
en hielo 10 min para después centrifugarse a 5000 rpm 10 min a 4°C,
desechando el scbrenadante y resuspendiendo 1la pastilla
cujidadésamente en 0.5 ml de medio A preenfriado en hielo,

agregandose 2.5 ml de medio B preenfriado en hielo para finalmente
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mezclar con cuidado sin vortex hasta la completa resuspensién de la
bacteria (células competentes). Se dividieron las células
competentes en alicuotas de 200 ul, utilizéndose varias de ellas
para la transformacidn y guardsndose el resto a -70°C (95). Para el
procese de transformacién, se tomaron 200 ul de células competentes
y fueron mezcladas 1nmedi§tamente con 1 y 5 ul de una sol. de DNA
Rf del fago M13mpl9 (donadas por el M. en C. G. Ramirez) e
incubandolse de 1-1.5 hrs en hielo a 4°C. Postericrmente las células
se sometieron a un pulso de calor a 42°C por 70 seg para después
colocarse en hielo inmediatamente después por 2 min; finalmente las
células se colocaron en 3 ml de agar suave YT previamente fundido’
Yy preenfriado a 55°C, mezcl&ndose y virtiéndose homcgéneamente en
placas de agar LB. Después de esperar la solidificacién del agar

suave, se incubaron las placas a 37°C por 24 hrs.

3. Preparacisén del vector de clonacién.

a) Obtencién y propagacién de viriones del fago fUSE 2. Se
adicions 1 ul de una sol. de fago fUSE 2 con una concentracién de
10"°TU (donado por el Dr. G. P. Smith), a 300 ul de un cultivo ON
de E. coli K91-Kan incubdndose la mezcla a 37°C por 48 hrs sin
agitacién. Por otro lado, se inocularon 50 ml de caldo LB con E.
coll R91-Kan, el cual se incubé a 37°% a 200 rpm durante 4 hrs;
posteriormente el cultiveo se centrifugé a S000 rpm 10 min a 4°C. La
pastilla asi obtenida se resuspendi¢ en 3 ml de caldo LB estéril y
fue mezclada junto con las células infectadas por las particulas

infecciosas del fago (cultivo ON)} y colocadas en 100 ml de medio LB
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estéril, dejandose en agitacién constante (50-60 rpm) durante 1 hr
a 37°C; posteriormente se aument6 la agitacién a 200 rpm incubando
ON a la misma temperatura. El cultivo obtenido se centrifugd a 5000
rpm 10 min a 4°C, recuperdndose el sobrenadante y guarddndose la:
pastilla a 4°C para la obtenciétn del DNA RF. Al sobrenadante
obtenido, se le adicionaron 0.15 partes del volaémen de una sol. de
PEG/NaCl (16.7%/3.3 M stock), homogeneizando suavemente la mezcla
por lo menos durante 100 inversiones; la mezcla resultante se
colocd en el copngelador 20 min para posteriormente dejarlo a 4°C
ON, y centrifugar la mezcla a 17000 rpm 30 min, a 4°C. La pastilla
obtenida se resuspendié en 1 ml de solucién TE (10 mM Tris-HC1l, 1mM
EDTA) para incubacién en bafio de agua a 70°C durante 1 hr; después
del calentamiente, se agregaron 150 ul (0.15 partes) de sol.
PEG/NaCl mezclandose con suavidad durante minimo 100 inversiones y
dejéndogse en hielo durante 4 hrs. La mezcla se microcentrifugd a.
14000 rpm durante 20 min a 4°C y la pastilla as! obtenida, fue
finalmente resuspendida en 200-300 ul de TE y guardada a -20°C.

- Ensayo de infectividad. Se realiz6 un ensayo de
transformacién con una sol. de DNA RF de fago M13mpl9 de 2 mg/ml en
E. coli K91~Kan, obteniéndose placas opacas en la superficie del
agar después de la incubacidn correspondiente. Con el fin de
obtener un control pesitivo para el ensayo, se seleccion6 la placa
mas aislada y se picé en el centro de la misma con un capilar
adelgazado estéril, coloc&ndose inmediatamente en un tubo
conteniendo 1 ml de caldo LB estéril y dejdndose de 1-2 hrs a temp.

amb. (difusibén de las particulas del fago fuera del agar). Por otro
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lado, se inocularon 5 ml de medie LB estéril con una colonia
aislada de E. coli K91-Kan proveniente de un cultivo en placa de
agar LB de 24 hrs de incubacién, dejandose incubar de 6 a 8 hrs a
37°C a 200 rpm. Las células se guardaron a 4°C hasta su utilizacién.
Para la obtencidn de las particulas infecciosas correspondientes,
se inoculd un tubo conteniendo 2 ml de medio 1B estéril con 50 ul
de células obtenidas del cultivo anterior y con 100 ul (0,1 partes)
de 1la suspensién de fagos derivadas de upa placa, para
posteriormente dejar en incubacién de 5-6 hrs a 37°C en agitacién
constante. Finalmente se centrifugé el cultivo a 14000 rpm durante
5 min recuperindose el sobrenadante y guardandose a -20°C (116).

« Realizacién del ensaye. Se realizé un cultivo de E. colil
K91-Kan en 5 ml de caldo LB hasta alcanzar su fase log.,
centrifugdndose a 5000 rpm a temp. amb. y resuspendié&ndose en 3 ml
de SSF estéril, manteniendo las cé&lulas a 37°C durante todo el
ensayo. Se mezclaron 100 ul de células resuspendidas junto con 200
ul de un cultivo de 6-7 hrs de E. coli K91-Kan mezclado con 20 y 40
ul respectivamente de la suspensién de fages fUSE 2 obtenida
anteriormente. El1 contreol positivo fue mezclado con 200 ul de
suspensién bacteriana. Posteriormente el control y los cultivos de
fago fUSE 2 fueron incubados 10 min a 37°C (adsorcién del fago),
mezcladndose homogéneamente al término de la incubacién con 3 ml de
agay suwave TB y vaciéndoge en placas de medic LB con Tc (20ug/ml)
solo los cultivos de fago fUSE 2. Se permitié la solidificacién del
agar para posteriormente incubar a 37°C por 24 hrs.

- Titulacién. Se obtuvo un cultivo en fase log. de E. coli
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K91~Kan en 50 ml de caldo LB como antericrmente se ha descrito,
para resuspenderse en 3 ml de SSF estérll después de su
centrifugacién a 4000 rpm 10 min, manteniéndose el cultivo siempre
a 37°C durante todc el ensayo. Asl mismo, se realizaron diluciones
de la sol. de fagos fUSE 2 obtenida anteriormente en microplacas
estériles de 96 pozos de fondo redondo, tomando 100 ul de cada
dilucién en SSF (diluciones de 10! a 10°*). Posteriormente se
agregaron 100 ul de la suspensidn bacteriana a cada dilucién
incubindose 10 min a temp. amb., para finalmente agregar 100 ul de
medio LB guplementado con 0.2 ug/ml de Te e incubar las placas 30
min a 37°C. Al término de ésta, la mezcla se coloct en 3 ml de agar
suave TB estéril, fundido y preenfriado a 55°C y se vacié
inmedistamente en placas de agar LB Tc (20ug/ml), repartiéndose
homogéneamente. Se permitié la solidificacién del agar para

proceder a la incubaci6n a 37°C por 24-48 hrs (127).

b) Obtencién de DNA RF del fago fUSE2. Las células obtenidas
de la amplificacién del fago fUSE 2 (inciso a), fueron
resuspendidas en 20 ml de NaCl 10 mM, centrifugdndose a 6000 rpm 10
min a 4°C, para después resuspenderse con vortex en 8 ml de SET
(20% sacarosa, 50 mM Tris pH 7.6, 50 mM EDTA) hasta formar una
suspensiébn homogenea, agregindose un 'espatulazo" de lizosima y 50
ul de RNAsa para colocar la mezcla 30 min en hielo, En seguida se
afiadié una mezcla recién preparada de sol. de lisis (8 ml de NaOH
0.4 Ny 8 ml de SDS al 2%), mezclando con suavidad durante 5 min y

colocando la mezcla enh bafio de hielo por 15 min Se afadieron 12 ml
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de acetato de sodio 3 M pH 5 previamente enfriado (33) dejindose la
mezecla en hielo por 30 min mas; la mezcla resultante se centrifugéd
20 min a 17000 rpm a 4°C, recuperando el sobrenadante en un tubo de
limpio para agregar 1 vol. de isopropanol, mezclando perféctamente
por inversién y c¢olocando la mezcla de 1-2 hrs a - 20°C.
Posteriormente la suspensi6én se centrifugé durante 10 min a 10000‘
rpm a 4°C, desechando el sobrenadante y dejando secar la pastilla
en campana de flujo laminar. Finalmente se resuspendié el
precipitado en 1-3 nl de TE, agregandose 10 ul de RNAsa, incubando
30 min a 37°C para después extraer varias veces con una mezcla 1:1
fenol-cloroforme en tubos Eppendorff por el método de "doble espin"
(127) hasta la desaparicién de la interfase lechosa. En seguida se
extrajo 2 veces con cloroformo, recuperdndose la fase acuosa 'y
adicionandose 0.1 partes de acetato de amonio 7.5 M e
inmedistamente después 3 vol. de etanol absoluto. La mezcla
resultante se colocé a =20°C ON, para después centrifugar a 14000
rpm durante 15 min a temp. amb., lavandose la pastilla 2 veces con-
1 ml de etanol al 70%. Finalmente la pastilla se secd en una
campana de flujo laminar y se resuspendid en 300 ul de agua
inyectable (33, 111, 116). Para comprobar la existencia de DNA en
la sol. final, se mezclaron 3 ul de 1a misma con 5 ul de STOP MIX
(5 M Urea, 10% glicerol, 0.5% SDS, 0,025% xilencianol, 0.025% azul
bromofenol) colocando la mezcla en minigel de agarosa al 0.7%,
realizando el corrimiento electroforético correspondiente vy
revelando con bromuro de etidio. La concentracién de DNA en la sol.

fue determinada por espectrofotometria a 260 nm (116). Para
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verificar que el DNA obtenido conferia resistencia a Tc (fUSE), se
realizé una transformacién bacteriana en la cepa usada con el

método anteriormente descrito.

c) Caracterizacién del DNA RP del fago fUSE 2. Conociendo el
mapa de restricclédn del fago fUSE 2, se procedid a digerir el DNA
obtenido con las sigulientes enzimas de restriccién:

Digestion Eco RI 10ul DNA RF fUSE 2 (5uq)
' 2ul Buffer Eco RI 10X

2ul BSA 10X

5ul agua inyectable

iul enzima Eco RI (14U/ul}.
Digestion Bam HI 10ul DNA RF fUSE 2 (5ug)

2ul Buffer Bam HI 10X

2ul BSA 10X

5ul agua inyectable

1ul enzima Bam HI (18U/ul).

Las mezclas anteriores se dejaron en incubacién a 37°C durante
més de 18 hrs en tubos Eppendorff cerrados herméticamente (21).
Para verificar la digestién total del DNA en ensayo, se tomé 1 ul
de cada digestién mezclandose con 5 ul de STOP MIX y colocando en‘
gel de agarosa al 0.7% para electroforesis junto con un marcador de
fago lambda (donado per la M. en C. Rossana Pelayo) digerido con la
enzima Hind IIT (21). Después de la vVerificaciébn de la total
digestién del DNA y del tamaflo resultante de esa digestidn, se

procedié a obtener un patrén electroforético experimental del DNA
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del fago fUSE 2 con las enzimas de restricci6n Taq I y Hae III. Las

mezclas de digestion fueron las siguientes:

Digestién Taq I 10ul
2ul
2ul
Sul
lul

Digestién Hae IIIX 10ul

‘ 2ul
2ul
5ul

1ul

DNA RF fUSE 2 (5ug)
Buffer Tag I 10X

BSA 10X

agua inyectable
enzima Tag I (20U /ul)
DNA RF fUSE 2 (5ug)
Buffer Hae III 10X
BSA 10X

agua inyectable

enzima Hae IXXY (16U/ul)

En seguida se dejaron las mezclas en incubacién a 37°C por 24
hrs, verificando la totalidad de las digestiones por electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE) al 7.5% al f£in de la incubacién, y
realizando el andlisis de 1las bandas resultantes Jjunto con
controles del plasmido pUC 9 digerido con las enzimas Eco RI, Hae

I1I y Taq I.

d) Digestién del vector de clonacidén con la enzima Bgl II.
Para verificar la existencia de un sitio ﬁnico de restriccién a la
enzima Bgl II en la secuencia nucleotfidica deél fago fUSE 2 (101),
se realizd la siquiente mezcla de digestidén:
Digestidén Bgl II S50ul DNA RF fUSE 2 (5ug)
6ul Buffer Bgl II 10X

6ul BSA 10X
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1ul enzima Bgl II (20U/ul)

Se procedié a la incubaci6n de la mezcla durante 24 hrs a 37°C
{21), verificdndose 1la digestién total del DNA por una
electroforesis en agarosa al 0.7%, junto con un control de fago
lambda Hind III. Después de la observacién del DNA en el minigel,
sa procedlé a extraer un par de veces la mezcla de digestién con
una mezcla 1:1 fenol-cloroforme, recuperando la fase acuosa cada
veaz y extrayendo finalmente 2 veces c¢on cloroformo; a la fase
acuosa resultante se adiciontd 0.1 partes de acetato de amonio 7.5
M e inmediAtamente despu&s 3 vol. de etanol absoluto, mezclando
perfectamente y dejando la mezcla a =20°C por 24 ‘hrs.
Posteriormente la mezcla fue centrifugada 20 min a 14000 rpm,
lavandose 1la pastilla resultante 3 veces con etanol al 70%,
secandose en campana de flujo laminar y raesuspendiéndose en 50 ul

de agua inyectable. Esta sol. fue guardada a -20°C hasta su uso.

4. Preparacidn de los insextos.

a) Obtencién da DNA cromosomal de S. typhi 9, 12 vi:d. Se
inocularon 3 ml de caldo LB estéril con Salmonella typhil 8, 12 vi:d
proveniente de un cultivo en caja de agar BHI de 24 hrs, dej&ndose
en incubacién ON a 37°C a 200 rpm. Al términc del periodo de
incubacién, el cultivo se vaci6é por completo en un matraz
Erlenmeyer conteniendo 250 ml de caldo LB estéril para
posteriormente proceder a incubar el cultivo en agitacién constante
a 200 rpm a 37°C durante 10 a 12 hrs mds. El cultivo asf{ obtenido,

fue centrifugado 10 min a 7000 rpm resuspendiendo la pastilla en 20
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ml de TE {Tris-EDTA 50-20 mM) centrifugando nuevamente y recuperar
solo el paguete celular. La pastilla obtenida fue resuspendida en
8 ml de TE para adicionar los siguientes reactivos: 1 ml de sol. de
SDS al 10% (disuelto en TE 50-20 mM), 50 a 100 ul de pronasa (5
mg/ml, incubada previamente 1 hr. a 37°C), 50 ul de RNAsa y un
taespatulazo" de lizosima; ésta mezcla se homogenizé cuidadosamente
sin vortex y se incub&é de 4 hrs ON a 37°C hasta la observacién de
una sol. clara y viscosa {indicacién de lisis celular bacteriana).
En seguida se procedié a extraer la mezcla con un volGmen de mezcla
fenol-cloroforme, agitando sin vortex y centrifugando a 7000 ypm 10
min para finalmente recuperar la fase superior (acuosa); el proceso-
de extracciétn se repiti6é hasta verificar que la interfase se
encontraba completamente transparente. A la fase acuosa resultante
se le adicionaron 0.1 partes del volamen de acetatc de amonio 7.5
M enfriado ﬁara posteriormente agregar 3 vol. de etanol absecluto
preenfriado y mezclar perfectamente. El1 DNA precipitadoe fue
capturade culdadosamente con una varilla de vidrio y lavado 3 veces
con etanol al 70% por inmersidn para después resuspenderlo en 0.5
ml de agua inyectable para proceder a su almacenamiento a -20°.
Finalmente la concentracién de DNA en la sol. fue determinada

espectrofotomé&étricamente a 260 nm (33, 111, 116).

b) Digestién DNA cromoscmal de S. typhi 9, 12 vi:d con 1la
enzima de restriccidén Bgl IX. Con el fin de obtener la regi6n de
A3Kb que contiene al gene ompC (108), se realizé la siguiente mezcla

de digestién:
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DNA cromosomal de S§. typhi ! ©100ul
Agua inyectable : 100ul
Buffer Bgl II 10X 22ul
BSA metilada 10X - 22ul
Enzima Bgl II (20U/ul) 2ul

Hecha la mezcla, se procedié a su incubacién a 37°C ON,
verificindose la digestion total del DNA cromosomal por medio de

una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

a) Beparacién de los fragmentos de 2.6 a 3.4 Kb. Después de la
verificaci6n de la Qigestién total del DNA cromosomal, se realizé
un gel preparativo de agarosa al 0.8% colocando como controles los
plésmidos puUC 9 (138) digerido con la enzima Eco RI (2.6 Kb) y pKGS
(70) digerido con la enzima Bgl II (3.4 Kb), colocados en un solo
carril. El corrimiento electroforético se realizé. en una cémara‘
vertical con buffer TBE 1X (116) Yy con un voltaje de 90 volts.
Posteriormente, el gel fue sumergido durante 5 seg en una sol.
diluida de bromuro de etidio y enjuagada de inmediato con agua
corriente. El gel fue observado por periodos menores a 5 seqg a 366
nm (UV). Se localizaron los marcadores y posteriormente se cortd el
gel a la misma altura de los mismos al nivel del DNA cromosomal
digerido de S. typhi, obteniéndose con ello los FPragmentos de 2.6
a 3.4 Kb (116). El DNA contenido en el fragmento de agarosa fue
extraido del mismo utilizando papel de nylon (Gene Screen) (142) "
con el siguiente protocolo: -

Se tomd un tubo Eppendorff de 1.5 ml al cual se le hizo un
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orificio pequefio en la parte mas baja, colocdndose en el interior
del tubo un cucurucho de papel nylon, el cual se humedecid con 200
ul de buffer de elucién (0.1% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 7.5),
dejdndose en reposo por 10 min. Los fragmentos de agarocsa obtenidos
del gel preparativo, fueron colocados en pequefios trozos dentro del
papel junto con 200 ul mis de buffer de elucién y centrifugindose
a 5000 rpm por periocdos cortos (20 seg) y largos (5 min),
recibiendo el filtrado en varios tubos Eppendorff de la misma
capacidad. Al término de la centrifugacién, el filtrado se extrajo'
2 veces con mezcla fenol-cloroformo, para finalmente recuperar la
fase acuosa y extraer una vez mas con cloraoformoe; posteriormente se
adicionaron 0.1 partes de acetato de amonio 7.5 M y 3 vol. de
etanol absoluto previemente enfriado, procediéndose a dejar 2 dias
a -20°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante 30 min
a 14000 rpm; desechdndose el scobrenadante, lavando 2 veces con
etanol al 70%; y secando la pastilla para resuspender en 150 ul de
agua inyectable, almacen&ndose a -20°C. Para verificar la presencia
de DNA en 1la sol., se tomaron 2 ul de 1la sol. obtenida
anteriormente, para realizar una electroforesis en gel de agarcsa

al 0.7%.

d) S8onicacién del DNA obtenide. Para determinar las
condiciones de soricaci6n adecuadas de potencia y tiempo para la
obtencién al azar de fragmentos de tamafio minimo lo menos dafado
posible, se realizaron ensayos con otros DNA's, Los DNA's

utilizados fueron: plésmide pUC 9 digerido con la enzima de
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restricci6én Eco RI, produciendo un DNA lineal de 2.6 Kb y DNA
cromosomal total de S. typhi 9, 12 vi:d sin digerir; el prot_:ocolo‘
fue el siguiente: se resuspendieron 3 ul de una sol. de 1.6 mg/ml
de puUC 9 Eco RI en 197 ul de buffer SSC 1X (48), obteniéndose
soluciones de DNA conteniendo aprox. 5 ug de DNA en total; 30 ul de
DNA cromcsomal (1 mg/ml) se mezclaron con 170 ul de buffer SSC 1X,
obtaniéndose soluciones con 30 ug de DNA en total. Se tomaron éstas
dos sol. para cada condicit6n ensayada de sonicacién, utilizando 50
y 100 watts de potencia y de 1 a 12 min de sonicacién con
intervalos de reposo de 1 min en hielo entre cada uno de ellos
(48) . Posterior a la sonlcacién, se agregaron 0.1 partes de acetato
de amonio 7.5 M y 3 vol. de etanol absoluto, mezclando
perfectamente y dejando en bafic de hielo por 24 hrs a -20°C; todas
las sol. (1 por condicién) se centrifugaron 20 min a 14000 rpm
desechando el sobrenadante para secar y resuspender en 20 ul (puUcC
9) ¥ en 50 ul (DNA cromosomal) de agua inyectable. Para visualizar
al efecto del proceso de sonicacién sobre el DNA lineal y el DNA
cromosomal de S. typhi, se realizbé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 7.5% a 200 volts, revelando finalmente con sol.
de bromuro de etidio al 0.5% y observando el DNA a 366 nm. Después
del ardlisis de los resultados oobtenidos, se decidid sonicar el
DNA obtenido anteriormente (2.6 a 3.4 Xb) a 1las condiciones

resultantes.

e) Ensayo de digestién con l1la nucleasa Bal 31, El1 DNA

cromosomal resultante de 1a sonicacién (aprox. 120 ul), fue



63
precipitado con etanol y acetato de amonio en hielo seco de 4 a 5
hrs para posteriormente resuspenderse en 100 ul de agua inyectable.

De é&sta muestra se tomaron 80 ul para hacer la siguiente mezcla de

digestién:
DNA cromosomal sonlcado 8oul
Buffer Bal 31 5X 20ul
Enzima Bal 31 (2.5U/ul) 2ul

La mezcla fue incubada a 37°C (21), tomandose una muestra de
14 ul cada minuto hasta 8 min y detener la reacci6n enzimatica con
5 ul de EDTA 2 M en cada ocasién. Para visualizar el efecto de la
digestién enzimatica, se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12%, colocadndose las muestras junto con un
control del mismo DNA sin digerir. Después de la determinacién de
las condiciones adecuadas para la digestién, se realizé el ensayo
con 21 DNA de la regién de 3 Kb anteriormente sonicado. La mezcla
de digestion utilizada fue la siguiente:

DNA regién 3 Kb sonicado 70ul

Buffer Bal 31 5X 20ul
Agua inyectable 9ul
Enzima Bal 31 (2.5U/ul) lul

Después del periodo de incubaci6n, se agregd la cantidad
suficiente de EDTA 12 M para detener la reaccibébn para finalmente
extraer con mezcla fenol-cloroformo una vez y después extraer con
cloroformo una vez por el método de "doble espin" (127). Finalmente
se precipité con etanol-acetato de amonic durante 2 dias a -20°C.

Después de su centrifugacién y posterior lavado con etanol al 70%,
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el DNA resultante se resuspendi6 en 80 ul de agua inyectable para

su uso posterior.

£) Reparacién del DNA con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I de E. colli. Se realizaron las siguientes mezclas de
reaccidén (65):

DNA Cromosomal sonicado 60ul DNA regién 3Kb sonicado 60ul

Buffer cinasa T, 10X 8ul Buffer cinasa T, 10X 8ul
dNTP's 2mM 2ul dNTP's 2mM 2ul
ATP 10X 8sul ATP 10X 8ul
Enzima Klenow (8.3U/ml) lul Enzima Klenow (8,3U/ml) 1ul
Enzima pol. cinasa T, 1ul Enzima pol. cinasa T, iul
DNA regién 3Kb sonicado dig. Bal 31 50ul
Buffer cinasa T, 10X 6ul
dNTP's 2mM 2ul
ATP 10X (1mM) sul
Enzima Klenow (8.3U/ml) lul
Enzima pol. cinasa T, (2U/ul) 1ul

Las mezclas de reaccién fueron incubadas a 37°C durante 1lhr
para después ser extraidas 2 veces con mezecla fenol-cloroformo y
una vez con cloroforme (doble espin) y posteriormente ser
precipitadas con la adici6én de acetato de amonio y etanol absoluto
al ser enfriadas en bafo de hielo ON. Al término del proceso de
enfriamiento, se centrifugaron las sol. a 14000 rpm durante 30 min,

lavandose la pastilla 2 veces con etanol al 70% para secarse y ser
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resuspendida en 50 ul de agua inyectable estéril.

g) Ligacién con linkers Bam HI de 8, 10 y 12 pb ¥ diqestiénv
con la respectiva enzima de restriccién (136, 137). Se realizaron

las siguientes mezclas de reacci6dn (3 viales):

DNA reparado y fosforilado 50ul
Linker BamHI 8pb (10pmol/ul) Sul
tinker BamHI 10pb (12pmol/ul) 4.2ul
Linker Bam HI 12pb (16pmol/ul) 3ul
Buffer ligasa T, 10X 8ul
ATP 1X (0.1mM) 7ul
Enzima ligasa T, (2U/ul) 1ul

Después de mezclar perfectamente, se procedi6 a una incubacién
a temp. amb. por 24 hrs para posteriormente adicionar 1 ul mas de’
enzima ligasa y 8 ul de ATP 1X y proceder a una incubacién a 16°C
aprox. por 18 hrs mds. Las mezclas de reaccién se colocaron en un
bafic dé agua a 65°C durante 10 min para después adicionar 6 ul de
buffer 10X de la enzima Bam HI y 1 ul de dicha enzima y continuar
con una incubacién a 37°C ON. Al fimal de 1la incubacién, se
extrajeron las sol. con mezcla fenol-cloroformo 2 veces Y una vez
con cloroformo (doble espin), para precipitar el DNA existente
mediante la adicidn de acetato de amonio y etanol absoluto al ser
enfriada la mezcla. Finalmente la mezcla obtenida se centrifugd a
14000 rpm durante 30 min para posteriormente ser lavada la pastilla
1 vez con etanol al 70%, secarse y ser resuspendida en 50 ul de

agua inyectable estéril (116).
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5. Clonacién.

Se realizé la siguiente mezcla de reaccién:

INSERTO {(DNA-linkers} 10ul
Fage fUSE2 Bgl II (9.2Kb) 3ul
Buffer ligasa T, 10X 70ul
DTT 10X (1iM) 1oul
Agua inyectable 465Ul

Hecha la mezcla, se procedié a incubarla a 50-60°C por 1 min

para adicionar:

ATP 10X 70ul
BSA 10X 70ul
Enzima ligasa T, (2U/ful) 2ul

Posteriormente se procedi6 a una incubacién a temp. amb. por
24 hrs para después adicionar 1 ul mis de enzima ligasa y dejar en
incubacion a 16°C por 18 hrs mds. Terminada la incubacién, se
adicionaron 77.7 ul de acetato de sodio 3 My 466 ul de isopropanol
colocando las sol. en hielo seco durante 1 hr y centrifugar durante
30 min a 14000 rpm para desechar el sobrenadante y lavar la.
pastilla 2 veces con etanol al 70%, y finalmente resuspender el DNA

resultante en 20 ul de agua inyectable (116, 127).

6. Transformacién bacteriana por electroporacién.

a) Preparacidén de células electrocompetentes. Se inocularon 5
ml de caldo LB Str (100 ug/ml) con una asada de E. coli MC1061,
incubéndoge el cultivo a 37°C ON a 200 rpm de agitacién constante;

al dia sigquiente, 2 matraces Erlenmeyer (2 litros) conteniendo 500
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ml de "super medio" (32g peptona, 20g extracto de levadura, 5g de
Nacl/litro, pH 7.5 con NaOH) fueron inoculados con .2.5 ml del
cultivo ON obtenido anteriormente, dejandolos en incubacién a 37°C
a 200 rpm por espacio de 4 hrs. Al final del proceso, se colocaron
los matraces en un bafio de hielo durante 30 min para posteriormente
continuar con su centrifugacién a 6000 rpm durante 20 min a 4°C (a
partir de este momento, todo el procesc se realiz6 a 4°C). El
sobrenadante resultante fue desechado ¥y la pastilla resuspendida en
500 ml Qe sol. de HEPES 1 mM preenfriado para centrifugar de
nuevamente y volver a resuspender en 500 ml m&s de HEPES 1 mM y
volver a centrifugar a las mismas condiciones. La pastilla asf
obtenida fue resuspendida en 20 ml de glicerol estéril al 20%
preenfriado para después centrifugar las células a 6000 rpm por 20
min a 4°C, desechando el sobrenadante y resuspendiendo la pastilla
en 2 ml de glicerol al 20% preenfriado. Finalmente, la suspensién
obtenida fue repartida en alicuotas de 50 ul guardindose las

células a -70°C hasta su utilizaecién (127).

b) Blectroporacidn. Se mezclaron 50 ul de células
electrocom}ﬁetentes junto con 20 ul de mezcla de clonacién en celdas
de 0.4 mm previamente enfriadas en hielo seco, colocindolas en el
aparato de electroporacién (BioRad) y sometiéndolas a un chogue
eléctrico por § milisegundos a 2.5 KV, 25 ufd, 200 ohms;
inmedistamente después, se afadieron 2 ml de medio SOC Tec (caldo LB
adicionado con 10 mM MgSo,, 20 mM Glucosa, 0.2 ug/ml Tc) y

transfiriendo la mezcla a un tubo estéril de 10 ml; se procedis a
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una incubacién a 37°C durante 30 min a 200 ypm para finalmente
platear todo el cultivo en agar LB Str Tc (200 ul/placa) e incubar
las placas resultantes a 37°C durante 72 hrs hasta verificar la
presencia de colonias bacterianas. Durante este proceso se realizé.
un control positivo de transformacién, electroporando 2 ul de DNA

RF del fago fUSE 2 (127).

7. Obtenocldén y procesamiento de los viriones (banco).

Después de verificar la presencia de colonias bacterianas en
las placas de medio selectivo, se colocaron 10 ml de medio TBS (50
mM Tris-Hcl pH 7.5, 150 mM NaCl) estéril en cada una de ellas,
dejandolas en reposo a temp. amb. durante 15 min. Posteriormente se
resuspendieron las colonias bacterianas, recuperando la suspensién
resultante y lavando cada una de las placas con 10 ml mas de medio
TBS, mezclando esta sol. de lavado con la suspensién antexior.
Finalmente se conjuntaron todas las sol. de lavado de una sola
ligacién para posteriormente c¢entrifugarse a 6000 rpm durante 20
min; la pastilla resultante, fue resuspendida en 2 ml de caldo LB
Str Tc y guardada en tubos estériles a 4°C para su posterior
analisis por Dot~ELISA, mientras que a el sobrenadante recuperado,
se adicionaron 0,15 partes de PEG/NaCl esté&ril, homogeneizando
minimo 100 veces y congelando los tubos resultantes ON, para
posteriormente obtener los viriones corrrespondientes y resuspender

éstos en 300 ul de TE estéril (127).
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8. Aislamiento e identificacién de clonas recombinantes a

proteinas de S. typhi 9, 12 vi:d.

a) Obtencidén de anticuerpos anti-porinas.

- Ensayc de inmunizacién. Los anticuerpos dirigidos contra
porinas de S. typhi 9, 12 Vi:d fueron obtenidos por medio de la
inmunizacién de conejos Nueva Zelanda hembras de aprox. 4 Kg de
peso con una enulsién de porinas (0.6 mg) obtenidas por el método
de Nikaido (94) y adyuvante completo e incompleto de Freund
mediante el siguiente esquema de inmunizacién realizado por el MVZ

Arturo Guerreroc.

Dia Via Hezcla

1 Subcuténea Porinas + Adyuv.Comp.Freund
10 " "
14 " "

7 meses sin inmunizacioén
1 Subcutidnea Porinas + Adyuv.Incom.Freund
1 mes sin inmunizacién
1 Subcutdnea Porinés + Adyuv.Incom.Freund
Al final de la Giltima inmunizacién, se realizé un sangrado por
la vena marginal de la oreja 8 dias después, obteniéndose 12 ml de
sangre de la cual se obtuvieron aprox. 5 ml de suero. El titulo de
anticuerpos antiporinas del suero obtenido se determind por un
ensayc de ELISA indirecta.
= Adsorcidén del suero con proteinas de membrana externa de E.
coli. Se inocularon 125 ml de caldo LB con una asada de un cultivo

en caja de agar LB de 24 hrs. de E. coli K91-Kan, incubédndose a
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37°C por espacio de 7-8 hrs en agitacion constante a 200 rpm. Al’
final de la incubacién, el cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante

~1c min, obteniéndose una pastilla que fue resuspendida en 9 ml de
SSF estéril y dividiéndose por partes iguales en 3 tubos. Cada uno
de los tubos fue sometido a sonicacién con 200 watts de potencia
hasta que la viscosidad de la suspensidén desaparecié por completo,
cantrifug&ndose posteriormente 10 min a 6000 rpm. La pastill% ast
obtenida en cada uno de los tubos, fue resuspendida respectivamente
en 500 ul de agua destilada estéril (sonicado crudo). En sequida se
agregd el contenido de cada unc de ellos a 5 ml de suero
hiperinmune para después incubar la mezcla a 37°C en posicién
horizontal en agitacitén constante a 50-60 rpm durante 4 hrs. Al
té&rmino de la incubacién, la mezcla se centrifugéd durante 10 min a
6000 rpm racuperadndose el sobrenadante para volver a repetir el
proceso 2 veces mids a partir de la adicién del sonicado crudo.
Finalmente para evaluar la efectividad del proceso de adsorcibn, se
realiz6 un ensayo de ELISA utilizando como antigeno porinas de S.
typhl 9, 12 vi:d y proteinas de membrana externa de E. coli K91~
Kan.

- Adsorcién del suero con viriones del fago fUSE 2. A el
suero recuperado de las adsorciones anteriores (aprox.3 ml) se
adicionaron 50 ul de una suspensi6n de fagos fUSE 2 con un titulo
de 10" Tuy/ml, para mezclar e incubar a 37°C durante 30 min en.
posicién horizental. Al términe de la incubacién, se procedid a una
incubaci6én ON (12 hrs) a 4°C en posicién vertical y centrifugacié6n

al final del proceso a 14000 rpm durante 10 min para recuperar el
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sobrenadante y realizar una prueba de ELISA con el fin de comprobar

que la adsorci6n tuvo éxito.

b) Purificacién de gamma-globulinas (101). Se colocd el
voldmen total de suero adsorbido anterjiormente (3 ml) en un vaso de
precipitados junto con un agitador magnético para proceder a su
homogenizacién por un pericdo de 10 min. En seguida se agregé gota
a gota 1/3 del volGmen de suerc de una solucién saturada de
(Nil,),S0, (1.5 ml) sin detener la agitacién, continudndola 30 min
mis. Al término de la agitacién, se procedi(i a centrifugar la
mezela por 10 min a 2000 rpm, desechadndose el sobrenadante y
resuspendiendo perfectamente la pastilla obtenida en el velimen
original de suero (3 ml) con SSF estéril. El proceso a partir de la
adicidén de (NH,),50, se repitidé 2 veces mids resuspendiéndose el
precipitado finalmente en 3 ml de SSF estéril para posterjormente
colocar &sta mezcla en un tubo de diilisis y proceder a dializar
contra una solucién de PBS durante 2 dias a 4°C en agitacién
constante. Finalmente se determiné la concentracién de proteina por

el método de Lowry.

¢) Biotinacién (127, 12;9). La fraccién de las gammaglobulinas
obtenida anteriormente se dializé contra una soluci6n de NaHCO, 0.1
M durante 24 hrs a 4°C en agitacién constante, recuperando la
mezcla resultante y colocando 1 ml de &sta junto con 10 ul de una
" sol, de biotina (Ester de N-hidroxisuccinimide d-Biotina) 0.1 M

disuelta en dimetilformamida (1.3 mgy en 760 ul de DMFM), para
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finalmente dejar en incubacién 2 hrs a temp. amb. en agitacién
constante. Posteriormente se agregaron 500 ul de buffer de
etanolamina 1 M (pH 9, ajustado con HCl) dejéndose reaccionar por
espacio de 2 hrs a temp. amb. en agitacién constante. Finalmente se
procedi6 a dializar la mezcla anterior contra una sol. de Tris-HCl
0.1 M pH 7.4 durante 24 hrs a 4°C bajo agitacién constante (101).
Al final de la dislisis, se procedidé a dializar nuevaménte la
mezcla contra PBS a 4°C en agitacién constante ON para finalmente
almacenar a 4°C.

- comprobacién de la biotinacién. Se elabord un conjugado’
avidina-peroxidasa para asi detectar la presencia de biotina en los
anticuerpos a través de una prueba de ELISA, de la siguiente forma:
se disolvieron 2.5 mg de avidina en 0.5 ml de buffer de fosfatos
0.1 M pH 6.8, mezcldndose con una sol. de 5 mg de peroxidasa que
anteriormente habifa sido disuelta en 0.5 ml del mismo buffer. A
ésta mezcla se agregaron 50 ul de una sol. de glutaraldehido al 1%,
dejando la mezcla de reaccién por espacio de 3 hrs a temp. amb.
Posteriormente se procedidé a una diilisis contra PBS durante toda
la noche a 4°C, para finalmente recuperar la sol. y preservarla a
4°C (129).

~ Evaluacién del conjugado. Se colocaron diversas sol. de’
biotina (de 100 ug/ml a 0.78 ug/ml) en una placa de 96 pozos para
ELISA, para posteriormente agregar diversas diluciones del
conjugado (de 1:10 a 1:2000) y revelar con o-fenilendiamina.

- Realizacidén de la prueba. Se realizd una prueba de ELISA en

placas de 96 pozos, colocando como antigeno porinas de S. typhi 9,
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12 vi:d, como primer anticuerpo gammaglobulinas bictinadas y el
conjugado avidina-peroxidasa obtenido anteriormente para revelar

con o-fenilendiamina.

4) Beleccidén (Biopanning).

~ gensibilizacién del soporte con estraptavidina. En una caja
de Petri de pléstico (Falcon) de 35 X 10 mm, se colocd 1 ml de
buffer NaHCO; 0.1 M de pH no ajustado y 10 ul de una sol. de
estreptavidina a una concentraciétn de 1 mg/ml en el buffer
anterior, para posteriormente colocar la caja cerrada en una camara
hameda toda la noche a 4°. Posteriormente se procedif a colocar 10
ml de sol. bloqueadora (S5 mg/ml BSA dializada, 0.1 M NaHCO; pH 9.2)
dejando en incubacién a temp. amb. por espacio de 1 hr sin
agitacién. Finalmente se recuperd ésta sol, y la placa se lavd 3.
veces con G‘ml cada vez de una sol, de lavado TBS/Tween 20 (200
vol. TBS, 1 vol. Tween 20) por espacio de 5 min cada una bajo
agitacién constante.

- Realizacién de la prueba. Por otra parte, se mezclaron 50 ul
de sol. de fagos de cada ligacién (a excepcién del banco de DNA
cromosomal total sonicado del cual se adicionaron 20 ul)
recuperados de la electroporacién junto con 5 ul de gammaglobulinas
biotinadas, dejando en incubacién 1 hr a 37°C y posteriormente toda
la noche a 4°C horizontalmente. Al final del proceso de incubacidn,
se colocd 1 ml de una sol. de TBS/Tween 20 mezclando perfectamente
y colocando de inmediato la mezcla en la placa sensibilizada con

estreptavidina para proceder a una agitacién a 50-60 rpm durante 15
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min a temp. amb. En seguida la mezcla anterior se descartS y se
procedié a 10 lavados exaustivos con seol. de lavado por espacio de
5 min cada uno bajo agitacién constante, para finalmente secar las
cajas en campana de flujo laminar, colocar 800 ul de buffer de
elucién (1 mg/ml BSA dializada, 0.1 N HCl pH 2.2} y proceder a una
agitaci6n constante de 50-60 rpm a temp. amb. durante 20 min.
Finalmente al eluido fue neutralizado inmedidtamente con 48 ul de
una sol. de Tris 2 M de pH no ajustado, para después proceder a 1aA
amplificacién de los fagos contenidos en el eluido (101, 127).

- Amplificacién. Los eluidos procedentes del bicopanning,
fueron colocados en 2 ml de un cultivo ON de E. coll X91-Kan en.
medio LB Kan e incubados a 37°C durante 48 hrs de 50-60 rxpm de
agitacién constante. En feguida se inocularon 200 ml de medio LB
Kan con el cultivo obtenido anteriormente para proceder a su
incubacién a 37°C ON a 200 rpm. Finalmente al término de 1la
incubacién, se tomdé una muestra de 5 ml de cada una de las
amplificaciones para realizar las pruebas de deteccién,
cantrifugdndose el res;o de la masa celular a 7000 rpm y proceder
con la obtencién de particulas infecciosas del fago con el
sobrenadante obtenide de dicha amplificacién y posteriormente

determinar su titulo.

o) Detaccién inmunolégica.
- Dot~ELISA. De la muestra bacteriana derivada de 1la
electroporacién, se realiz6 una dilucién 1:200 en 2 ml de caldc LB

de cada una de las ligacliones, platedndose 200 ul de la dilucién en
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una caja de agar LB Str Tc .y colocdndose en incubacién a arog’
durante 18 hrs. Después de verificar el desarolle de colonias
separadas en el medio de cultivo, se procedié a colocar papel de
nitrocelulosa (PNC} (6 cm por lado) por encima de ellas,
verificando que &ste estuviese en contacto directo con las colonias
bacterianas. Posteriormente se incubaron las placas en forma
invertida durante 24 hrs a 4°C, para seguidamente realizar el
levantamiento correspondiente y colocar el papel en una caja de
Petri de vidrio junto con 5 ml de una sol. de H,0, al 0.3% por
espacio de 5 min sin agitaciédn. Al término del proceso, se
realizaron 3 lavados con PBS, cada uno de ellos por espacio de 5
min con agitaci6n constante, para posteriormente adicionar 4 ml de’
una dilucién de anticuerpos antiporinas 1:200 en sol. de blogueo
(PBS~gelatina 2%) y proceder a su incubacién a 37°C por espacio de
1.5 hrs. En seguida se realizaron 5 lavados con sol. de lavado
(PBS-Tween 20}, para realizar un lavado final con PBS. Al término
de éstos, se procedié a colocar 5 ml de una sol. de H,0, al 0.3%
durante S min sin agitacién; posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS (5 min cada uno en agitacién constante) para adicionar 4 ml
de una dilucién 1:5000 de conjugado anticonejo polivalente en sol.
de blogueo y proceder a su incubacién a 37°C durante 1 hr. Al
término de la incubacién, se realizaron 5 lavados con sol. de
lavado y finalmente un lavado con PBS para después adicionar 4 ml
de sol. de sustrato (5 mg Diaminobencidina, 10 ml PBS, 50 ul H,0,)
dejando reaccionar en oscuridad por espacio de 15 min hasta

verificar la aparicién de sefial en el PNC y deteniendo la reaccién
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con lavados de agua destilada .
~ ELISBA. Despué&s de la determinacién del titulo de los fagos
de interés, se procedié a realizar una prueba de ELISA indirecta,

sensibilizando placas de 96 pozos con 10" TU/pozo de particulas

infecciosas del fago fUSE 2, utilizando gammaglobulinas antiporinas’

de conejo en diversas dilluciones y conjugado polivalente

anticonejo.
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a) caracteriasticas de la cepa E. coli K91-Kan. Después del
proceso de incubacién en las placas de medio selectivo EMB,
MacKonkey y Verde Brillante se observd desarrollo de colonias lac’
de la cepa E. coli K91-Kan considerablemente inhibidas en su
desarrollo a comparacién del contrel positivo. El color
caracteristico en cada uno de los medios de cultivo de la cepa
positiva no fue observado en la cepa investigada, Esto indicé que
la cepa E. coli K91-Ksn no poselia la caracteristica lac'. Asi mismo
se comprobdé que &sta cepa es resistente a kan al verificarse su
crecimiento normal en el medio selectivo correspondiente, aun a
altas concentraciones del antibiético.

La presencia del factor sexual F en esta cepa fue verificado,
después del proceso de transformacién con PEG realizado con el fago
M13mp19, por medio de la aparicién de placas opacas de tamafio
homogéneo en el césped de bacteria colocado en el medio de cultivo,
a comparacién de una cepa E. coli K802 (F') en la cual no se
cbservé el desarrollo de las mismas. Esto fue indicative de que la
cepa E. coli K91-Fan era susceptible de infecci6bn con el fago
filamentoso M13mpl9 y por 16 tanto con cualquier otro fago
filamentoso infeccioso (figura 8). La eficiencia de transformacién

para &ste método fue de 5 X 10° transformantes/ug de DNA.

b) caracterizacién del vector de clonacidn fUSE 2. Posterior
a la obtencién de las particulas infecciosas del fago fUSE 2 por
medio de su precipitacién con PEG, se realizé un ensayo de

infectividad mezclando bacterias infectadas y normales para
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FIGURA 8. VERIFICACION DE LA PRESENCIA DEL PACTOR ¥* EN LA CEPA E.
coll K91-Kan. Después del proceso de transformacién de las cepas E.
coll K91-Xan y E. coli K802 con 1 ul de DNA RF del fago H13mpl9
(2mg/ml), se verificé la presencia de placas opacas ‘sola en la

primera de ellas. El medio utilizado fue agar LB.
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observar el efecto de amplificacién del fago. Se observé al final
del ensayo en todos los casos investigados Gnicamente la aparicién
de colonias resistentes a Tc sin que llegaran a desarrollarse
placas opacas como en el caso del control positive, a pesar de

. probarse 3 diferentes soluciones del bacteritfago fUSE 2 (figura
9).

La obtencién del DNA RF del fago fUSE 2 por medio del
tratamiento de lisis alcalina, se verificé en la solucion obtenida
por medio de una electroforesis en agarosa (figura 11), para
finalmente determinar su concentracién espectrofotométricamente a
260 nm contra un blanco de agua destilada, siendo &sta de 2.4
ug/ul. El1 DNA asi cuantificado fue utilizado para realizar una
transformacién en la cepa E. coll K91-Kan con el fin de Ilnvestigar
B81 la caracteristica de resistencia al antibi6tico observada por la
infeccién con particulas del fago provenia de la transferencia del
DNA del mismo a la bacteria; esto se verificé al final del
experimento con la aparicién de colonias resistentes a Tc (figura'
10). -

E1l DNA RF dael fago fUSE 2 fue caracterizado iniclialmente al
digerirse por separado con las enzimas de restriccién Eco RI, Bam
HI y Bgl II, origindndose después del tratamientc enzimidtico, una
banda Gnica de aprox. 9.2 Kb de tamafio comparable con la segunda\
banda del control de tamafio lambda Hind III (figura 11).
Posteriormente, al realizarse el patrén de restriccioén
caracteristico del DNA RF del fago fUSE 2 con las enzimas de

restriccién Taq I y Hae III, se verificd la existencia de diversas
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EXSAYO DENSRCTIVINAD

PIGURA 9. ENSAYO DE INFECTIVIDAD DE LA CEPA E. coli X91-Kan.
Después de mezclar soluciones de particulas infecciosas del fago
fUSE 2 provenientes de sobrenadantes de celulas Tc' con cultivos de
la cepa E. coli K91-Ran en fase log, se verificé el desarrollo de
numerosas colonias Tc"en agar LB Tc (20 ug/ml) al cako de 24 hrs.
de incubacién. Los titulos de las soluclones utilizadas fueron: 2

X 10", 3.1 X 10" y 6.8 x 10°.
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FIGURA 10. ENSAYO DE TRANSFORMACION DE LA CEPA E. coli K91-Kan CON
DNA RF DEBL PAGO fUSE 2. Por medio del uso de 1 y 5 ul de DNA RF del
fago fUSE 2 (2.4 ug‘/ml) con el metodo de Nishimura (ver
metodologia), se obtuvieron numerosas colonias Tc’, después de su-

incubacién a 37°C por 24 hrs. en agar LB Tc (20 ug/ml).
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PIGURA 11. CORRIMIENTC ELECTROFORETICO DE DNA EN GEL DE AGAROSBA AL
1%. Digestién enzimatica del DNA RF del fago rUSE 2. Carriles: 1.
Marcador de DNA del fago lambda cortado con la enzima Hind III; 2.
DNA RF del fago fUSE 2; 3. bigestién con la enzima Eco RI; 4.
Digestién con la enzima Bam HI; S. Digestién con la enzima Bgl II.
En las digestiones enzimiticas, se observa la generacién de una
banda de tanmafio similar a la segqunda banda del marcador (9.4 Rbi,
desapareciendo las bandas observadas en el DNA sin digerir (carril

1), a excepcién del carril 4 (posible digestién parcial).
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bandas de tamafios determinados que fueron comparadas con una
prediccién hecha por computadora de los fragmentos resultantes de

la digestién con éstas dos enzimas (figuras 12, 13).

c) obtencién de los insertos y clonacién. E1 DNA cromosomal de
©S. typhi 9, 12 vi:d fue cuantificado espectrofotométricamente,
resultando en una concentracion de 1 mg/ml; una parte de éste fue
aprovechado para los ensayos de sonicacién junto con una solucién
de un DNA lineal del pl&smido pUC 9 digerido c¢on la enzima de
reatriccion Eco RI (1.6 mg/ml). Posterior a la sonicacién de estos
DNA's y a la observacién del tamaio de los fragmentos generados por
la misma en PAGE, se determiné que una disminucién gradual en el
tamafic del DNA era sélamente observada a 50 Watts y que el tamafio
minimo gue se podia obtener era de aprox. 170 pb no importando el
tamafio original del DNA en ensayo; el tiempo minimo requerido para
la obtencién de la reduccién maxima del tamafioc del DNA fue de 8°
minutos (figura 14), y a pesar de gue el tiempo de sonicacién se
aumentd en un 50% mas (12 min. en total), no se observé mayor
reduccién en el tamafic observado.

Al término de la digesti6tn con la nucleasa Bal 31 en los
fragmentos generados por sonicacién y de la posterior observacién
de los fragmentos obtenidos por PAGE, se observé disminucién a
menos de 100 pb en el tamafic de los mismos después de una
incubacién de 3 min. a 37°C con la enzima, no observédndose DNA en .
el corrimiento electroforé&tico a una incubacién mayor en presencia

de la enzima (figura 15).
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445

FIGURA 12. CORRIKIENTO ELECTROFORETICO DE DNA EN GEL DB
POLIACRILAMIDA (PAGE) AL 7.5%. Caracterizacién del DNA RF del fago
fUSE 2, Carriles: 1. Marcador de DNA del plasmido pUC 9 cortado con’
la enzima Taqg I; 2. Pldsmido pUC 9 cortado con la enzima Eco RI
(2.6 Xb); 3. Digestidn enzimdtica del DNA RF fUSE 2 con la enzima
Hae III; 4. Digestién enzimdtica del DNA RF fUSE 2 con la enzima
Tag I; 5. Marcador de DNA del plasmido pUC 9 cortado con la enzima

Hae III.



ANALIBIS DE SITIOB DE RESTRICCION.

Hecho en la secuencia nucleotidica completa del fago fUSE2.

Nimero total de bases: 91

83.

Lista de cortes por enzima.

Ava I
Bam HI
Bgl I
Bgl II
Eco RI
Eco RV
Hae IIX

Hind 1I
Hind III
Sau 3A
Sca I
Taq I

Xba I

5649
2220
6657
1638
6843
7330
1397
6773
6281
5975
1381
7966
6611
336
6603
8459
: 7529

2246
7009
7504

1638
8056

988
6847
8816

Nmero total de cortes:

2555
7145
8205

1713
8100

1127
7401

66

Lista de enzimas por nGmeroc de

Taq I

Hae III
Sau 3A
Hind II
Lista por

Taq I

Hae ITIX

PIGURA 13.

el tamafio
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Xba X1

Bam HI
Hind I
Eco RV

iz

tamafio de fragmentos

: 31
287
1461

69
324

ANALISIS8 DE RESTRICCION DEL DNA FAGO fUSE 2.

920
308
2019
103
352

139
357

106
375

5083 5241
7385 7837
8404
2220 5645
8365 8390
1508 1949
7432 7590
cortes.
1 Bgl II
1 Sca 1
1 Bgl I
1 Ava I
(pb)'.
153 158
381 441
126 136
411 452

5347
8091

5954
8420

2528
7680

183
554

158
658

e

5416
8502

6505

2815
7863

183
579

240
849

6047
8605

7126

4834
8046

Eco RI

244
652

309
1623

86

6398
8957

7423

6295
8199

260
703

324
2528

Se muestra

de los fragmentos resultantes de la digestiédn con las

enzimas de restriccién Taq I y Hae III'.
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1444

736

FIGURA 14. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DNA EN GEL DE
POLIACRILAMIDA (PAGE) AL 12%. Ensayo de sonicacién para DNA y
determinacién de condiciones experimentales. Sonicacién a 50 Watts
de potencia. cCarriles: . Marcador plédsmido pUC 9 Taq I; 2.
pldsmido pUC 9 Eco RI (2.6 Kb); 3-10. Sonicacién plasmido pUC 9 de
1 a 8 min.; 11. DNA cromosomal S. typhi $, 12 Vi:d; 12-19.
sonicacién DNA cromosomal S. typhi 9, 12 Vi:d de 1 a 8 min.; 20.

Marcador pldsmido pUC 9 Hae III.
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ape
Bex
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102

L 14

pb

FIGQURA 15. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DNMA EN GEL DE
POLIACRILANIDA (PAGE) AL 12%. Ensayo de digestién de DNA cromosomal
S. typhi 9, 12 vi:d con la nucleasa Bal 31. Determinaci6n de
condiciones experimentales. Carriles: 1. Marcador plésmido puc 9
Hae III; 2. Digestién Bal 31 1 min.; 3. Digestitn Bal 31 2 min.; 4.

Digestién Bal 31 3 min.; 5. Digestién Bal 31 4 min.
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Finalmente el DNA cromosgmal de S. typhi 9, 12 vi:d asi como
los fragmentos de 2.6 a 3.4 Kb del gel preparativo del DNA
cromosomal de S. typhi digerido con la enzima Bgl II, fueron
sonicados por 8 min. a 50 watts de potencia y digeridos con la
enzima Bal 31 durante 3 min. a 37°C (a excepcién del DNA cromosomal
sonicado).

Posterior a los procesos de reparacién de los fragmentos
corespondientes con el fragmentc Klenow de la DNA polimerasa I de
E. coli y de la creacidn de extremos cohesivos con la enzima Bam HI
después de la ligacién con linkers, se decidid no determinar la
concentracién de DNA de cada uno de los procesos, puesto gue se
contaba con muy poca cantidad de los mismos para tal efecto, ademas
de considerar que la cantidad utilizada para tal determinacién era
significativamente importante para obtener una mayor diversidad del
banco. Los linkers para Bam HI fueron afadidos con 10 veces de
exceso molar (50 pmol) en relacidn a la molaridad supuesta de los
fragmentos reparados (debido a la heterogeneidad de su secuencia).
Asi mismo la ligacién de tales insertos, realizada por duplicado
para cada tipo de inserto, no fue verificada después del proceso de

clonacién.

d) EBlectroporacidn y procesamiento de viriones. Las mezclas de
clonacién realizadas por duplicado para cada tipo de inserto fueron
mezcladas para transformar las células correspondientes por medio
de electroporacién debido a un reducido ndmero de celdas. Después

del proceso de transformacién y de la incubacién correspondiente en
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PIGURA 16. ELECTROPORACION NEZCLA DE LIGACION FAGO fUBE 2 Y
FRAGMENTOS 170 pb DNA CROMOSOMAL TOTAL S. typhi 9, 12 vi:d EN E.
coll MC1061. Después de la correspondiente incubacién en agar LB Tc
(20 ug/ml) Str (100 ug/ml) de las células electroporadas, se
observd crecimiento bacteriano. La electroporacién con DNA RF del
fago fUSE 2, result6é en la aparicién de incontables colonias

bacterianas pequefias (izquierda).
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el medio selectivo adecuado, se observé el crecimiento de colonias
resistentes a Str y Tc en nimerc variable para cada tipo de inserto
(figura 16), pero menor al obtenido con el control positivo (DNA RF
fago fUSE 2), siendo incontables las colonias obtenidas por caja,
por lo que la eficiencia de transformacién no pudo ser calculada.

En la tabla II se muestran los titulos (TU) de los viriones

obtenidos para cada tipo de inserto electroporado.

o)} Bistema de deteccidn,

- Bueros hiperinmunes. Después de 1la obtencidn de suerocs
hiperinmunes de conejo hacia porinas de S. typhi 9, 12 vi:d, el
titulo de anticuerpos antiperinas de los mismos se determiné por un
ensayo de ELISA indirecta, obteniéndose lecturas de 0.3 - 0.5
unidades de absorbancia (figura 17) con 250 ng de porinas en una
dilucién 1::{2,800 de los sueros en ensayo y utilizando conjugado
pol. anti-conejo en una dilucién 1:10000 anteriormente determinada.
Asi mismo se observé un reconocimiento antigénico de estos sueros
hiperinmunes hacia membranas totales de E. coli JM103 en ensayos de
ELISA, obteniéndose similares lecturas de densidad 6ptica para é&ste
antigenoc aun a bajas diluciones del suero en snsayo (figura 17).
Posterior al proceso de adsorcién de estos sueros con membranas
totales de E. coll JM103 con el fin de disminuir la sefial que
aparecia en los ensayos de deteccién anteriores, se observé una
baja considerable en la sefial de reconocimiento hacia membranas de
E. coli JM103 de aprox. un 40-50%, sin perderse la magnitud

original de la seflal cbservada hacia porinas de S. typhi. En base
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8t Suero 1
82: Suero 2
. 2 » 4 ] - ] » 10 ey 32
1.0 o. PP $.01 0.84 o.67 o. 58 Q.98 Q. 40 Q.07 ©. 13 Q.20 O.39
[PEY § 1. 00 0. 97T o.%70 o. 48 O.89% .49 0.9 o.12 Q.13 .28 0.37
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0.9%0 o.29 0.17 o.11 o.0p c.08 .09 0. 02 0.0 0. 04 0.tP 0.13
FIGURA 17. TITULACION SDEROS CONEJO ANTIPORINAB S. typhi. Ag:
Porinas $. typhl 2.5 ng/pozo (A y B), membranas E.coli JM103 250

ng/pozo (C y D),

fago fUSE 2 10% TU/pozo (E). Columnas 1 a 8

dilucibn suero (Suero 1: A, C y E; Suero 2: B y D), 9 y 10 Control

Ag, 11 y 12 Control Ac. Conjugade pol. anticonejo 1:10000.

" oo >
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a la mejor discriminacién en la sefial hacia porinas de S. typhi y
membranas de E. coli, se eligi6é el suero no. 1 para su uso
posterior en los ensayos de deteccién (figura 18). De manera
andloga no se observd originalmente una sefial significativa de los
sueros hiperinmunes pacia particulas infecciosas del fago fUSE 2,
procediéndose de cualquier manera a la adsorcién correspondiente de
los mismos; posteriormente mediante ensayos de ELISA, no se observd
ningdn cambio significativo en la seflal de detecci6n entre los

sueros adsorbidos con el fago y les normales (figuras 18, 19).

Después de la verificaci6bn en la reduccién de sefial de los
sueros con los antigenos anteriormente mencionados, al realizar la
purificacién correspondiente de inmunoglubulinas se observdé una
disminucién considerable de aprox. 3 a 4 veces en la sefial de
reconocimiento hacia membranas de E. coli, manteniéndose sin
variaci6én considerable la sefial hacia porinas de S. typhi (figura
20).

- Biotinaciém. Posterior a la elaboracién del conjugado
avidina-peroxidasa, se procedi6 a verificar su eficacia en el
reconocimiento de biotina en ensayos de deteccisén de ELISA,
verificédndose la sefial mas alta y adecuada cuando é&ste se utilizaba
a diluciones muy bajas (1:10, 1:20) (f_igura 21), pero observindose
una discriminacién suficiente para denotar entre la presencia o no

de biotina en los anticuerpos biotinados anteriormente (figura 22).
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FIGURA 10. ADBORCION BUERO 1 DE CONEJO ANTIPORINAS S. typhl. Ag.:
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coll JM103 250
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FIGURA 19. ADSBORCION SUERO 2 DE CONEJO ANTIPORINAS S. typhl. Ag.:
Porinas S. typhi 250' ng/poze (B), membranas E. coldl JM103 250
ng/pozo (A), fago fUSE 2 10" TU/pozo (C). Columnas 1 a 8 dilucién
suero, 9 y 10 control Ag, 11 y 12 contrel Ac. Conjugado pol.
anticonejo 1:10000.
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FIGURA 20. TXTULACION DE ANTICUERPOS PURIFICADOS DEL SUERO 2 DE
CONEJO ANTIPORINAS S. typhi. Ag.: Porinas S. typhi 250 ng/pozo (A),
membranas E. coll JM103 250 ng/pozo (B), fago fUSE 2 10" TU/pozo
(C). Columnas 1 a 8 dilucién suero, 9 y 10 control Ag, 11 y 12

control Ac. Conjugado pol. anticonejo 1:10000.
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FIGURA 21. EVALUACION DEL CONJUGADO AVIDINA-PEROXIDASA. Columnas 1

a 8 Ag biotina (ug/ml 100 ul/pozo: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12,

1.56,

Renglones A a H dilucidn (1:X) de prueba del conjugado:
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9 y 10 control Ag;

10,
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- Beléccién (biopanning) y deteccidn inmunolégica de las
.alonna rocombinantes. Posterior a é&ste procedimiento y a 1la
amplificacién de un econtrol negativo en la primera ronda de
seleccién por é&sta técnica (fage fUSE 2 no recombinantes), se
observé posterior amplificacién de los 3 eluidos provenientes de
los fagos recuperados de la electroporacién asi como del control
negativo, situacién que no se presentd cuando el procedimiento se
realizé nueva.mente con los fagos amplificados de la primera
seleccién. Los titulos correspondientes a cada una de las
amplificaciones se muestran en la Tabla III.

Al realizarse la prueba de Dot-ELISA en colonia en las clonas
obtenidas de 1la electroporacién, se detectd el desarrollo de
manchas intensas en un gran nimero de las colonias investigadas en
las 3 muestras provenientes de cada una de las clonaciones, a
diferencia del control negativo (E. coli MC1061 transformada con
DNA RF fago fUSE 2) en el cual no se observd desarrollo de manchas
coloridas después del proceso de revelado (figura 23, 24). En las .
muestras bacterianas (E. coll K91-Xan) provenientes de la primera
geleccidn (biopanning), también se observS desarrollo de manchas en
gran nimero de ceolonias con una intensidad comnparable a las de la
electroporacién, con la diferencia de gue el control negativo
también desarroll6 manchas casi de la misma intensidad (figura 25).

Finalmente, al realizar las pruebas de ELISA correspondientes
a detectar sefiales de reconocimiento antigénico en las particulas
infecciosas de los bancos chtenidos del fago fUSE 2 por parte de-

los anticuerpos antiporinas de S. typhi, se observé tal
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ELECTROPORACION. No. colonlas (ail) TU/ml
BANCO 1 95 (10°'%) 9.5 X 10%
BANCO 2 78 (10%) 7.8 % 10"
BANCO 3 14 (10) 1.4 x.20"

PRINSR BIOPANNING

BANCO 1 14 (10'%) 1.4 X 109
BRNCO 2 50 (10°9) 5.0 x 10V
BRNCO 3 65 (10°%) 6.5 X 10"

B8BAUNDC BIOPANNING

BANCO 1 22 (107') 2.2 X 109
BANCO 2’ 50 (10°1?) 5.0 X 10%
BANCO 3 15 (10°%) 1.5 X 10%

TABLA No. 1X. TITULOS DE PARTICULAS INFECCIOSBAS DE FAGO fUSE
2 CORREBPONDIENTES A CADA UNO DE LOS BANCOS EPITOPICOS8 DE S. typhi
9, 12 vi:d OBTENIDOS. Banco 1. DNA cromosomal sonicado; Banco 2.
Regién 2.6 a 3.4 Kb sonicado; Banco 3. Regién 2.6 a 3.4 Kb sonicado
digestién Bal 31; dil. pilucién del ensayo de titulaci6n; volGmen

total por pozo (titulacién): 100 ul (ver metodolegia).
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¥IGURA 23, Dot-ELISA EN COLONIA DE MUEBSTRA DE ELECTROPORACION DEL
BANCO 1 (Sonicacién DNA cromosomal) total) y 2 (Sonicacién regién
2.6 a 3.4 Kb) DE EPITOPOS DE S. typhi 9, 12 Vi:d BN E. coli MC1061.
En el centro de la fotografia se muestra un control negativo de
colonias de E. coli MC1061 Tc" transformadas con fago fUSE 2 no

recomblnante.



102

PIGURA 24. Dot-ELISA BN COLONIA DE MUESTRA DE ELECTROPORACION DEL
BANCC 3 DE EPITOPOS (Bonicacién y digestién Bal 31 regidén 2.6 a 3.4
Kb) DE S. typhi 9, 12 Vi:d BN E. coll MC1061. El control positivo

se tomd de un cultivo en fase log de S, typhi 9, 12 vi:d en caldo

minimo A.



103

PIGURA 25. Dot-ELISA EN COLONIA DE HUESTRA DE AMPLIFICACION DEL
PRIMER AISLAMIENTO (BIOPANNING) DEL BANCO 2 DX EPITOPOS DE S. typhi
9, 12 vi:d EN E. coll X91-Kan. Se muestra un control negativo
(izquierda) de colonias E. coli K91-Kan Tc" Kan" infectadas con

fago fUSE 2 y un control positivo (centro) de §. typhi 9, 12 vi:d.
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reconocimiento después de que c¢ada uno de los bancos obtenidos
pasaba por las selecciones realizadas (biopanning) a pesar de que
el no. de particulas infecciosas se mantuvo constante en todos los
pozos, verificindose tambié&n una gran diferencia entre la densidad
éptica de tales bancos y el control negativo (fago fUSE 2) (figuras
26-28). Posterior a la verificacién de sefal positiva para los
fagos obtenidos, sge calculé la cantidad aproximada de fagos
racombinantes diferentes contenidos en dichas soluciones (tabla

ITI).
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FIGURA 27. PRIMERA SELECCION (BImeING). ENSBAYO DE DETECCION DB
FAGOS fUBE 2 RECOMBINANTES CON ANTICUERPOS ANTIPORINAB DE S. typhi.
Ag.: Porinas §. typhl 250 ng/pozo (A), fago fUSE 2 10" TU/pozo (B),
bance 1 (C), 2 (D), 3 (E). Columnas 1 a 8 dilucién sueroc, 9 y 10

controel Ag, 11 y 12 control Ac. Conjugado anticonejo 1:10000.
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FIGURA 28. SEGUNDA SELECCION (BIOPANNING). ENBAYO DE DETECCION DE
FAGOS fUSE 2 RECOMBINANTES CON ANTICUERPOS ANTIPORINAB DE S. typhi.
Ag.: Porinas S. typhi 250 ng/pozo {A), fago fUSE 2 10" TU/pozo (B),
banco 1 (C), 2 (D), 3 (E). Columnas 1 a 8 dilucién suera, 9 y 10
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m o a



108

TABLA IIX. CALCULO DEL TAMANO DE LOS BANCOBS ORTENIDOS (46).

In (1-x/y)

no. de fagos recombinantes

tamano del inserto

tamafio del genoma

=« prob. de contener secuencia particular de DNA

En base a la f6rmula, los valores sustituidos y obtenidos para

T X Z
[

cada uno de los bancos son:
a) BANCO 1 (DNA cromoscmal total sonicado).
X = 170 pb Yy = 4,1 X 10° pb (ref 92) N=1.1 X 10°
b) BANCO 2 (Regién 2.6 a 3.4 Kb sonicado).
X = 170 pb y = 2600 pﬁ N = 68
‘ y = 3400 pb N = 90
c) BANCO 3 (Regién 2.6 a 3.4 Kb sonicado digesti&dn Bal 31).
X = 100 pb ¥y = 2600 pb N = 1.1 X 10?
Yy = 3400 pb N =1.5 X 10?

Para todos los casos p = 0.99.
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Se ha descrito que los. fagos filamentosos son capaces de
infectar sélamente cepas que poseen el factor F por medio de su
adsorcién al pelo sexual sintetizado por las mismas (31, 110). En
.nuestro caso la cepa utilizada para obtener los fagos filamentosos
de interés fue FE. coll K91-Kan; mediante los experimentos
realizados para determinar sus caracteristicas de crecimiento en
medios de cultivo selectivos y diferenciales, se encontréd gque en
éstos Gltimos (Mackonkey, Verde brillante y EMB), no existié cambio
en el aspecte normal de los medics de cultivo después de la
respectiva incubacién; ésto fue indicativo de que dicha cepa no era
capaz de acidificar el-medio de cultivo debido a que no es capaz de
utilizar 1la 1lactosa existente en el mismo (lac’), con 1la
consecuente no observacién de cambios en el vire de los indicadores
de los medios. Al observarse qgue dicha cepa es resistente a la
accién inhibitoria de crecimiento de compuestos tales como sales
biliares y colorantes (eosina, azul de metileno y cristal violeta}),
se comprobd que pertenecfia al grupo de las Gram, lo cual fue
comprobado con la tincién correspondiente (67). Asi mismo, con la
verificacién de resistencia a la accién de Kan, se comprob8 que a
diferencia de la cepa E. coli K91 (125), ésta cepa presentaba una
mutacién importante en el gene responsable de la codificacién de la
enzima beta-galactosidasa y que dicha mutacién conferfa 1la
resistencia al antibiético. Con estos datos pudimos comprobar que
el genotipov de dicha cepa coincidia con el reportado anteriormente
(101).

La presencia de placas opacas caracteristicas de fagos que-
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producen retardamientoe en la velocidad de crecimiento bacterianc
después de la transformacién de dicha cepa con DNA RF del fago
M13mp19, indicaba que las bacterias circundantes & vecinas a las
transformadas c¢on este DNA, fueron infectadas con particulas
infecciosas completas del mismo por medio de su adsorcién a
proteinas de superficie bacteriana reconocidas por 1los fagos
(factor sexual & pelo sexual), produciendo una zona de crecimiento -
bacteriano disminuido (placas); con ello se comprobd que la cepa-
era susceptible de infecci6n por cualquier otro fago filamentoso
que necesitara de la presencia del pelo sexual para su infeccién
¢31, 110). AsI mismo se comprob6 gue cepas bacterianas que no
poseen el factor F como E. coli K802 (137), son resistentes a la
infeccién con tales fagos, ya que no se observé la presencia de
placas opacas sino de wun cesped después del proceso de
transformacién.

La presencia de colonias resistentes a Tc después del ensayo
de infectividad realizado, verifict la presencia en la solucién
proveniente de la precipitacién con PEG, de una entidad capaz de
transmitir a cepas F* la propiedad de resistencia al antibiético, .
comparado con el control de células sin infectar que aun seguian
siendo sensibles ail mismo y que por lo tanto no se observaba
crecimiento alguno en el medio selectivo. La aparicién de gran
cantidad de colonias resistentes a Té fue sugerente de que la
entidad que transmitia 1la resistencia al antibiético, podia
reproducirse e infectar bacterias vecinas, pero con la

caracteristica de producir colonias bacterianas y no placas (125,
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143) como en el caso del fago M13mpl9. Mediante 1la observacién’
: subsequente de gue el DNA extracromosomal extraide de las bacterias
infectadas era capaz de transformar a la cepa E. coli K91-Kan
confiriéndole resistencia a Tc con la verifigacién de la aparicién
de colonias en el medio selectivo, se comprob6 gque la entidad
responsable de é&ste efecto era un fago, ya que tanto soluciones
concentradas del mismo {provenientes de sobrenadantes de
infecciones y amplificaciones} como el DNA extracromosomal obtenido
de bacterias resistentes a Tc, conferian resistencia bacteriana al
antibiético. La posterior cbservacion de precipitacién con PEG de
sobrenadantes provenientes de crecimiento en caldo de cultivo de
bacterias Tc", verificd la existencia de particulas infecclosas.
En cuanto al vector de clonacidn, la generacién de una banda
Gnica de aprox. 9.2 Kb con las enzimas de restriccién Eco RI, Bam
HI y Bgl IT {ndicaron que existe un sitio tGnico de corte para éstas
enzimas en dicho DNA y que ademas se encontraba en forma circular,
ya que desaparecia la serie de bandas que se observaban en el DNA
RF del propio vector. En dado caso que el DNA hubiese sido lineal
(como en el casc del fago lambda), habrian aparecido minimo 2
bandas en el corrimiento electroforético, caso que no se observé.
El tamafio de la banda observada después de la digestién enzimatica
es coincidente con el tamafio reportado para los vectores fUSE 1, 2
y 3, ademas de la existencia de un sitio inico de restriccién para:
la enzima Bgl II existente sélamente en el fago fUSE 2 (101).
El ensayo de caracterizacién descartd también la posibilidad

de existencia de material genético extracromosomal propio de la
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bacteria que pudiese conferir resistencia a Tc, mediante la
" transferencia por otros fenbmenos como conjugacién (128) a partir
de posibles bacterias contaminantes, De haber existido éstas
entidades en la cepa bacteriana, éstas hubiesen sido extraidas
junto con el DNA RF del fago y exhibido bandas de diferentes
tamafios a la banda observada en el corrimiento electroforético
después da la digestién enzimitica correspondiente. Debido a los
resultados obsorvados podemos decir que la cepa de donde se obtuvo
el DNA RF del fago (E. coli K21-Kan) originaimente no posee
material gen&tico extracromosomal que provea de resistencia a Tc;
sin embargo, debido al tipo de tratamiento litico (116} para la
obtencién del DNA RF del fago fUSE 2, no podemos asegurar gue el
factor sexual (F) no se encuentre en plasmido Yy gue debido al
tratamiento para recuperacién de plasmidos pequefios, haya sido
destruido (94.5 Kb de tamafio) (92). Esta dltima consideracién-
podria ser comprobada con el uso de otras té&cnicas (116, 122) pero
debido a la observaci6tn de que la cepa siguié conservando 1la
propiedad de ser infectada por fagos filamentosos a pesar de
mantenerse por periodos largos en medio de cultivo rico y en fases
estacionarias (116), fue sugerenté de que la cepa E. coli K91~Kan
poselia &l factor F en el DNA cromosomal (Hfr) (125).

La digestién enzimitica subsecuente del DNA obtenido con
enzimas gue cortan en un sitio ge reconocimiento de 4 pb (Taq I y
Hae IlI), did origen a -\ma serie de bandas de tamafios variables que
coincidieron (en el caso de Hae III) con casi todas las bandas

esperadas en la prediceién (figuras 12, 13). En el caso particular.



114
de la digestién con la enzima Taqg I, se verificdé la existencia de
bandas de un tamafio mayor a 2.6 Kb y de una serie de bandas de
diversos tamafios simulando una especie de "ascalera",
distinguiéndose la existencia de una banda de 2 Kb y otra de 1.4 Kb
aprox. coincidentes con los fragmentos esperados. La existencia'de
ésta serle de bandas indica que la digestién del DNA RF del fago
con la enzima Tag I, no fue completa sino parcial, generando la
serie de fragmentos de tamafios diversos que se observaron en el gel-
correspondiente (figura 12). Muy posiblemente este efecto se debi6
a una falta de actividad enzimatica inherente en la preparacién
comercial de la enzima, o bien a la existencia de impurezas en la
sol. del DNA digerido. Creemos que la existencia de bandas de
tamafioe no coincidentes entre la prediccién y el corrimiento
electroforé'tico c¢orrespondiente, se debe a gue la secuencia
nucleotidica del vector construida en nuestro laboratorio no es
exacta a la secuencia real existente en el fago fUSE 2. Asi mismo,
ia secuenciacién experimental de dicho vector podrfa ser de mayor
valor para una identificacién mas exacta del mismo, peroc debido a
.los resultados arrojados por la primera digestién enzimatica.
(figura 11), fue concluyente de que los sitios de clonacién Gnicos
coincidian con los reportados por Zacher en el vector fd-tet (140),
y por consiguiente con el vector fUSE 2.

Los ensayos de sonicacién realizados en dos DNA's no
relacionados y de tamafios muy diferentes, resultaron en 1la
" reduccién en la misma magnitud del tamafio original hasta llegar aun

limite de 170 pb; ésto fue indicativo de gue el rompimiento del DNA
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por éste método fue completamente al azar y de que la forma (lineal
o circular) o el tamafio del DNA no son factores predisponentes para
la generacién de fragmentos de determinado tamaifo. Por lo observado
an el corrimiento electreoforético (figura 14), con el uso de
potencias minimas obtuvimos una reduccién gradual en el tamafio, a
diferencia de potenclas mayores en las que no se observs dicho
efecto. Esto fue sugerente de gue a mayor potencia de sonicacién se
generaba una mayor heterogeneidad en el tamafio de los fragmentos
obtenidos, asi como un mayor dafio en el DNA. En cuanto al efecto de
rasistencia de los fragmentos pequefios (170 pb) al rompimiento por
sonicacién subsecuente, se ha reportado que la sonicacién infcial
ocurre rdpldamente hasta llegar a un limite en donde los fragmentos
pequefios son resistentes a la sonicacién, variando &ste en relacién
directa a la potencia o amplitud utilizada en la misma (29). En
cuanto a este respecto consideramos que el uso de potencias mayores
para una reduccién mayor de los fragmentos serifa infructuosa y
generaria heterogeneidad importante en los fragmentos resultantes.

Después de la verificacidén de la reduccién del tamafio de los
fragmentos obtenidos por sonicacién por medio de la nucleasa Bal
31, se observé una desaparicién completa de los fragmentos después
de 3 minutos de digestién. La decisién de digerir les tragmentos
bajo las condiciones descritas radica en é&sta observacidén, ya que
la deteccion del tamafic de 1los fragmentos generados era
materialmente imposible. Muy posiblemente la no deteccién se deba‘
a la ripida generaclién de fragmentos mucho mas pequefios con

extremos o tallos de cadena sencilla de variable niamerc de
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nuclebdtidos de largo en un 80~90%, a diferencia de la generacidén en
solo un 10% de fragmentos mas pequefios pero de extremos rasurados,
sabiendo gue la enzima degrada a una velocidad aproximada de 10
pb/min. de cada uno de los extremos de la doble cadena (116).
Tomande en cuenta gque un alto porcentaje de los fragmentos
generados peoseen extremos de una sola cadena, posiblemente eso
repercutlé en una menor incorporacién de bromuro de etidio con la
subsecuente pérdida de fluorescencia en el momento del revelado. En
base a estas observaciones, eos posible generar por medio de
sonicacién y digestién posterlor con la endonucleasa Bal 31, la
reduccién al azar de menos de 100 pb de cualquier DNA, a
comparacién de log tamafios (100-300) gque se han reportado
anteriormente (48, 127); aun asi, bajo nuestras condiciones de
trabajo fue imposible detectar el tamafio de 1los fragmentos
generados mas allé de los 3 minutos de incubacién con la enzima.
Creemos gque el uso de nucleasas tales como la DNAsa I (5) o 1la
propia Bal 31, reducirén aun mis el tamafio de los fragmentos
deseados generando una gran diversidad de éstos, siempre y cuando
se cuenten con métodos de detecci6én mas sensibles para 1la
determinacién del tamafio de los mismos,.

L.a reparacién de los extremos de los fragmentos generados por
los procesos de reduccién, se llevé a cabo para crear extremos
rasurados gue posteriormente serian ligados a oligonuclebtidos
sintéticos. Se ha mencionado que los procesos de reparacién de los
fragmentos generados provocan un aislamiento mas eficiente de DNA's

del tamafio requerido por medio de corrimientos electroforéticos a
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comparacién de aislamientos de gran nGmero de clopas (116), aunado
a gue é&ste proceso restaura la integridad de los fragmeﬁtos para su
posterior «clonacién a 1los vectores de interés haciéndolos
salectivos para su ligacién a los linkers respectivos por medio del
uso de la polinucleétido cinasa del fago T,. Debido a la gran
diversidad de fraamentos que fueron obtenidos, no era posible
verificar el tamatio real de éstos a través de una electroforesis
después de la reparaci6n, ya que esto implicaba el usoc de grandes
cantidades de muestra para poder visualizarlos. En un intento por
obtener la méxima diversidad posible de fragmentos due-
posteriormente serian clonados en el fago fUSE 2, aumentamos 1la
probabilidad de éxito en la reparacién por medio de la elaboracién
de 3 mezclas de reaccién (que posteriormente fueron mezcladas) y
decidimoes no verificar que el proceso se habia llevado a cabo.

Como podemos observar en la figura 7, la fase de lectura del
gene IXI estd alterada en los vectores fUSE 1, fUSE 3 y fUSE 5, mas
no asi en el fUSE 2, lo cual explica que su capacidad infecciosa
sea exdctamente la misma al fago f1 (127) y que los insertos gue
sean introducidos en el sitio de restriccién Bgl II tengan que ser
los adecuados para que la fase de lectura del gene III se conserve,
permitiende la completa transcripci6én del mismo y la consecuente
produccién de fagos infecciosos. Debido a que la digestién del DNA
del fago fUSE 2 en el sitio de clonacién genera extremos cohesivos,
era necesario realizar ligaciones de los fragmentos reparados con
oligonucle6tidos sintéticos que codificaran para sitios Unicos de

restriccion (linkers), con €l fin de gue la estructura general de
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los insertos fuera generada como lo muestra la figura 29. En éste
caso, al elegirse linkers de 8, 10 y 12 miembros para la enzima de
restriccién Bam HI y ligados al azar a los fragmentos reparados,
asequramos la generacién de fragmentos que restablecieran la fase
de lectura adecuada en el momento de ser clonados en el gene III
del vector y ademas, de dque los extremos cohesivos, compatibles
entre si (22), provocaran la generacidén de un sitio nuevo de
restriccién gue delimitara al inserto (Sau 3A) con la subsecuente
desaparicién de los dos sitios originales (Bam HI y Bgl II) en la
clona generada. La adicidén de un exceso de linkers no fosforilades
a los fragmentos reparados y fosforilados, permitié la adicién de
sblamente un linker por c¢ada extremo del fragmento (116), sin
permitir 1la unién entre moléculas del mismo. Esta estrategia
permitir& en trabajos subsecuentes, la caracterizacién del DNA de
los fagos recombinantes, siendo estos resistentes a la accién de la
digestién enzimatica con la enzima Bgl II.

En forma an8lcocga al proceso de reparacién de los fragmentos,
el proceso de ligacién de linkers, la subsecuente digestién de
&stos con la enzima de restriccién correspondiente y su posterior
ligacién al vector de clonacién digerido, no fueron verificadas por
las razones anteriormente expuestas, ademas de considerar que
después de cada proceso de ligacidn tenia que realizarse una
precipitacién del DNA generado con etanol y sal, proceso en el cual
se pierden cantidades determinadas del mismo (111).

Debido a gque los procesos de transformacién bacteriana de la

cepa E. coli K91-Kan con el fago M13mpl9 daba rendimientos muy
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FIGURA 29. EBTRUCTURA GEWERAL DE LOS INSERTOS EN EL FAGO fUSBf 2, La
estructura mostrada corresponde a los insertos que son capaces de
conservar la fase de lectura adecuada en el gene III, produciendo

fagos infecciosos.
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bajos, se decidi6 utilizar métodos mas eficientes come 1la
electroporacién (36) para asegurarnos que un alto porcentaje del
DNA obtenido del proceso de clonacién fuera introducido a 1la
bacteria; ademas de gue no conociamos las cantidades de DNA
existentes en la solucién y mucho menos el porcentaje gque se habia
ligado con éxito a los fragmentos de interés. Después de la
obtencién de colénias resistentes a Tc, se observé gqgue la cantidad
de transformantes obtenidos con DNA del fago fUSE 2 cuantificado,
elev6 en mas de 1000 veces su nimero en comparacidn con el método
de PEG (95), con lo cual se verificé que un alto porcentaje del DNA
adicionado en el ensayo, fue introducido a la bacteria. Con 1la
obtenciédn de transformantes Tc” con las muestras de ligacién del
vector con los diversos fragmentos, se confirmd que existia DNA en’
cada una de las soluciones y gue éste conferia resistencia
bacteriana a Te, lo que fue fuertemente sugerente de que cada una
de las colonias existentes en el medio selectivo estaba infectada
con particulas infecciosas del fagoe fUSE 2, pero siendo no
confirmatorio de gque cada una de las ¢olonias representara una
clona recombinante.

Los suercs hiperinmunes obtenidos de los animales de
experimentacion después de su inoculacién con porinas de S. typhi
9, 12 vi:d, exhibieron altos titulos de anticuerpos en contra de
éstas, ya que aun en diluclones muy altas de suero, &ste aun seguia
reconociendoe a porinas; esto demostrd gque el esgquema de-
inmunizacién es adecuado para obtener titulos altes de anticuerpos.

Segtn las lecturas observadas en el reconocimiento de 1los
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anticuerpos hacia membranas totales de E. coll JM103, existia un
reconocimiento casi idéntico por parte de los sueros hiperinmunes
aun en diluciones altas de los mismos. Estos resultados eran de
espaerarse, ya que s¢ ha encontrado que existe gran similitud entre
la secuencia peptidica entre las porinas OmpC de S. typhi 9, 12
vi:d y de E. colld en un 79% (107), y a sabiendas que estos genes
muy probablemente provienen de un antecesor comn (74) es
predecible que otras porinas sean simllares entre si. A pesar de
que las adsorciones realizadas en los suercus disminuyeron en gran
medida la sefial hacia membranas de E. coll con la perfecta
discriminacién entre los dos antigenos, é&sta aun segula
persistiendo. En estae sentido, se han encontrado regiones d&itamente
conservadas entre las porinas OmpC de 8. typhi y E. coli (107) y
muy posiblemente entre porinas todavia no aisladas de s. typhi y
otras ya determinadas de E. coli, ocasionando que el reconocimiento
antigénico de &stas por anticuerpos dirigides hacla porinas de s.
typhl, sea similar para las porinas de los dos generos bacterianos
sdlamente en regiones conservadas entre las dos protefnas. Con la
disminucién de la seflal hacia E. coll y la conservacién de la misma
hacia porinas de S. typhi después de la adsorcién correspondiente,
fue muy sugerente de que existen anticuerpos dirigidos hacia
regiones especificas y Unicas en las porinas de S. typhi que no se
encuentran en las de E. coli. Perfiles de hidrofobicidad atiles
para proteinas de membrana, se han realizado para las porinas OmpC
de las dos especlies, encontréndose 7 regiones variables entre las

mismas (107). En suma, Ccreemos que la sefal dirigida hacia
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proteinas de membrana de E. coli por anticuerpos antiporinas de s.
typhi de conejo, tenderé a desaparecer conforme se vayan realizando
més adsorciones de los sueros en cuestién.

La sefial de reconocimiento antigénico hacia proteinas de 1la
cépside del fago fUSE 2 por parte de los sueros hiperinmunes anti--
porinas de $. typhi 9, 12 Vi:d no fue importante, ni siquiera a
bajas diluciones de los mismos y aun antes de llevarse a cabo la
adsorcién correspondiente del suero; ésto indicé que no existen
regiones proteicas similares entre las proteinas capsidicas del
fago y las porinas de S. typhi. Asi mismo, fue indicativo de que el
suero policlcnal de conejo antiporinas de S. typhi adsorbido, era
capaz de discriminar perfectamente entre proteinas capsidicas del
fago, proteinas de membrana de E. c¢oli y su antigeno
correspondiente, teniende mucho mayor especificidad hacia éste
dltimo.

Al realizarse los ensayos de deteccién de ELISA para porinas.
de S. typhi y membranas de E. coli con los anticuerpos purificados,
se verificé una disminuci6ébn importante de la sefial anteriormente
observada hacia proteinas de E. coli, incluso a diluciones de 1:800
de gammaglobulinas 1la sefial 1llegaba a ser insignificante,
manteniéndose casi constante la sefial para porinas de S. typhi con
un aumento de la dilucién de los anticuerpos de ensayo. Con estos
resultados, fue evidente de que los componentes totales del suero
provocaban un aumentoc de la seflal real de 1los anticuerpos
adsorbidos hacia proteinas de E. coli cuando los ensayos se

realizaban con el suero hiperinmune. Al purificar y concentrar los
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anticuerpos existentes en tal suero, dichos componentes al ser
separados no podian enmascarar la seflal en la prueba de deteccién,
causando la subsecuente disminucién de ésta y la perfecta
discriminacién de los anticuerpos entre protelinas de membrana de E.
colf y porinas de s. typhi 9, 12 vi:d.

Por medio de la utilizacién de conjugados avidina-percxidasa,
verificamos que el proceso de biotinacién de los anticuerpos
purificados se habla llevade a cabo, a pesar de gque la
concentraci6én utilizada del conjugado fue muy alta para poder
detectar la sefial (1:10)}; ésto fue indicativo de gue el proceso de
obtenci6n del conjugado no es muy bueno, ya que al necesitarse
altas cantidades del mismo se verifica que el proceso no permite un
alto porcentaje de unién entre las dos moléculas, quedando la gran
mayoria de cada una de ellas libre en solucién. A pesar de que el
rendimiento en la obtencién del conjugado fue muy baje, la dilucidén
utilizada del misme para la deteccidn fue suficiente para
discriminar perfectamente la existencia de biotina unida a 1los
anticuerpos purificades (figura 22). Se ha reportado en protecolos
anteriores que con el uso de Biotina-SS~-NHS en anticuerpos IgG,
resulta en la conjugacién de 6 moléculas Qe biotina por cada
molécula de anticuerpo, representandoc un 45% de incorporacién del
agente bilotinante (127); en éste caso tendriamos gue utilizar
conjugados avidina-peroxidasa comerciales con titulos determinados
para poder establecer el porcentaje de incorporacién de biotina a
los anticuerpos purificados, pero debido a que la sefal

discriminatoria del conjugado fue suficiente para comprobar la
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biotinacién de dichos anticuerpos, ésto no se realizé. ’
Mediante el empleo del "biopanning", fuimos capaces de separar
de toda una poblacién de fagos resultantes de la electroporacién,
fagos recombinantes a epitopos de porinas de §. typhi por medio de
su captura través de anticuerpos de conejo antiporinas de §. typhi
9, 12 vi:d. Por medio de la observacién de que particulas
infecciosas de fago fUSE 2 podian ser amplificadas a partir de los
eluldos derivados del biopanning, nos dimos cuenta que a pesar de
gue los lavados fueron exaustivos, los anticuerpos podian retener
y reconocer a las particulas infecciosas por si mismos, lo gque fue
sugerente de gue los fagos se unian con una gran afinidad al
anticuerpo (25) y gue por lo tanto no era facil separarlos del
soporte por métodos mecdnicos. Al mismo tiempo esto indicé que los
fagos recuperados de la electroporacién poselan proteinas no
propias que les permitian ser reconocidos por anticuerpos dirigidos
contra porinas de S. typhi, y partiendo de la observacién de que
estos anticuerpos no reconocian proteinas capsidicas del fago fUSE
2 ni tampoco protefnas de membrana de E. coli, fue indicativo de
que existian poblaciones de.faqos que expresaban fragmentos de
porinas de S. typhi 9, 12 Vi:d en su c&pside. Estas observacicnes
conyevan a la conclusién de que los insertos clonados en estos
fagos no cambiaron la fase de lectura del gene III produciendo
fagos infecciosos y que ademds, fueron reconocidos por los
anticuerpos correspondientes (119); se sabe que no necesariamente
los insertos que restauran o conservan la fase de lectura del gene

1I1I codifican para proteinas con significado inmunolégicc, a pesar
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de provenir de la fuente de interés (101). Asi mismo cabe 1la
posibilidad de que algunas clonas generadas en 1los procesocs
realizados, contuvieran insertos que afectaran la funcién de la
proteina III, generando fagos afectados en su capacidad de
ensamblaje ¥y por lo tanto no viables; a é&ste respecto se sabe gque
insertos que contienen dominios de anclaje a la membrana u otros
segnentos hidrofébicos (Leu-Ala-Lau-Val) pueden detener la
transferancia de la protefna III a la membrana de la bacteria
infectada, provocando que &stas proteinas no sean toleradas por la
bacteria con su consecuente transformacién a proteinas secretorias
(27) .

Con estas observaciones nos dimos cuenta que tanto los
procesos de reparacién de los fragmentos obtenidos por sonicaciédn,
como la ligacién a linkers y la respectiva clonacién al fago fUSE-
2 se habian llevado a cabo con éxito, y gque la transformacién
bacteriana de la cepa receptora (E. coll MC1061) pox
electroporacién, es el método m&s indicado para obtener el maximo
posible de clonas recombinantes.

La observacién de la amplificacién del fago fUSE 2 no
recombinante después de realizar el primer biopanning con una
solucién de blogueo que contenia 29 mg/ml de albGmina (101), fue
indicativo de que existia unién inespecifica de éstas particulas al
soporte; posteriormente al decidir bajar la concentracién de
proteina en la sol. de blogueo y realizar otra ensayo de seleccién
{biopanning), observamos que el efecto desaparecia por completo.

Creemos que en nuestro caso, altas concentraciones de proteina
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favorecen la unién inespecifica de estos fagos al soporte con la
subsecuente amplificacién de los mismos y la dilucién de la
poblaciéﬂ recombinante de interés. A medida que se realizaban
subsecuentes procesos de seleccién con los eluidos gue se generaban
en el proceso anterior, se observaba un aumento considerable en la
gsefal de deteccién inmunolodgica; esto fue indicativo de gque los
fagos selecclonados sufrian un enriquecimiento considerable sobre
los fagos no recombinantes en cada ocasién que se realizaba
seleccidén con ellos. Estos resultados concuerdan con el hecho de
que la poblacién de fagos obtenida del biopanning al ser sujetos a
posteriores selecciones por 1la misma técnica, sufren un
enriguecimiento posterior de aprox. 1000 veces mds, dependiendo del
no. de ensayo realizado, en las poblaciones que contienen 1los
epitopos reconocidos por los respectivos anticuerpos utilizados en
la seleccién {101, 127), ademds de reducir la posible pérdida de
clonas no comunes (101).

Los resultados arrojados por el PDot-ELISA en bacteriasv
transformadas con fagos provenientes de la electroporacién y del
primer biopanning, indicaron la presencia de clonas recombinantes
del fago filaméntoso fUSE 2 dentro de las colonias bacterianas.
Esta prueba fue capaz de detectar la presencia de proteinas
recombinantes de los fagos en la parte externa de las colonias
bacterianas, lo que fue sugerente gue las proteinas recombinantes
estaban enclavadas en la superficie bacteriana (20) y que muy
posiblemente se tratara de la proteina pIil. Para el caso de la

deteccién en la cepa E. coli K91-Ran infectada con los fagos del
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primer biopanning, se observé la aparici6n de sefial en el control
infectado con fagos no recombinantes. A pesar de esto, la seflal fue
menor a las observadas con las muestras de los bancos, pero no fue
lo. suficientemente discriminatoria para diferenciar entre las
colonias infectadas con fagos recomblnantes y no recombinantes. Muy
posiblemente este fenomeno se deba a que los anticuerpos utilizades
necesitan adsorberse con protefnas de esta cepa bacteriana para
eliminar la sefilal observada; éste caso no fue detectado para la
dépa E. coll MC1061 infectada con los fagos recombinantes por medio
de electroporacidn,

La detecclén de sefiales positivas hacia porinas de S. typhi 9,
12 Vi:d en el ensayo de ELISA, son una prueba confirmatoria de que
existen fragmentos de gran diversidad de porinas de s. typhi en los
fagos filamentesos ailslados, puesto que los anticuerpos de conejo
utilizados son policlonales y son capaces de reconocer gran
cantidad de epitopos diferentes. Sabiendo gque los anticuerpos
utilizados para la deteccién de las clonas recombinantes fueron
obtenidos después de inmunizaciones subsecuentes del antigeno en
animales de experimentaci6én, la gran cantidad de anticuerpos
encontrada y la gran afinidad por el antifgeno, corresponde a una
estimulaci6n importante de células del sistema inmune involucradas
en la sintesis de los mismes. Se sabe que é&stas células son
linfocitos B y que en el momento en que un antigeno es reconocido
por los marcadores de superficie de los mismos, después de que
estos han sido estimulados previamente produciendo anticuerpos de

baja afinidad y células de memoria en una respuesta primaria, se
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producen anticuerpos de alta afinidad dirigidos contra el antigeno
en cuestién (respuesta secundaria) (102}. En base a estas
consideraciones y a la observacién de que los fagos recombinantes
obtenidos son reconocidos por anticuerpos de alta afinidad hacia
porinas de S. typhi 9, 12 vi:d, damos por hecho de que existen
epitopos de la porina OmpC de &sta bacteria que son reconocidos por
linfocitos B. Debido a que ciertos epitopos de deterninados
antigenos son procesados por las células B para posteriormente ser
presentados en asociaclién con el complejo nmayoxr de
histocompatibilidad a células T liberando factores solubles Gtiles
para la estimulacién de otras células, creemos que en el banco
obtenido existen epitopos que sufren ésta transformacién para
posteriormente ser presentados a células T (102); sin embargo, 1la
sola verificacién de que los epitopos encontrados en los fagos son
reconocidos 'por anticuerpos especificos contra porinas, no es
sugarente de gque esto sea completamente cierto. Asi mismo no
podemos descartar la posibilidad de que en €l banco existan
epitopos reconocidos por diversas subpoblaciones de células T,
hasta que no se logre el aislamiento de los mismos por 1la
implementacién de otras técnicas.

En base al tamafio de los fragmentos insertados en el fago fUSE:
2, podemos decir que el tamafioc de los péptidos expresados en la
cipside del viri6n es de aprox. 30 a 50 aminodcidos y que el no. de
fagos recombinantes en los bancos obtenidos existen en cantidades
considerables (46). Asi mismo creemos que podria existir m&s de un

solo epitopo en cada uno de los fragmentos peptidicos expresadoes,
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presentando también gran diversidad en la conformacifn espacial de
los mismos y que muy posiblemente existan regiones inmunodominantes
de la proteina que son mas frecuentemente reconocidas por los
anticuerpos (6).

Asumimos el hecho de que posiblemente no solo existan
fragmentos proteicos exclusivamente de la proteina OmpC, sino de
otras proteinas gque fuercn reconocidas por é&stos anticuerpos, ya
que en el caso de los 3 bancos obtenidos con fragmentos diferentes,
existen reglones aun no secuenciadas y desconocidas en cuanto a las
proteinas gque codifican, a 1la funcién que realizan y a su
localizacién tanto en la bacteria como en el DNA cromoscmal. Lo gue
es concluyente en éste respecto es gque los fagos obtenidos del’
banco derivado de la regién de 3 Kb, fueron reconocidos por
anticuerpos especificos dirigidos contra porinas de S. typhi, y que
un alto porcentaje de ellos posee aepitopos de la proteina OmpC,
puesto que el gene que codiflca para ésta se encuentra en la regidn
de la cual se generaron los fragmentos que fueron clonados en el
fago fUSE 2. Hasta que no se localicen los genes codificantes para
el resto de las porinas que pudiese contener S. typhi 9, 12 vi:d en
el propio DNA cromosomal bacteriano, no podemos afirmar que los
fagos aislados por los anticuerpos antiporinas de conejo posean
epitopos de otras proteinas porinas diferentes a OompC.

En base a estas consideraciones creemos que los bancos de-
epltopos de §. typhi 2, 12 vi:d obtenldos serdn importantes para
aislar péptidos y caracterizar epitopos de gran cantidad de

proteinas con el uso de gran variedad de anticuerpos,
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prinecipalmente de origen humano {mapeo), realizar ensayos inmunes
para . investigar su capacidad inmunogénica en animales de
experimentacién, su uso como agentes especificos de diagnéstico
contra ésta enfermedad y la muy alta posibilidad de utilizar el DNA
de estos péptidos como sondas para aislar genes de gran importancia
a nivel inmunolégico (vacunas).

ﬁn 1gs Gltimos afios se ha remarcado la importancia de 1la
respuesta celular en contra de parasitos intracelulares como S.
typhi (35), y la posibilidad de aislar y caracterizar epitopos
rgconocidos por células inmunes efectoras y moduladoras (cé&lulas T)
para desencadenar una respuesta mas especifica y adecuada hacia
éstas especies patégenas (8§9). Sz ha visto en estudios con ratones,
que el sistema de 1los fagos filamentosos de fusién puede ser
utilizado para el mapeo y aislamiento de esta clase de epitopos, ya
que se ha encontrado que la proteina del gene III del fago f1 no
contiene epitopo alguno que pueda ser reconocido por células T
(28).

El uso de los fagos filamentosos de fusién como vectores de
expresién adecuados para la identificacién, caracterizaciétn y
aislamiento de proteinas de interés inmunoldgico estd empezando a
tener un gran auge, pudiendo llegar a utilizarse en un futuro como
vehiculos importantes para vacunas, sobre todo para la prevencidén

de enfermedades intestinales de dificil erradicacién.
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a) Se cbtuvieron bancos de epitopes de 68 a 1.1 X 10° particulas
infecciosas diferentes de la proteina de membrana externa OmpC de
S. typhi 9, 12 vi:d en el fago filamentoso de €fusién fUSE 2,
conteniendo determinantes antigénicos reconocides por linfocitos B
de conejo, expresados en la capside del viri6n y reconocidos por
anticuerpos policlonales del mismo animal dirigidos especificamente
hacia porinas de S. typhi 9, 12 vi:d en ensayos de deteccidn
inmunolégica (Dot-ELISA y ELISA).

b) Es posible obtener gran cantidad de fragmentos pequefios y de
gran diversidad de cualquier DNA menores a 100 pb de tamafio por
medioc de ensayos de sonicacién y de digestién posterior con enzimas

nucleasas sin lmportar la forma y el tamafio del DNA en cuestién.

©) La senal de reconocimiento antigénico hacia proteinas de la
capside del fago fUSE 2 por parte de los sueros hiperinmunes anti-
porinas de S. typhd ¢, 12 vi:d, indica gque no existen regiones
proteicas similares entre las proteinas capsidicas del fago y las’

porinas de S, typhi.

d) La té&cnica de selecci6n de fagos recombinantes (blopanning), es
capaz de separar Yy enriguecer de toda una poblacién, las clonas
recombinantes a epitopos de porinas de S. typhi por medioc de

uniones de alta afinidad a los anticuerpos correspondlentes.

@) El sistema de expresién de los fagos filamentosos de fusién,
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permite la insercién de fragmentos pequefios y de gran diversidad de
cualquier DNA menores a 100 pb de tamafio en el gene III sin
importar una separacién y caracterizacién previa de los mismos,
permitiendo la expresién de estructuras peptidicas de interés

inmunolégico.
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