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RESUMEN

Neisseria meningitidis es el principal agente etioldgico de la meningitis a nivel mundial
y nacional. La falta de una vacuna apropiada contra el meningococo tipo B ha
impulsado el estudio de proteinas, con la finalidad de obtener una vacuna eficiente.
Entre éstas, se escogio TbpB y PorA, ya que ambas inducen anticuerpos bactericidas.

Existe amplia informacion sobre utilizacion de cepas atenuadas de Salmonella para
inducir una respuesta inmune eficiente contra antigenos heterdlogos recombinantes,
generando respuestas celular y humoral, deseables en una vacuna oral viva. Nuestro
interés radicd en expresar los antigenos ThpB y PorA en la cepa vacuna Salmonella
typhimurium 4550, con la finalidad de evaluar, en un modelo murino, la utilidad de
éstos para el desarrollo de una vacuna oral viva contra N. meningitidis. Para la
expresion de los genes heterdlogos en Salmonella se utilizé un sistema plasmidial dual
letal balanceado.

La expresion de los antigenos fordneos en cultivos de Salmonella se demostré por
Western blot. Se seleccionaron los clones recombinantes mas eficientes de S.
typhimurium 4550 y con ellos se inmunizaron ratones BALB/c por via oral. Se tomaron
muestras de sangre, heces y saliva y se determind, mediante ELISA, los niveles séricos
de IgG e IgA en heces y saliva. Estos estudios también fueron utiles para estimar la
eficiencia de colonizacién de organos por la cepa vacuna. Finalmente, se realizaron
ensayos bactericidas utilizando sueros de los ratones inmunizados demostrandose la
existencia de una actividad significativa. Los datos sugieren que ThpB puede ser mejor
antigeno que PorA, para el desarrollo de una vacuna oral viva contra N. meningitidis al

considerar su potencial en la induccion de anticuerpos bactericidas.



SUMMARY

N. meningitidis is the main etiological agent causing meningitis locally and
worldwide. Since an appropriate vaccine against meningococcus B is not available,
research has been focused on proteins with immuno-protective properties, with the
purpose of designing an efficient vaccine. Among these proteins we selected ThpB and
PorA, since both induce bactericidal antibodies when applied intraperitoneally.

Extensive Salmonella literature supports the use of attenuated strains to induce an
efficient immune response when recombinant antigens are expressed, generating
cellular and humoral responses, both desirables in oral live vaccine. Thus, we expressed
the TbpB and PorA antigens in the vaccine strain Salmonella typhimurium 4550, and
evaluated, on a murine model, the immuno-protective capabilities of these antigens for
the development of an oral live vaccine against N. meningitidis. Antigen expression was
obtained using a dual plasmid lethal balanced system.

The expression of the antigens was demostrated by Western blot, and the clones
with higher expression were selected and used for immunization of BALB/c mice by oral
via. Blood, feces and saliva samples were taken, and the level of IgG in the sera and
IgA in feces and saliva were determined by means of ELISA. Also, these studies were
useful to estimate the organ colonization efficiency of the vaccine strain. In addition,
bactericidal tests were carried out using sera from immunized mice and a significant
activity against N. meningitidis was detected.According to the results, based on the
bactericidal activities it is suggested that TbpB can be a better candidate than PorA for

its use in the development of an oral live vaccine against N. meningitidis.



2. INTRODUCCION

2.1 Informacion general.

La meningitis corresponde a la inflamacién de las membranas que rodean y
protegen al sistema nervioso central. Las secuelas de esta enfermedad debido al dafio
cerebral varian desde pequefias alteraciones a severas disfunciones, sin dejar de lado
un importante indice de mortalidad.

Se conoce una variada gama de agentes etiol0gicos responsables de este cuadro.
Entre los agentes bacterianos mas importantes se encuentran Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis. Esta ultima bacteria
puede causar bacteremia, meningitis, o septicemia fulminante en una proporcion
pequefia de portadores, con elevadas tasas de mortalidad y morbilidad, debido
principalmente a que es el Unico agente etiologico capaz de llevar esta patologia a
niveles epidémicos.

A nivel nacional representa anualmente mas de 300 casos, presentando un indice
de mortalidad similar, incluso a veces superior a la tasa mundial (Castillo et al., 1994).

N. meningitidis es un diplococo aerobio Gram negativo y parasito humano
exclusivo. Forma parte de la flora bacteriana normal en las mucosas de la nasofaringe,
detectandose su presencia entre un 5 a 10% de la poblacién sana, con la mas alta
frecuencia de portadores en adolescentes y adultos jovenes. Su medio de ingreso es a
través de las vias aéreas altas. La bacteria induce la patogenia al colonizar las
meninges Yy el liquido céfalo-raquideo. Ya instalada en ese ambiente, el microorganismo

inicia un crecimiento que no puede ser controlado por la respuesta inmune y su



erradicacion se ve dificultada por el acceso restringido de los antimicrobianos a las
regiones colonizadas y por los mecanismos de patogenicidad que posee. Esto ultimo se
explica en parte por la gran variabilidad genética de esta especie, describiéndose cepas
prevalentes en ciertas regiones en el mundo.

Los distintos serogrupos de N. meningitidis (13 a la fecha) se clasifican de
acuerdo a la variacion serologica del polisacarido capsular, y en este contexto el 90%
de los casos de enfermedad meningococal se deben a los serogrupos A, B y C,
mientras que los casos restantes son causados principalmente por los serogrupos W-
135 e Y. La serotipificacion se refiere al reconocimiento de determinados epitopos o
regiones variables (VRs) de la proteina de membrana externa clase 1 Ompl (también
denominada PorA) y la subtipificacion se refiere a la presencia mutuamente excluyente
de las proteinas OMP 2 u OMP3 en la membrana externa (Hart y Rogers, 1993;
Tappero J. et al., 1999). Asi, una bacteria clasificada como B:15:P1.3, indica serogrupo
B, serotipo 15 y subtipo P1.3. Este sistema de clasificacion, basado en la reactividad
frente a anticuerpos monoclonales (Mabs), tiene sus limitaciones ya que existen cepas,
llamadas no tipificables, para cuyos tipos y subtipos no existe aun un monoclonal
reactivo. De hecho, en Chile estdn tomando importancia epidemioldgica varias cepas no
tipificables como las B:4:NT y B:NT:NT, entre otras. Segun registros recientes del
Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) en muestras de liquido cefaloraquideo de
nifos menores de 15 afios, las cepas tipificadas como B15:P1.3 en el afio 2001 fueron
un 53% y B4:NT (2,22%), de un total de 180 casos registrados, Comparativamente,
en el aflo 2002 se registré un 41,6% para B15:P1.3, y un 5.6% para B4:NT, de un total

de 125 casos registrados de N. meningitidis.



Actualmente, se cuenta con vacunas capsulares tetravalentes de eficacia
razonable, basadas en mezcla de extractos de capsula, provenientes de los serogrupos
A, C, W-135, e Y (Reingold et al., 1985; Rosenstein et al., 1998). Pero, con respecto al
meningococo serogrupo B, no existe vacuna disponible, ya que este polisacarido es
poco inmunogéenico en humanos, por lo que es ineficaz para inducir una respuesta
inmune protectora en seres humanos de cualquier edad. Esto se explica debido a que
la capsula de N. meningitidis del grupo B, contiene un homopolimero del acido a(2-8) N-
acetil-neuroaminico, de composicion quimica similar a las cadenas cortas del acido
neuroaminico que se encuentra en distintas glicoproteinas presentes durante el
desarrollo embrionario humano (Finne et al., 1983; Azmi et al., 1995). Esta similitud
estructural  explicaria la escasa respuesta inmune contra este grupo, ya que
probablemente los clones de linfocitos capaces de responder frente al polisacarido del
grupo B desaparecen del organismo por la seleccién clonal negativa (Von Boehmer y
Kisielow, 1990). ). Dados los antecedentes antes comentados es de especial interés el
disefio y obtencion de una vacuna eficaz contra el serogrupo B de este patdégeno.

Los resultados antes mencionados han llevado al estudio de proteinas de
membrana externa (OMPs) de N. meningitidis, para evaluar su capacidad de inducir una
respuesta antigénica de caracter bactericida. Se han realizado distintas experiencias
con vacunas de diverso disefio y composicion, ninguna de las cuales ha demostrado
ser eficaz ya sea por la insuficiente cobertura sobre la poblacion general, o escasa
proteccion en nifios menores de cinco afos, grupo sensible a la enfermedad (Bjune et
al., 1991; Rosengvist et al., 1991; Sierra et al., 1991, Zollinger et al., 1991; De Moraes

etal., 1992).



El interés de esta tesis se ha centrado en el uso de las OMPs (TbpB y PorA) como
antigenos a expresar en una vacuna oral viva y cuyas caracteristicas se discuten a

continuacion.

2.2. Proteina de membrana externa PorA (Omp1l).

Es uno de los constituyentes mayoritarios de la membrana externa de N.
meningitidis, con un peso molecular de 42 kDa, siendo capaz de formar un poro
hidrofilico para el paso de moléculas catidnicas de pequefio tamafio. Se presenta
organizada en trimeros, con una conformacion de hoja B-plegada. Su estructura
secundaria se representa con 8 asas externas, de las cuales, la #1 y la # 4 poseen una
alta variabilidad de secuencia aminoacidica (y por definicion corresponden a las
regiones variables VR1 y VR2).

Las regiones expuestas de PorA de N. meninigitidis correspondientes a las
regiones variables VR1 y VR2 son reconocidas por algunos de los anticuerpos
monoclonales utilizados en la subtipificacién de las cepas.

PorA es capaz de inducir una fuerte respuesta inmunolégica en humanos
(Poolman et al., 1983; Frasch et al., 1985) y se ha demostrado que la respuesta inmune
humoral inducida por esta proteina en ratones infantes presenta un caracter bactericida
aun mayor que los inducidos por el LPS y las OMPs clase 2 y 3 (Saukkonen et al.,
1987).

Asi, PorA ha sido considerada en la mayoria de los disefios de vacunas, siendo
atractiva como componente para el uso como antigeno heterélogo a expresar en una

vacuna viva de Salmonella entérica.



2.3. Subunidad menor (TbpB) del complejo responsable de la unién de
transferrina.

El hierro es un requerimiento esencial para todos los organismos y en particular
para la expresion de virulencia de los microorganismos patdégenos. Consecuentemente,
la capacidad del patdogeno para capturar la transferrina circulante en el hospedero y
secuestrar el hierro de esta fuente constituye una ventaja para la colonizacion
bacteriana. Los niveles de hierro libre son limitados en el suero humano, por la unién
no-covalente de éste a transferrina, siendo la adquisicion del hierro de ésta coincidente
con la patogenicidad de N. meningitidis (Boulton et al., 1999).

La proteina que une transferrina es un complejo formado por la asociacion
estrecha de las subunidades TbhpA (98 kDa) y TbpB (rango entre 65-90 kDa). Este
receptor se encarga de la captacion de transferrina, induciendo cambios
conformacionales en ella, provocando la liberacion del hierro, el cual es incorporado a la
bacteria (Pintor et al.,, 1993). Esta proteina ha centrado la atencion de muchos
investigadores y ha generado varios estudios sobre su capacidad inmunogénica
(Ala’Aldeen et al., 1996).

TbpA posee una estructura tipo porina conformada por hojas B-plegada, TbpB
parece estar anclada mas débilmente a la membrana externa, sin presentar estructuras
de transmembrana. Esta asociacién heterodimérica es la responsable de la formacion
de un complejo proteico eficiente para la captacion de transferrina y del hierro, una vez
que el patdgeno ha entrado al torrente sanguineo, pasando a condiciones de

crecimiento anaerdbicas.



Se han detectado anticuerpos en sueros de pacientes con buena respuesta
inmunologica contra TbpB, pero escasa o nula contra TbpA (Ala’Aldeen et al., 1994).
Segun mediciones en conejos y ratones, ThpB seria responsable del efecto protector de
los anticuerpos dirigidos al complejo (Lissolo et al., 1995). La obtencion reciente de
mutantes para cada una de las proteinas, confiere una mayor importancia para TbpB en
la fisiologia bacteriana, siendo indispensable para la supervivencia del patégeno (Pintor
et al., 1998).

Todos estos antecedentes sefialan a TbpB como uno de los mas seguros

candidatos para el desarrollo de una vacuna contra meningitis.

2.4. Disefio de vacunas.

Se han utilizado como antigenos mezclas que contienen componentes externos
derivados de la capsula y mezclas de OMPs y otras proteinas de elevado peso
molecular. Es el caso de los modelos de la vacuna cubana y la vacuna estadounidense,
las cuales han sido probadas, en el norte de Chile (Zollinger et al., 1991), Cuba (Sierra
et al., 1991) y Brasil (De Moraes et al., 1992). No se han obtenido buenos resultados
debido a una proteccion insuficiente. Un enfoque diferente es el disefio de la vacuna
noruega, que utiliza vesiculas de membrana externa (OMVs) (Bjune et al., 1991,
Rosengvist et al., 1991). Esta vacuna genera una respuesta inmune de escasa reaccion
cruzada.

Estas vacunas se basan en las cepas predominantes en un determinado pais, y
por ello pueden ofrecer escasa proteccion contra las cepas prevalentes en otro, como

se demostré con el uso de la vacuna cubana en Brasil (De Moraes et al., 1992). Por



esto, es de suma importancia considerar en el desarrollo de una vacuna, el uso de
antigenos obtenidos a partir de cepas locales caracteristicas. Otra alternativa es la
deteccidn de antigenos que corresponden a estructuras conservadas en las distintas
cepas de N. meningitidis para el desarrollo de una vacuna de uso universal.

Un disefio atractivo de vacuna es la utilizacion de bacterias vivas atenuadas como
vectores de vacunacion oral, recurriendo a cepas atenuadas de Salmonella como
presentadora de antigenos heterologos. Este enfoque ha sido considerado en el dltimo
tiempo (Hopkins et al., 1995; Fagan et al., 1997; Garcia de la Guarda, 1998). Estas
cepas vacunas, han generado respuesta inmune tanto contra sus propios componentes,
como contra los antigenos heter6logos que portan, inclusive al utilizar vias de
administracion distintas de la gastrointestinal (Hopkins et al., 1995). Los antigenos han
sido clonados en vectores de expresion del tipo plasmidial, los cuales han sido
incorporados y mantenidos en la cepa portadora por medio de marcadores metabdlicos
(Galan et al., 1990; Cardenas y Clements, 1993).

Una vez desarrolladas estas vacunas, se obtendria una ventaja desde el punto de
vista de control epidemiolégico, como también desde el punto de vista econdémico,
aspectos relacionados con las ventajas proporcionadas por su producciéon masiva,

distribucion y almacenaje.



2.5. Inmunidad mucosal.

Las superficies mucosales son los sitios primarios de interaccion entre el
organismo y el medio ambiente, y se protegen de los patdgenos por mecanismos no
especificos, tales como la produccion de mucus, el cual forma una barrera fisica, y
sustancias tales como lisozima, lactoferrina y lactoperoxido, el cual mata o inhibe la
replicacion de los micro-organismos. El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT)
protege a la mucosa de agresiones exdgenas discriminando a los antigenos dafiinos,
microorganismos comensales y a los patdégenos peligrosos. La respuesta inmune
mucosal generalmente se inicia en sitios inductivos mucosales tal como las placas de
Peyer, en el tejido linfoide gastrointestinal (GALT) y en sitios equivalentes en el tejido
linforeticular asociado a la via nasal (NALT) en la cavidad orofaringea. La induccion de
mecanismos inmunes locales especificos del MALT se realiza en forma efectiva con la
aplicacion directa de una vacuna a las superficies mucosales, obteniendo una
respuesta inmune celular y/o humoral (Dietrich et al., 2003).

El exitoso inicio de una inmunizacién mucosal ha sido identificado segun Cripps et
al., (2001) bajo los siguientes criterios: 1) Efectiva entrega del antigeno al sitio de
induccion. 2) Intensificacion de la respuesta inmune mucosal por el uso de cepas
vacunas vivas atenuadas, sistema de entrega de antigenos mejorada, o inmuno-
modeladores de la respuesta mucosal tales como enterotoxinas bacterianas y
citoquinas, y (3) Opcion de una ruta de inmunizacion apropiada para inducir respuesta

protectora en el sitio mucosal deseado y preferentemente sistémico.



2.6. Mutantes atenuados de Salmonella como cepas vacuna.

Con el fin de seleccionar la respuesta inmune mas eficaz, se han desarrollado
distintas vacunas para la administracion oral. Estas incluyen vacunas bacterianas contra
el colera, la fiebre tifoidea y vacunas virales contra la polio y mas recientemente, contra
el rotavirus (Barnes et al., 2002). De especial interés son las vacunas orales vivas
contra patégenos bacterianos entéricos. Estas vacunas imitan la infeccion natural y la
capacidad que tienen de propagarse y colonizar el intestino permitiéndoles permanecer
alli por un tiempo prolongado. La ruta oral de administraciéon permite la introduccion
directa de antigenos a sitios inductivos del GALT y ademas produce respuesta inmune
humoral local y sistémica. Las ventajas de las vacunas vivas atenuadas incluyen la
marcada expresion de antigenos, los cuales son Unicamente producidos bajo
condiciones in vivo y las propiedades de expresion dependen fuertemente de encontrar
un balance adecuado entre la atenuacion de la bacteria y su inmunogenicidad para
producir una vacuna eficaz y segura. Por estas razones, muy pocas vacunas orales
vivas estan actualmente registradas para su comercializacion.

Cepas atenuadas de Salmonella entérica han resultado ser eficientes vectores
bacterianos vivos que inducen una fuerte inmunidad mucosal, humoral y celular (Emoto
et al., 1992; Tacket et al., 1997). La eficacia de estas cepas como vacunas eficientes en
ninos y adultos fue demostrada inicialmente usando una cepa quimicamente
mutagenizada denominada Salmonella entérica serovar Typhi Ty2la (Germanier,
1984; Wahdam et al., 1984). Esta cepa fue desarrollada en los '70 proveniente de la
cepa S. entérica serovar Typhi Ty2. Las mutaciones incluyen, entre varias otras, una

inactivacion del gen galE (el cual codifica UDP-galactosa-4-epimerasa, involucrada en



la sintesis del lipopolisacéarido) y la incapacidad de expresar el polisacéarido Vi. Mientras
no todas las mutaciones son responsables de la atenuacion, el fenotipo atenuado esta
caracterizado, lo que hace a Ty2la segura y bien tolerada (Levine et al, 1990). Sin
embargo, la posibilidad de obtener revertantes virulentos de esta cepa a causa de la
existencia de mutaciones puntuales ha limitado su aplicacion.

La cepa vacuna Salmonella entérica serovar Typhi Ty21a se encuentra disponible
en dos formas comerciales, como vacuna liofilizada en capsulas recubiertas resistentes
a la acidez y como formulacion liquida, consistente de 2 “sachets”, uno que contiene la
vacuna liofilizada y el otro que contiene un tampdn bicarbonato para neutralizar la
acidez estomacal; ambas formulaciones son suministradas en 3 dosis (entre 2 y 10 x10°
bacterias vivas) y se la encuentra en el mercado farmaceutico con el nombre de
VIVOTIF®. Se la utiliza como vacuna oral atenuada contra fiebre tifoidea, aunque sin
mucho éxito en nuestro pais por la naturaleza de nuestra poblacion, la cual ha estado
en contacto inmunoldgico con el microorganismo durante largo tiempo.

Varios investigadores han desarrollado diversas cepas atenuadas de Salmonella
entérica en las cuales se han incorporado mutaciones bien definidas dentro del
cromosoma (Hone et al., 1991), generando de esta manera cepas no virulentas,
capaces de inducir una fuerte respuesta inmune después de una administracién oral
(Tacket et al.,1997). Otra de las ventajas que presenta este tipo de vacunas son su
seguridad, facil administracion, protecciébn duradera y la ausencia de reacciones
adversas, en comparacioén con las antiguas vacunas tifoideas consistentes en células

enteras inactivadas (Levine, 1988).



Un problema existente cuando se desea obtener respuesta inmune contra
antigenos heterdlogos es la inestabilidad del plasmido portador del antigeno y el
requerimiento de determinantes de resistencia a antibioticos para su continua seleccion.
Nakayama et al. (1988) desarrollaron un método genético denominado “sistema letal
balanceado” mediante el cual se construyé una cepa de Salmonella entérica serovar
Typhimurium atenuada, con una delecion en el gen asd. Este gen codifica la aspartato
semialdehido deshidrogenasa, una enzima de la via biosintética del &cido
diaminopimélico (DAP) y otros aminoacidos. DAP es indispensable para la construccion
de la pared celular de la bacteria y su ausencia induce lisis celular. EI gen asd se
inserta en el plasmido que porta el antigeno heterélogo, complementando asi la
deficiencia de la bacteria hospedera. Puesto que los tejidos animales carecen de DAP,
solamente sobrevivira la poblacion de bacterias que porta el plasmido, asegurandose
de esta manera la expresion del antigeno heterdlogo y su presentacion al GALT. En
este sistema de Nakayama se utiliz6 el gen asd de Streptococcus mutans.
Posteriormente, Galan et al. (1990), clonaron el gen asd de S. entérica serovar
Typhimurium, el cual complementa mas eficientemente la deficiencia de las cepas 4asd,
aun en plasmidos de bajo numero de copias. Asi, el gen asd, actia como un eficiente
marcador metabdlico de seleccion.

Esta tesis tiene como objetivo estudiar, mediante experimentacion en ratones, la
capacidad de diversos antigenos de N. meningitidis expresados en cepas atenuadas
de S. entérica serovar Typhimurium, de inducir respuesta inmune protectora. Con esta
evaluacion preliminar en la respuesta frente a determinados antigenos, sera posible

proponer a futuro el desarrollo de una vacuna oral viva basada en S. entérica serovar



Typhi para uso humano. En el presente trabajo de tesis se realizara este tipo de estudio
en un modelo murino, con dos antigenos de cepas relevantes de N. meningitidis en
Chile: PorA y TbpB. Estos antigenos seran expresados utilizando el gen asd mediante
un sistema de doble plasmido, inducible por temperatura (Harokopakis et al., 1997).
Uno de ellos (el de la familia de vectores pET) portara el gen de N. meningitidis, bajo el
control del promotor de la RNA polimerasa del fago T7, y el gen asd como marcador de
seleccidon; mientras que el segundo plasmido, pGP1-2, aportara la RNA polimerasa del
fago T7, necesaria para la transcripcion de los genes de N. meningitidis, siendo este
gen termoinducible. Como cepa vacuna, se utilizara Salmonella entérica serovar
Typhimurium #4550, una mutante Aasd, que es atenuada en su virulencia por otras dos
deleciones, una en el gen cya (adenil ciclasa) y otra en el gen crp (receptor del cAMP),

(Curtiss, comunicacion personal; Curtiss y Kelly, 1987).



2.7. Hipotesis.

La manipulacion de una cepa vacuna de S. entérica serovar Typhimurium 4550
que expresa los antigenos TbpB y PorA de N. meningitidis en forma plasmidial y bajo
promotores inducibles, es capaz de inducir una respuesta mucosal y sérica contra estos

antigenos usando el ratbn como modelo experimental.

2.8. Objetivos.
2.8.1. Objetivo general.

Evaluar la capacidad de los antigenos TbpB y PorA de N. meningitidis,
expresados en una cepa vacuna de S. entérica serovar Typhimurium y4550, para
inducir anticuerpos séricos y a nivel de mucosa en ratones inmunizados a fin de
determinar su utilidad para el desarrollo de una vacuna oral contra la infeccion por N.

meningitidis.

2.8.2. Objetivos especificos.
1. Optimizacion del vector plasmidial para la expresion de los antigenos foraneos:

1.1. Promotor Inducible por T°, sistema dual letal balanceado.

1.2. Transformacién de la cepa vacuna %4550 con los genes tbpB y porA de N.
meningitidis y evaluacion comparativa de los niveles de expresion de estos
genes en cultivos in vitro.

2. Seleccion de la cepa vacuna:
2.1. Capacidad de expresion de los genes tbpB y porA en la cepa vacuna S.

entérica serovar Typhimurium x4550.



2.2. Estudios de expresion de los genes tbpB y porA en S. entérica
serovar Typhimurium x4550.ya inoculados en ratén, durante el periédo de
colonizacion.
2.3. Ensayos de induccion de anticuerpos IgG e IgA en ratones inmunizados con
la cepa vacuna.
3. Ensayos bactericidas:
3.1. Capacidad bactericida de los genes tbpB y porA de N. meningitidis en la cepa

vacuna S. entérica serovar Typhimurium y4550.



3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Materiales.
3.1.1. Material biolégico.

3.1.1.1. Cepas bacterianas.

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

Cepa Genotipo relevante

Escherichia coli DH5a F’lendAl hsdR17 (r, m¢") ginV44 thi-1 recAl gyrA (Nal")
relAl A(laclzYA-argF)U169 deoR (¢80 LacZAM15) (1)

E. coli IM109 (DES3) endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (r«” mk) relAl supE44
A(lac” proAB) [F'traD36 proAB lacl® ZAM15] A(DE3) (1)

E. coli y 6212 ¢80d lacZAM15 deoR A(lacZYA-argF)U169 supE44 )

gyrA96 (Nal') recAlrelAl endAl Aasd A4 Azhf-2::Tn 10
hsdR17 (R"MY) (1)

Salmonella entérica var. leu hsdL galE trpD2 rpsL120 (Str') AasdAl A[zhf-4 ::Tn10]
Typhimurium y 3730 metE551 metA22 hsdSA hsdSB ilv (2)

S. entérica var. gyrA1816 (Nal) AasdAl A[zhf-4::Tn10] Acrp-1 Acya-1 (2)
Typhimurium y 4550

(1) Cepario Laboratorio Bioquimica, Pontificia Universidad Catolica de Chile.
(2) Gentilmente cedida por el Dr. Roy Curtiss Il (Washington University, USA).



3.1.1.2. Animales de experimentacion.
Ratones BALBI/c libres de patdgenos, hembras de 8 a 12 semanas, procedentes

del Bioterio de la Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

3.1.1.3. Vectores y plasmidos.
Se utilizaron los siguientes vectores: pET21a (NOVAGEN) y pGP1-2 disponibles

en el Laboratorio de Bioquimica de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.

3.1.2. Reactivos.

Los reactivos utilizados se obtuvieron de los siguientes proveedores:

- Becton Dickinson, Industrias Quirargicas Ltda, Brasil: jeringas desechables de 1
ml, 15x5 25 G 5/8.

- Bio-Rad Laboratories Inc., Melville, NY, USA: 4-cloro-a-naftol; persulfato de
amonio; anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa de rdbano; cubetas de
electroporacion de 0,2 cm de distancia entre electrodos.

- Boehringer Mannheim Gmbh, Alemania: IPTG; enzimas de restriccion y sus
soluciones amortiguadoras.

- Calbiochem, La Jolla, Ca, USA: p-nitrofenil fosfato sal disodica.

- Difco Lab. Ditroit, Ml, USA: extracto de levadura, triptona pancreatica digerida de
caseina, agar SS, agar soya-triptona, agar cerebro-corazén.

- Gibco BRL, Maryland, USA: enzimas de restriccion y sus soluciones

amortiguadoras, Tag DNA polimerasa y su amortiguador, estandar de peso



molecular DNA A -Hind Ill, estandar de peso molecular 1kb y 100 pb ladder, SDS,
agar-agar.

Merck, Darmstadt, Alemania: etanol, alcohol isoamilico, acido acético glacial,
cloroformo, isopropanol, hidréxido de sodio, acido clorhidrico fumante 37%, acido
sulftrico, TEMED, dietiléter, dietanolamina, peréxido de hidrégeno 30%, acido orto-
fosforico 85%, fosfato de potasio, fosfato de potasio hidratado, fosfato de sodio
monohidratado, fosfato de sodio dihidratado, carbonato de sodio anhidro, carbonato
de sodio monohidratado, cloruro de sodio, cloruro de potasio, metanol.

Nalge Nunc, International, Denmark: placas Inmuno-Nunc de superficie plana poli-
adsorbida.

New England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA: marcador de proteinas pretefido
rango amplio (2-212 kDa).

Nipro Corp., Osaka, Japan: sonda orogastrica 25G x %" T.W. (0,5 x 19mm).

Oxoid Ltda., Basingstoke, Hampshire, England: Agar MacConkey N°3

Polaroid Corporation, MA, USA: peliculas tipo 667.

QIAGEN, Valencia, CA, USA: “QIAGEN plasmid midi kit”".

Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania: papel de nitrocelulosa de 0,45 pum.

Sigma Chemicals Co., St Louis, USA: anti-IlgG de ratdon conjugado a fosfatasa
alcalina, anti-IgA de raton conjugado a fosfatasa alcalina, Trizma-base, agarosa.
EDTA, acrilamida, bisacrilamida, ampicilina, kanamicina, estreptomicina, acido
nalidixico, aceite mineral, azida de sodio, azul de bromofenol, azul de Coomasie R-

250, B-mercaptoetanol, bromuro de etidio, cloruro de calcio, glicerol, glicina, cloruro



de magnesio, sulfato de magnesio, acetato de potasio, RNAsa A, Tween-20, BSA,
acido diamino pimélico (DAP), cloruro de carbamilcolina (carbacol),

- Whatman International Ltd., Maidstone, England: filtros N°1 y papel SMM.

- Winkler, Ltda, Stgo, Chile: fenol saturado basico, marcador pretefiido de proteinas

rango amplio (20-120 kDa).

3.1.3. Medios de cultivo y soluciones.

Agar Luria.

Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 gl
NacCl 5 g/l
Agar-Agar 15 g/l

Disolver en agua destilada y esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 min.

Caldo Luria.

Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
NacCl 5 g/l

Disolver en agua destilada y esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 min.



Agar MacConkey.
Afadir 51,5 g a un litro de agua destilada. Llevar a ebullicion hasta disolucion completa.

Esterilizar en autoclave a 120°C por 20 min.

Agar SS.
Afadir 60 g a un litro de agua destilada y hervir cuidadosamente por so6lo 2-3 min para

disolver completamente. No autoclavar.

Agar cerebro-corazon.
Disolver 37 gr a un litro de agua destilada de infusién cerebro-corazon, agregar 15 gr

de agar-agar y esterillizar en autoclave por 20 min a 120°C.

Agar Soya-Triptona.

Disolver 40 gr en un litro de agua destilada, calentar agitando frecuentemente y hervir
durante 1 min para disolver completamente el polvo. Esterilizar en autoclave por 20 min
a 120°C. Para la preparacion de placas de sangre, afadir 5-10% sangre sin fibrina al

medio estéril que ha sido enfriado a 45-50°C.



3.1.4. Antibiéticos.

Se utilizaron las siguientes soluciones de antibidticos con las concentraciones

finales indicadas para placas de agar o en medios de cultivo liquido:

Concentracion final de

Antibidtico Solucién trabajo
Ampicilina 100 mg/ml 80 6 100 pg/mi
25 mg/ml 25 6 50 pg/ml
Tetraciclina
Kanamicina 50 mg/ml 50 pg/mi
Acido Nalidixico 20 mg/ml 20 pg/ml
50 mg/ml 50 ug/mi

Estreptomicina

Con la excepcion de tetraciclina y é&cido nalidixico, todos los antibidticos se

prepararon como soluciones acuosas y se esterilizaron por filtracién en filtros Millipore

de 0,22 um. La tetraciclina se disolvié en 100% etanol (solucion primaria) y en 50% de

etanol (solucion de trabajo). El acido nalidixico se disolvié en una solucion de NaOH

0,01 N.




3.2. Metodos.
3.2.1. Almacenamiento y cultivo de las cepas bacterianas.

Las condiciones normales de crecimiento de las cepas de E. coli fueron en caldo
Luria a 37°C con agitacion durante toda la noche (250 rpm). Las cepas transformadas
con los plasmidos recombinantes se crecieron en medio Luria con el antibiético
correspondiente segun el vector utilizado, en iguales condiciones, excepto aquéllas que
fueron transformadas con el sistema de doble plasmido inducible por temperatura, cuyo
crecimiento se hizo a 30°C.

Para mantencion por periodos cortos, las cepas se cultivaron a 37°C en placas
con agar Luria y se guardaron a 4°C. Para una conservacion por tiempos mas
prolongados, se almacenaron en glicerol al 50% a -20°C o en glicerol al 14% a -70°C

(Sambrook et al., 1989).

3.2.2. Purificacion de plasmidos recombinantes.
3.2.2.1. Escala analitica (minipreparacion).

La preparacion de plasmidos recombinantes a pequefia escala se realizé por el
método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979) con las modificaciones sefaladas en

Sambrook et al. (1989).

3.2.3. Reaccién de amplificacion de DNA por PCR.
La reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) se basa en ciclos repetidos de
tres etapas simples necesarios para cualquier reaccion de amplificacion de DNA: (1)

desnaturacion del molde bicatenario (DNA cromosomal o plasmidico) en hebras



simples; (2) hibridacién de oligonucledtidos especificos (partidores) a pequefias zonas
complementarias de cada hebra; y (3) extension o polimerizacion de nuevas hebras de
DNA a partir de los partidores. La sintesis de las hebras nuevas es llevada a cabo por la
DNA polimerasa de la bacteria termofilica Thermus aquaticus (Tag pol), amplificando

exponencialmente una region definida del DNA molde (Delidow et al.,1996).

3.2.3.1. Amplificacion del gen asd de E. coli K-12.

La reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen final de 25 ul en una
solucién amortiguadora de Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50 mM; MgCl; 1,5 mM; 200 uM
de cada desoxirribonucleésido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), y partidores a
una concentracion final de 0,5 uM (50 pmol/100 pl).

Previo a la amplificacion, el DNA plasmidial obtenido de los clones recombinantes
(0,1-0,5 ng) se desnaturd a 95°C en la mezcla de reaccién antes descrita, durante 3
min. Luego, se adicion6 0,5 unidades de Taq pol y se recubrieron los tubos con una
gota de aceite mineral. Cada mezcla de reaccidbn se someti6 a 30 ciclos de
amplificacion en un termociclador MJ Research. Cada ciclo consistid6 en 1 minuto a
94°C (desnaturacion), 3 min a 55°C (hibridacion) y 4 min a 72°C (elongacion).
Finalmente, las muestras se incubaron durante 10 min adicionales a 72°C y luego se

mantuvieron a 4°C hasta ser analizadas.

3.2.3.2. Amplificacién de los genes tbpB y porA de N. meningitidis.
La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 100 ul en solucién

amortiguadora Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 200 uM de cada



desoxirribonucleésido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), y partidores a una
concentracion final de 0,5 uM (50 pmol/100 ul). Previo a la amplificacion, el DNA
gendmico de N. meningitidis de la cepa respectiva (0,1-0,5 ug) ya presente en la mezcla
de reaccion, se desnaturé a 95°C durante 5 min. Luego, se adicion6 0,5 unidades de
Tag. pol y se recubrieron los tubos con una gota de aceite mineral. Cada mezcla de
reaccion se sometio a 35 ciclos de amplificacion en un termociclador MJ Research.
Cada ciclo consistio de 2 min a 95°C (desnaturacion), 2 min a 43°C para porA o a 52°C
para tbpB (hibridacién) y 4 min a 72°C (elongacién). Finalmente, las muestras se
incubaron durante 10 min adicionales a 72°C y luego se mantuvieron a 4°C hasta ser

analizadas.

3.2.3.3. Disefio de oligonucleétidos utilizados como partidores.
Gen asd.

Estos partidores se disefiaron de la secuencia nucleotidica del gen asd (Haziza,
1982), incluyendo la region del propio promotor, el codén de término de la traduccion, y

sitios de restriccion como se indica a continuacion:

ASDEC1 5 CTCTAGTACTGGATCCATAATCAGGATCAATAAAACTGC 3
ASDEC2 5 AGCTAGTACTGGATCCTGTATTACGCACTAACAGGGGCG 3

* Secuencia en color rojo corresponde al sitio de reconocimiento de Scal, necesario para incorporar el
fragmento obtenido en el sitio Scal del gen de resistencia a ampicilina del vector y en color azul, un sitio
BamHI como un sitio alternativo.



Genes porAy tbpB.
El disefio de los partidores de estos genes se hizo a partir de la secuencia
nucleotidica de los genes porA y tbpB, considerandose en ambos casos los sitios de
restriccion apropiados.

1. NMCPS-3 5" AGGAAGCCCATATGCGAAAAAAACTTACCGC 3
NMSPS-2 5" GCCCAAGCTTTAGAATTTGTGGCGCAA 3

2. TBP-1 5 GCCGGCATATGAACAATCCATTGGTAAATCAGGCTGCT 3

TBP-1.3 5 TTTAAAAGCTTTTATTGCACAGGCTGTTGGCGTTTC 3

* 1, representa la secuencia de los partidores correspondientes al gen porAy 2, al gen tbpB. La
secuencia color rojo corresponde al sitio de reconocimiento de Ndel necesario para incorporar el
fragmento amplificado en el vector pET21a y en color azul, el sitio Hind III.

3.2.4. Digestion de DNA con enzimas de restriccion.
3.2.4.1. Digestion analitica.

Se incubaron alrededor de 100 ng de DNA con 0,5 U de enzima de restriccion y
su amortiguador correspondiente, en un volumen final de 20 ul. El tiempo minimo de
incubacion fue de 2 hr a la temperatura adecuada (normalmente a 37°C). Los
fragmentos de DNA se separaron por electroforesis en geles de agarosa para el

correspondiente andlisis de tamafio molecular.

3.2.5. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos entre 0,5 y 10 kb se realizé por electroforesis en
geles horizontales de agarosa (0,8-1,0%) preparados en solucion TAE 1X (Tris-HCI 40
mM, EDTA 2 mM, acetato de sodio 20 mM ajustado a pH 8,0 con acido acético glacial).

Los geles se sometieron a electroforesis en solucion amortiguadora TAE 1X a 50 mA,



los analiticos y a 30 mA, los preparativos. Antes de colocar las muestras en el gel, éstas
se incubaron durante 5 min a 65°C con igual volumen de solucién de carga 2X (glicerol

25%, SDS 0,5%, azul de bromofenol 0,025% y EDTA 12 mM).

3.2.5.1. Visualizacion de DNA.
Las bandas de DNA en los geles de agarosa se visualizaron en un transiluminador UV,
previamente tefiidos por 10 min en una solucion de Br-Et (1 ug/ml). Los geles se

fotografiaron bajo luz UV, utilizando para este propdsito una pelicula Polaroid tipo 667.

3.2.5.2. Determinacion de la concentracién de DNA.

La concentracion de DNA se determiné por espectrofotometria realizando
mediciones de absorbancia a 260 nm. Ademas, se considero el valor de la razon
280/260 como referencia del grado de pureza de la preparacion. Para DNA doble hebra
se utilizo la relacion 1 D.O.260nm = 50 pg/ml y 20 ug/ml para oligonucleétidos de hebra
simple (Sambrook et al., 1989). Paralelamente, se realizaron calculos estimativos en
geles de agarosa analiticos, previamente tefiidos con Br-Et comparandose la intensidad
de la fluorescencia de las bandas de interés con aquella del estandar mas similar en

tamafo.

3.2.6. Transformacién bacteriana con DNA plasmidial.
3.2.6.1. Transformacion usando cloruro de calcio.
El procedimiento empleado fue basicamente el que describe Weston et al. (1981),

gue se basa en la permeabilizacion de las células con CaCl, 0,075 M.



Preparacion de células competentes.

Se inocularon 50 ml de medio Luria con 1 ml de un cultivo saturado y se incubé a
37°C con agitacion fuerte hasta una D.O.g00nm de 0,5 a 0,7. Las células se mantuvieron
en hielo por 10 min y posteriormente, se centrifugaron en tubos estériles por 10 min a
5.000 rpm en centrifuga Beckmann JS-21, con rotor JA-20 a 4°C. Las células
recolectadas se resuspendieron en 25 ml de una solucion fria y estéril de CaCl, 75 mM.
A partir de este instante las células se consideran competentes. El grado de
competencia se aumento dejando las células por 3-4 hrs en CaCl, 75mM a 0°C.
Finalmente, las células se fraccionaron en alicuotas de 200 ml en tubos de
microcentrifuga estériles con glicerol al 14%, se congelaron rapidamente en un bafio de

hielo seco y etanol y se almacenaron a —70°C.

Transformacion de células competentes.

En un tubo de microcentrifuga estéril, se mezclaron 200 ul de una suspension de
células competentes, con 50-100 ng de DNA, dependiendo de la cepa a transformar. La
mezcla se incubd 60 min en hielo, agitando suavemente cada 10 min, luego se dio un
pulso de calor (42°C por 1 min). A continuacion, la mezcla se transfirio a un tubo de
vidrio estéril con 1 ml de medio Luria y se incubé a 37°C con agitacion por 30 min. De
este cultivo se sembraron 100 ul en placas con agar Luria al 1% que contenia como
medio de seleccion el antibiotico correspondiente al vector utilizado, incubando

posteriormente por 10 hr a 37°C.



3.2.6.2. Transformacién por electroporacion.

La técnica de transformacion bacteriana por electroporacion se basa en la
desestabilizacion del potencial de membrana de bacterias Gram negativas y Gram
positivas, al ser sometidas a un pulso de alto voltaje. EI campo eléctrico aplicado induce
la formacién de poros transitorios a nivel de la membrana por los cuales el DNA puede
ser incorporado a la célula (Andreason y Evans, 1988; Shigekawa y Dower, 1988).

El campo eléctrico depende de variables eléctricas que se pueden seleccionar en
el aparato de electroporacion. Este tiene acoplado un controlador de pulso que contiene
un condensador capaz de producir voltajes que generan campos eléctricos intensos en
pequefios volimenes de muestra.

La electrotransformacion de cepas de E. coliy S. entérica serovar Typhimurium se
realizd basicamente segun el método descrito por Chasy et al. (1988), con algunas
modificaciones introducidas por Miller (1994). Se utilizd un equipo Bio-Rad compuesto
por la fuente de poder Gen Pulser™ version 2-89, acoplado a un controlador de pulsos.

Se utilizaron cubetas de 0,2 cm de separacién entre los electrodos.

Preparacion de células electrocompetentes.

Se hizo segun el método de Miller (1994), con las siguientes modificaciones: Se
traspasé 100 ml de un cultivo en medio Luria crecido hasta una D.O.goonm €ntre 0,4y 0,6
a un tubo "Corex" de 150 ml estéril y se centrifugd a 5000 rpm en un rotor GSA (Sorvall)
a 4°C por 15 min. Luego de eliminar todo el medio de cultivo posible, las células se
mantuvieron en hielo y se resuspendieron cuidadosamente en 100 ml de agua destilada

estéril y fria, centrifugandose nuevamente en las mismas condiciones. Las células



recolectadas se resuspendieron en 50 ml de agua destilada estéril y fria y se
centrifugaron en el mismo rotor a 6000 rpm por 15 min. El sedimento bacteriano se
resuspendio en 2 ml de agua destilada estéril y fria y se traspasé a dos tubos estériles
de microcentrifuga. Se centrifugé 5 min a 5000 rpm en microcentrifuga y finalmente, el
sedimento de cada tubo se resuspendio en 100 ul de solucion fria de glicerol al 10%. La
suspension se guardé en alicuotas de 40 pl a -70°C hasta ser utilizadas. El rendimiento

general de esta preparacion vari6 entre 10° a 10*° células/ml.

Electroporacion.

En un tubo de microcentrifuga estéril mantenido en hielo, se agregaron 40 ul de
células electrocompetentes (10%-10° células/ml) con 0,1 a 1,0 pg de DNA plasmidial. La
mezcla se mantuvo en hielo por 5 min y se traspasdO a una cubeta estéril de
electroporacion Bio-Rad de 0,2 cm de distancia entre electrodos, la cual se dejo enfriar
previamente en hielo y se transfirié a la camara especial de electroporacion para aplicar
el pulso. El equipo Gene Pulser™ acoplado a la unidad controladora de pulso y las
condiciones de electroporacion se fijaron a un voltaje de 2.500 V, resistencia de 200 Qy
capacitancia de 25 uF, con lo que se obtiene un campo eléctrico de 12,5 kV/cm al
utilizar una cubeta de 0,2 cm y una constante de tiempo entre 4 a 5 mseg.
Posteriormente, la cubeta con la mezcla de células y el DNA, enfriada en hielo se
transfirio a la camara especial de electroporacion y se aplico el pulso. Luego, se verifico
las condiciones reales de electroporacion, leyendo los registros en el equipo. Se retird

la cubeta de la cAmara, colocandose inmediatamente en hielo y la mezcla se transfirio a



un tubo estéril con 1 ml de caldo Luria. La mezcla de transformacion se incub6 a 37°C
con agitacion durante 90 min.

La seleccion de las bacterias transformantes se realizé en placas con agar Luria
al 1% con el antibidtico correspondiente dependiendo del vector utilizado. Las placas se

incubaron entre 16y 24 hr a 37°C.

3.2.6.3. Transformacién con dos plasmidos.

Las transformaciones con los plasmidos compatibles pGP1-2 y pET21-porAgis.p1.3
asd o pET21-tbpBgs.nt @asd (con origenes de replicacion pl15A el primero y ColE1l los
otros), tanto en células de E. coli como de S. entérica serovar Typhimurium, se hicieron
por electroporacion. Ambas cepas se transformaron primero con pGP1-2, preparando
células electrocompetentes a partir de una de las colonias y electroporandolas por
segunda vez con el plasmido pET21-porAgispiz asd o pET21-tbpBgsnt asd. La
seleccion se hizo en placas de agar Luria con kanamicina 50 pg/ml, incubandose a

30°C durante toda la noche.

3.2.7. Estudios de expresion de los clones recombinantes.

3.2.7.1. Ensayos de expresion bajo el control de promotores inducibles por IPTG.
Se inocularon 2 ml de caldo Luria conteniendo el agente seleccionador apropiado,

con 0,1 ml de cultivo saturado de los clones de interés y se incub6 a 37°C con agitacion

hasta una D.O.gonm de 0,5. Posteriormente, se adiciond IPTG a una concentracion final

de 1mM para inducir la expresion de las proteinas recombinantes por 4 hr. La



preparacion de los extractos totales y el analisis por Western blot se hicieron como se

sefala en las secciones 3.2.8 y 3.2.9, respectivamente.

3.2.7.2. Ensayos de expresiéon usando el sistema plasmidial dual.

El sistema dual consiste en el plasmido pGP1-2 (kan'), con el gen de la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el promotor del fago A P_ termoinducible y de un plasmido
derivado de pET2l1a que contiene el gen de interés bajo el control del promotor T7 y
asd incorporado como marcador metabdlico.

La inoculacion de los clones en estudio se hizo en 2 ml de caldo Luria con
kanamicina 50 pg/ml (clones con el gen asd) y con 50 ul (dilucion 1:40) de cultivos
saturados crecidos toda la noche a 30°C, en el caso de E. coli, 0 a 37°C en el de S.
entérica serovar Typhimurium, con agitacion. Los cultivos se crecieron en iguales
condiciones hasta una D.O.goonm de 0,4 - 0,6, luego se adicion6é IPTG a una
concentracion final de 1 mM y se colocaron los cultivos en un bafio a 42°C por 30 min
para la induccién del promotor P_de pGP1-2. Posteriormente, la incubacién se continu6
a 37°C por 4 hr con agitacion (Ausubel et al., 1990). De esta manera se indujo la
expresion de los genes de interés bajo el control del promotor T7 en el vector pET. Se
prepararon extractos totales de los cultivos inducidos y se analizaron por Western blot

(secciones 3.2.8 y 3.2.9).



3.2.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes.

Se procedié segun la técnica descrita por Laemmli (1970), en geles de
poliacrilamida-SDS. La concentracion de acrilamida utilizada fue del 12% en el caso de
PorA 'y del 8% en el caso de TbpB.

Se utilizaron las siguientes soluciones:

- Solucion de acrilamida-bis: 30% de acrilamida y 0,8% de bisacrilamida.

- Solucion A: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4%.

- Solucion B: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4%.

- Solucion de corrida de electroforesis: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,4, SDS
1%.

- Solucion de carga (2X): Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 6%, glicerol 20%, 2-
Bmercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,005%.

- Persulfato de amonio (PSA): solucion al 10%.

Los minigeles (11 x 8 cm) se prepararon, de acuerdo a los requerimientos, con las

siguientes concentraciones de poliacrilamida:

Soluciones (gel resolutivo) 8% 12%
Solucién A (ml) 1,0 1,0
Sol. acrilamida-bis 30:0,8 (ml) 1,1 1,6
Agua destilada (ml) 19 1,4
PSA (ml) 0,02 0,02

TEMED (ml) 0,005 0,005



Soluciones (gel concentrador) 5%

Solucién B (ml) 0,32
Sol. acrilamida-bis 30:0,8 (ml) 0,20
Agua destilada (ml) 0,92
PSA (ml) 0,01
TEMED (ml) 0,005

Las muestras correspondientes a lisados bacterianos totales, se concentraron por
centrifugacion hasta 10 veces, considerando el volumen de solucién de carga 2X. Las
células se lisaron durante 10 min a 100°C y se cargaron 10 ul de éstas en los geles.

La electroforesis se llevé a cabo a 100 V hasta que el azul de bromofenol alcanzé
la base del gel. Posteriormente, el gel se tifid por 30 min a temperatura ambiente en
una solucion de tincion (Azul de Coomasie R-250 0,1%; &cido acético 10% y metanol
45%) con agitacion. El exceso de colorante se elimind por cambios sucesivos de la
solucién de destefiido (acido acético 10%; metanol 10%) hasta lograr una visualizacion

apropiada de las bandas de proteinas.

3.2.9. Western blot.

Esta técnica inmunoelectroforética fue descrita por Towbin et al. (1979) y se basa
en el reconocimiento, por anticuerpos especificos, de proteinas separadas previamente
por electroforesis en geles de poliacrilamida y transferidas a membranas de

nitrocelulosa.

3.2.9.1. Transferencia a nitrocelulosa.
Las muestras de proteinas se sometieron a electroforesis, luego de lo cual, el gel

(sin tefiir) se colocd en el sistema de electrotransferencia consistente en una esponja



sobre la cual se depositaba sucesivamente una hoja de papel filtro Whatman 3MM, el
gel de proteinas, la membrana de nitrocelulosa, otro papel filtro y nuevamente una
esponja, todo esto entre dos soportes de plastico perforados. Este sistema se sumergia
en una camara conteniendo la solucion de transferencia (Tris-HCI 25 mM, pH 8,4;
glicina 192 mM y metanol 20%), con el cuidado de dejar la nitrocelulosa en direccion al
anodo y el gel hacia el catodo. La electrotransferencia se hizo a 200 mA durante una
hora. La hoja de nitrocelulosa con las proteinas electrotransferidas, se incubaron en
una solucion de bloqueo compuesta por PBS 1X (Na;HPO4 10 mM; KH,PO4 1,5 mM,;
KCI 2,7 mM; NaCl 136 mM; pH 7,4) con leche descremada al 1%, a temperatura

ambiente durante 45 min 0 a 4°C por 10 hr con agitacion.

3.2.9.2. Reacciodn antigeno-anticuerpo.

Luego de bloquear los sitios libres, la membrana se incubé durante 60 min a
temperatura ambiente con sueros policlonales de conejo en solucion PBS-leche (PBS
con leche descremada al 1%). En el caso de TbpB, se utilizO una dilucién 1:1000
mientras que en el caso de PorA, 1:500. Los anticuerpos unidos en forma inespecifica
se eliminaron lavando 3 veces por 5 min cada vez con la solucién de lavado (PBS-
Tween 20 al 0,1%). Los anticuerpos que se unieron en forma inespecifica a las
proteinas presentes en la nitrocelulosa se visualizaron incubando una hora a
temperatura ambiente con un anticuerpo anti-lgG de conejo, conjugado a peroxidasa de
rabano diluido 1:1000 en la solucién de bloqueo (PBS-leche). Luego de lavar en las
condiciones ya descritas, el conjugado ya unido especificamente fue revelado

incubando la nitrocelulosa con 50 ml de una solucién de Tris-HCI 50 mM pH 7,4 y NaCl



150 mM, a la que se agregaron 30 mg de 4-cloro-a-1-naftol disuelto previamente en 10
ml de metanol frio y 200 ul de perdxido de hidrégeno al 30%. La reaccion se detuvo

lavando con agua destilada.

3.2.10. Purificacion de proteinas por electroelucién.

Se trabajo de acuerdo a lo propuesto por Every y Green (1982). Se utilizaron
geles preparativos de poliacrilamida-SDS, de 15 x 13 x 0,3 cm, para separar las
proteinas provenientes de muestras equivalentes a 15 ml de cultivo bacteriano de
clones que expresaron PorA o TbpB en condiciones Optimas. La electroforesis requirid
18 a 20 hra 50 V. Los geles se tifieron con KCI 0,1 M, hasta lograr la visualizacion de la
banda de PorA o TbpB. La banda de interés se cortd del gel, se fraccion6 en trozos
pequefios con un bisturi y se depositdo en el aparato de electroelucion BIO-RAD. El
procedimiento de electroelucion se hizo de acuerdo a las especificaciones de los

fabricantes.

3.2.10.1. Determinacion de la concentraciéon de proteinas.

A cada extracto se le determind la concentracion de proteinas a través del método
de Markwell (1978), que es una modificacion del método descrito por Lowry en 1951.
Alternativamente, se compar6 la cantidad de proteina presente en alicuotas de la
proteina electroeluida con alicuotas de diluciones de concentracion conocida de BSA,
en electroforesis SDS-PAGE. La comparacion entre intensidades de tincién con azul de

Coomasie, frente a las bandas de distintas concentraciones de BSA permite realizar



una estimacién aproximada sobre la cantidad de proteina obtenida luego de la

electroelucion, corroborado con una gréafica de absorbancia versus concentracion

3.2.11. Recuento de células viables de S. entérica serovar Typhimurium %4550
(cepavacuna) con los plasmidos recombinantes.

Se crecieron los clones de interés en caldo Luria con el agente seleccionador
adecuado, con agitacion a 30°C ¢ 37°C, segun el caso, hasta una D.O.soonm de 0,2, 0,4,
0,6, 0,8 y 1,0, tomandose alicuotas en cada uno de estos puntos del cultivo en
crecimiento y sembrando diluciones convenientes en placas con agar Luria. Luego de
incubar durante toda la noche, se contaron colonias y el calculo del nimero de
unidades formadoras de colonias (ufc) por cada ml de cultivo. Estos valores fueron un
promedio de al menos 2 determinaciones independientes. Ademas, con estos datos y la

variable tiempo, se elabor6 una curva de crecimiento.

3.2.12. Inmunizacion de ratones BALB/c con S. entérica serovar Typhimurium
4550 que expresa antigenos de N. meningitidis.
3.2.12.1. Preparacion de la suspension bacteriana.

Se crecieron con agitacion (a 250 rpm), los clones elegidos para las
inmunizaciones a partir de cultivos saturados en caldo Luria con el agente
seleccionador, a 37°C hasta alcanzar una D.O.g00nm de 0,4 y 0,6. Se tomaron alicuotas
de 1 ml, las células se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron en 4 partes
de PBS y 1 parte de solucién de bicarbonato de sodio al 7,5% en un volumen total de

200 pul. La poblacion bacteriana de la suspension se estim6 por D.O.soonm Mediante



extrapolacion de la curva de crecimiento (ver Tabla 1) y se confirmd el nUmero de

bacterias viables sembrando diluciones apropiadas en placas de agar Luria.

3.2.12.2. Inmunizacion oral.

Para cada clon de interés se procedi6 de la siguiente manera: se inmunizaron
grupos de 8 ratones BALB/c de 8 a 12 semanas de edad, hembras, libres de
patogenos, por via oral, aplicando mediante sonda orogastrica de aproximadamente 25
“gauge” x ¥ T.W. (0.,5 x 19 mm) de didmetro, una dosis de aproximadamente 10’
ufc/200 pl (D.O.s00nm = 0,4) a los grupos de ratones.

La inmunizacién primaria consistio en 3 dosis administradas en un periodo de 6

dias y un "booster" o inmunizacion secundaria de dosis Unica, después de 6 semanas.

3.2.12.3. Coleccion y preparacion de muestras de los ratones inmunizados.

Se colectaron muestras de suero, saliva y heces, un dia antes de iniciar la
inmunizacién (muestras pre-inmunes), 4 semanas después de la inmunizacion primaria
y 10 dias después de la inmunizacion de refuerzo.

Antes de la obtencién de muestras, los ratones fueron anestesiados dentro de una
camara cerrada que en su interior contenia unas pocas gotas de éter etilico sobre
algoddn, para facilitar el manejo del animal. Los sueros se obtuvieron centrifugando
muestras de 100 a 150 ul de sangre coagulada y colectada por via ocular retro-orbital

mediante micropilar. Los sueros se guardaron a -70°C hasta su uso.



La saliva se colectd con una micropipeta pocos minutos después de estimular el
flujo salival en el animal mediante una inyeccion intraperitoneal de 5 ug de carbacol
diluido en 200 pl de PBS estéril. Las muestras se guardaron a -70°C hasta su uso.

Las heces de cada ratén se colectaron en una cantidad aproximada de 100 mg, a
las que se le adicion6é 1ml de PBS 1X (Na;HPO,4 10 mM, H,PO4 1,5 mM, KCI 2,7 mM,
NaCl 136 mM; pH 7,4) con 0,02% de azida de sodio. Se hizo una suspension
mezclando fuertemente en un vortex, se centrifugd y el sobrenadante se guardo a -70°C

hasta su uso.

3.2.13. Cuantificacion de la respuesta de anticuerpos por ELISA.

Al soporte sdlido, correspondiente a placas de poliestireno de 96 pocillos (Nunc,
fondo plano), primeramente se le agregé a cada pocillo 100 ul de la proteina comercial
Pegotina™® (2 ug/ml diluida en PBS, BiosChile 1.G.S.A.) que aumenta la eficiencia de
union de los antigenos, optimizando asi los ensayos., dejandose en estufa 37°C toda la
noche. Al dia siguiente se activd la placa con 100 ul por pocillo de cada antigeno
purificado (50 ng/100ul, diluido en PBS) por incubacion a 37°C durante 2 hr.
Transcurrido este tiempo, se lavaron los pocillos con solucion de lavado PBS-Tween
20 al 0,02%, 3 veces por 10 min cada lavado. Posteriormente, los sitios libres se
bloquearon con 200 ul de PBS-BSA 1%, por 1 hora a temperatura ambiente.
Nuevamente se lavo con PBS-Tween 20 al 0,02% y la placa se sec6 sobre una toalla
absorbente. A cada pocillo activado se le agregé 100 ul de las diluciones dobles
seriadas en PBS-BSA 1% de las muestras de suero, saliva 'y extracto de heces de los

ratones inmunizados. Se incubo por una hora a 37°C y los anticuerpos inespecificos se



eliminaron lavando 3 veces con 300 ul de PBS-Tween 20 al 0,02% durante 5 minutos
cada vez. La deteccion de anticuerpos unidos especificamente a la proteina usada para
activar el soporte solido se realiz6 con un anticuerpo anti-lgG o anti-lgA de ratdn
conjugado a fosfatasa alcalina, diluido segun recomendacion del proveedor, incubando
durante 30 min a 37°C. El exceso de conjugado se eliminé lavando en las mismas
condiciones descritas previamente y se revel6 con 100 ul de Solucibn PNP (p-
nitrofenilfosfato 1 mg/ml en tampdn dietanolamina 97 mM con azida de sodio 3mM, pH
9,8) por incubacion durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente,
la reaccion se detuvo con 50 ul de NaOH 3M y el PNP hidrolizado se determind por
absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (Labsystems Uniskan® I, Flow

Laboratories).

3.2.14. Ensayos bactericidas de los anticuerpos anti-PorA y anti-TbpB séricos de
ratones inmunizados.

Para inferir un caracter protector de los anticuerpos anti-PorA y anti-TbpB
producidos en respuesta al proceso de inmunizacion, se propuso medir la actividad
bactericida de las IgG anti-PorA y anti-TbpB. Para esto, se siguid basicamente el
procedimiento descrito por Rokbi et al. (1997) con las modificaciones de un protocolo de
ensayo de actividad bactericida del National Center for Infectious Diseases, C.D.C,
Atlanta Georgia, USA.

Este ensayo se realiz6 en el Instituto de Salud Publica de Chile, seccion
Bacteriologia Clinica, bajo supervision y normas internacionales de control y

bioseguridad del patdgeno N. meningitidis serogrupos B15:P1.3 y B4:NT del afio 1993



(cepa ISP, fecha en la cual se comenzd a trabajar con B15:P1.3 y B4:NT en el
laboratorio de bioquimica de la PUC y de la que se aislaron los dos antigenos en
estudio PorA 'y ThpB).

Se tomo6 una alicuota de N. meningitidis, almacenada en glicerol a -70°C , y se
realizaron traspasos sucesivos de ella en placas de agar cerebro-corazon con
incubaciones a 37°C en 5 % CO2 (aproximadamente 3 dias), para obtener un
crecimiento bacteriano confluente. Posteriormente una nueva colonia se diluyé en 4 ml
de solucion de Hanks (4mM NaHCOg;, Glucosa, 0.1 % BSA fraccién V), pH 7,2. Hasta
obtener una suspensién meningococal ajustada a 1 x 10° ufc/ml y a la cual se le agregd
ademas 2,5 U/ml de Heparina (dilucion 1:50). En una placa de microtitulacion estéril se
afadi6 en cada pocillo, 25 ul de solucion de Hanks, 25 ul de suero de ratones
inmunizados (inmunizacion primaria y booster diluidos seriadamente hasta dilucion
1/1024), 10 pl de bacterias ajustadas a 1 x 10° ufc/ml, 15 pl de plasma humana normal
como fuente de complemento.

Los controles usados fueron; control viabilidad bacteriana (40 ul de tampdn Hanks
y 10 ul de bacteria), control complemento (25 ul de tampon Hanks mas 10 ul de bacteria
y 15 ul de plasma), control suero ratén preinmune (25 ul suero mas 10 ul bacteria 'y 15
ul de plasma).

Después de afadidos todos los componentes, se incub6é a 37°C por 30 minutos,
después de este tiempo se agrego a cada pocillo 100 ul de agar Soya-Triptona 0.9 %

evitando burbujas. Se deja incubando toda la noche a 37°C en 5 % CO,. La actividad



bactericida se determind contando colonias bajo microscopio en las distintas diluciones

seriadas.



4. RESULTADOS

4.1. Seleccion de clones plasmidiales con los genes de porA 'y tbpB de N.
meningitidis.

El trabajo se inicid con clones ya disponibles en el laboratorio, por lo que se
procedié a su andlisis detallado respecto de sus niveles de expresion, particularmente
en Salmonella, para proseguir con la investigacion. El disefio de construccién de éstos
fue desarrollado por Uribe, 1999.

Las construcciones de ambos genes de N. meningitidis se encontraban en la cepa
de E. coli DH5a, con el vector de expresion pET21a, que tenia incorporado el gen asd

como marcador de seleccion.

4.1.1. Analisis plasmidial de los clones disponibles.

De acuerdo a antecedentes previos de efectos liticos de porA en E. coli y para
asegurar la estabilidad de las construcciones que serian utilizadas en la evaluacién de
su potencial inmunogénico como antigenos para una vacuna oral, se procedid a
verificar la integridad de los plasmidos. Se extrajo DNA plasmidial (mediante el método
de lisis alcalina), de todos los transformantes pET-porAgis.pi3asd y pET-tbpBgsnrtasd
obtenidos en E. coli DH5a y se analizé su migracion como DNA sobreenrollado para
detectar el incremento de tamafio respecto al vector control pET21a, lo que aseguraba
la insercion de los genes de interés. En la figura 1 se muestra el analisis electroforético
en un gel de agarosa al 1%. Los resultados demostraron cierta heterogeneidad en el

tamafo de los plasmidos, donde sélo el DNA de los clones transformantes de los



carriles 2, 4 y 6 (correspondientes a pET-tbpBgsntasd y de los carriles 8 y 10
(correspondientes a pET-porAgis.p1.3asd, presentaban los tamafos totales de 8.95 kb y
8 kb respectivamente, que daban cuenta de la incorporacion del inserto de interés. Para
verificar la integridad de los plasmidos, se procedié a amplificar el DNA, tanto para el
fragmento que codifica para asd y como para los genes de porA y tbpB de N.

meningitidis segun procediera.
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Figura 1. Analisis plasmidial de los clones transformantes en la cepa DH5a con
los genes porA y tbpB en estudio y seleccion de los clones positivos para su uso
posterior.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA plasmidial, tefiido con Br-Et.

Carril St, estandar de DNA A-Hind 1lI; Carril 1 y 7, DNA plasmidial del vector pET21a;
Carril 2, clon 5 pET-tbpBgsnrasd, Carril 3, clon 6 pET-tbpBgsnrasd, Carril 4, clon 7
PET-tbpBgsnrasd, Carril 5, clon 8 pET-tbpBgsnrasd, Carril 6, clon 10 pET-tbpBganrasd,
Carril 8, clon 10 pET-porAg;s.p1.3asd, Carril 9, clon 11 pET-porAg;s.p1.3asd, Carril 10, clon
12 pET-porAgis.pi1.3asd.



La verificacion de la presencia de los genes asd, tbpB y porA en los mencionados
clones se hizo por PCR como se sefala en las secciones 3.2.3, 3.2.3.1 y 3.2.3.2. Los
resultados obtenidos se presentan en las figuras 2, 3 y 4, respectivamente. Para los
estudios posteriores se escogieron los clones 7 y 10 de pET-tbpBgsntasd y los clones
10 y 12 de pET-porAgis.p13asd en la cepa DH5a, por presentar mejor rendimiento en el
proceso de extraccién del DNA plasmidial y mejor rendimiento en la reacciéon de PCR
correspondiente. En la figura 2 se puede observar la banda amplificada correspondiente
al gen asd, que segun comparacion con el estandar de tamafio molecular es de
alrededor de 1.4 kb, siendo el tamafio tedrico esperado para este fragmento de 1414
pb. La figura 3 muestra la amplificacion del gen tbpB de N. meningitidis, con un tamafio
molecular aproximado de 2100 pb. Los clones que presentaban la construccién con
porA de N. meningitidis, también resultaron positivos originando un producto de

amplificacion de 1150 pb aproximadamente (Fig. 4).
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Figura 2. Amplificacion por PCR del gen asd, en los clones 7 y 10 de tbpB y
clones 10y 12 de porA, utilizando los partidores ASDEC1 y ASDEC2, a partir de
DNA plasmidial de los clones mencionados.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril St1, estandar DNA A-Hind 1lI; carril St2,
estandar de peso molecular ladder de 100 pb ; carril 1, control negativo (mezcla de PCR
sin DNA molde); carril 2 y 3 amplificacion del gen asd en el clon 7 de pET-tbpBga.ntasd,
carril 4 y 5 amplificacion del gen asd en el clon 10 de pET-tbpBgs.nrasd, carril 6 y 7
amplificacion del gen asd en el clon 10 de pET-porAgis.p1.3asd, carril 8 y 9 amplificacion
del gen asd en el clon 12 de pET-porAg;s.p1.3asd.
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Figura 3. Amplificaciéon por PCR del gen tbpB, utilizando partidores TBP-1 y
TBPB-1.3 ,a partir de DNA plasmidial de los clones 7y 10.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril St, estandar de peso molecular ladder de
1 kb; carril 1, control negativo (mezcla de PCR sin DNA molde); carril 2 y 3 amplificacion
del gen tbpB con DNA del clon 7 de pET-tbpBgs.ntasd, carril 4 y 5 amplificacion del gen
tbpB con DNA del clon 10 de pET-tbpBgs:.nTasd.
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Figura 4. Amplificacién por PCR del gen porA, utilizando los partidores NMCPS-3
y NMSPS-2, a partir de DNA plasmidial de los clones 10y 12.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril St, estandar de peso molecular ladder 1
kb; carril 1, control negativo (mezcla de PCR sin DNA molde); carril 2 y 3 amplificacion
del gen porA con DNA del clon 10 de pET-porAg;s.p1.3asd, carril 4 y 5 amplificacion del
gen porA con DNA del clon 12 de pET-porAgis.p1.3asd.



4.2. Transferencia de los plasmidos con los antigenos PorAy ThpB de N.
meningitidis a E. coli x6212.

Con el fin de tener los plasmidos en una cepa apropiada para el mantenimiento
de presion selectiva usando el marcador asd, los plasmidos del clon 10 (pET-
tbpBgsntasd) y del clon 12 (pET-porAgispizasd), previamente caracterizados se
transfirieron por electroporacion a la cepa E. coli y6212 que carece del gen asd, de
modo que los plasmidos se mantienen por complementacién metabdlica y no hay
requerimiento de DAP para este cultivo bacteriano. La seleccién de las colonias se hizo
en placas de agar Luria, en las que el agente seleccionador fue la ausencia de DAP (ya
que la funcidon de éste esta siendo reemplazada por el gen asd inserto en el plasmido
pET21a) y paralelamente, se cultivd en placas del mismo medio con Amp, marcador de
resistencia que fue reemplazado por asd. En todas las placas que no tenian DAP
crecieron transformantes, lo que demostrd que estos clones tenian asd que se estaba
expresando, porqgue habian complementado la deficiencia dasd de la cepa hospedera y

no crecieron en aquellas que contenian ampicilina.

4.3. Tranferencia de los plasmidos a Salmonella enterica serovar Typhimurium
% 3730.

Para los estudios de expresion en Salmonella, los plasmidos pET-porAgis-p1.3asd y
pPET-tbpBgsntasd fueron transferidos separadamente por electroporacion a una cepa S.
entérica serovar Typhimurium 3730 que portaba el plasmido pGP1-2. Esta es una
cepa intermediaria entre E.coli ¥6212 y la cepa vacuna, S. entérica serovar

Typhimurium %4550, que facilita la transferencia de los plasmidos provenientes de E.



coli frente al sistema de restriccibn-modificacion presente en S. entérica serovar
Typhimurium x4550. La cepa intermediaria es un mutante hsd con fenotipo r ~ m*, en
contraste con la cepa vacuna, que es r' m*. De este modo el pasaje de los plasmidos
por la cepa intermedia permite la metilacion del DNA en aquellos sitios reconocidos por
la enzima de restriccibn de la cepa vacuna y asi aumenta la eficiencia de
transformacion en la cepa vacuna.

El sistema de dos plasmidos o sistema dual, comprende el plasmido con el gen a
expresar bajo el control del promotor del fago T7 (pr7) y el plasmido pGP1-2 (Tabor y
Richardson, 1985, ver apéndice, figura Ap5) que provee la RNA polimerasa del fago T7
para la expresion del gen heterdlogo. Esto ocurre al aumentar bruscamente la
temperatura del cultivo de 30 a 42°C. El gen de esta enzima, contenido en el plasmido
pGP1-2, esta bajo el control del promotor izquierdo del fago & (A p.). Este promotor esta
permanentemente inhibido por el represor termosensible cl857, cuando la temperatura
esta por debajo de 30°C. El represor cl857 inhibe la transcripcion a nivel del promotor A
pLa 30°C, pero al subir la temperatura del cultivo a 37°C 6 42°C, el represor se inactiva
permitiendo la transcripcion del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Asi, esta
enzima, lleva a cabo la transcripcidon de los genes clonados en los vectores de la familia
PET. En este caso, los genes porA y tbpB clonados en pET21a estan bajo el control de
pr7, reconocido especificamente por la RNA polimerasa del fago T7. Los plasmidos
pET2l1a (y sus derivados) y pGP1-2 son replicativamente compatibles en el mismo
hospedero, ya que difieren en sus origenes de replicacién (colE1l y pAl5) y ademas

tienen diferentes marcadores de resistencia, Amp (reemplazado por el gen asd en



nuestras construcciones) y Kan, respectivamente (Ausubel, 1991), lo que facilita la
presion selectiva.

La transformacion se llevé a cabo en forma similar a lo descrito en la seccion
3.2.7.2., y para verificar este procedimiento, se eligieron 4 colonias de las obtenidas con
la construccion pET-porAgispizasd/pGP1-2 y 4 con la construccion pET-
tbpBgantasd/pGP1-2 y se procedio a verificar la presencia simultanea de ambos
plasmidos, mediante la extraccion de DNA plasmidial como se describe en seccion

3.2.2. Todas las colonias escogidas presentaron los dos plasmidos (ver Fig. 5).
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Figura 5. Deteccién simultanea de plasmidos en los transformantes S. entérica
serovar Typhimurium %3730 con los sistemas duales letal balanceado pET-
tbpBgantasd/pGP1-2 y pET-porAgis.pi1zasd/pGP1-2.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% vy tefido con Br-Et.

Carril St, estandar de DNA A-Hind III; St1, control de DNA plasmidial del vector pET21-
asd; St2, control de DNA plasmidial del vector pGP1-2; carril 2 al 5, DNA plasmidial de
colonias del clon 10 pET-tbpBgs.ntasd/pGP1-2; carril 6 al 9, DNA plasmidial de colonias
del clon 12 pET-porAg;s.p1.3asd/pGP1-2.



Posteriormente se realizé el estudio de expresion de los antigenos PorAgis.p13 Y
TbpBg4.nt. De las 4 colonias portadoras del antigeno PorAgis.p1.3, todas presentaron un
nivel de expresion similar al ser inducidas con IPTG 1 mM, lo cual se demostré por
Western blot (Fig. 6) y lo mismo ocurrié con las 4 colonias pET-tbpBgsntasd/pGP1-2,

todas expresaron el antigeno TbpBga.nt (Fig. 7).
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Figura 6. Expresion del antigeno PorA de N. meninigitidis B15:P1.3, mediante el
sistema dual letal balanceado en lisados de S. entérica serovar Typhimurium
%3730, determinada por Western blot.

La separacion de las proteinas se realizd en un gel de poliacrilamida-SDS al 8 % y la
transferencia a nitrocelulosa de acuerdo a la seccién 3.2.9.1. La expresion se realizd
segun lo descrito en secciéon 3.2.9.

Carril c1, control positivo del lisado total de pET21-porAgis.p1.38sd en la cepa de E. coli
JM109 (DE3); carril St, estandar de peso molecular de proteinas de rango amplio;
carriles 1 al 4, lisados totales de 4 transformantes con el sistema dual pET-
porAgis.p1.3asd/pGP1-2 del clon 12 sin induccién de IPTG; carriles 5 al 8 lisados totales
de los mismos 4 transformantes con el sistema dual pET-porAgis.p13asd/pGP1-2 del
clon 12 con induccion de IPTG 1mM.
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Figura 7. Expresion del antigeno TbpB de N. meninigitidis B4ANT, mediante el
sistema dual letal balanceado en S. entérica serovar Typhimurium 3730,
determinada por Western blot.

La separacion de las proteinas se hizo en un gel de poliacrilamida-SDS al 12 %. La
transferencia a nitrocelulosa se desarrollé de acuerdo a la seccidén 3.2.9.1. La expresion
se realizo segun lo descrito en seccion 3.2.9.

Carril c1, control negativo del lisado total de la cepa S. typhimurium y3730; carril c2,
control positivo del lisado total de pET21-tbpBgsntasd en la cepa de E. coli JIM109
(DE3); carril St, estandar de peso molecular de proteinas rango amplio; carriles 1 al 4,
lisados totales de 4 transformantes con el sistema dual pET-tbpBgs.ntasd/pGP1-2 del
clon 10 sin induccion de IPTG; carriles 5 al 8 lisados totales de los mismos 4
transformantes con el sistema dual pET-tbpBgs.ntasd/pGP1-2 del clon 10 con induccion
de IPTG 1mM.



4.4. Transferencia de los plasmidos que codifican PorA'y TbpB de N.
meningitidis de la cepa S. enterica serovar Typhimurium 3730 a la cepa
vacuna x4550 y estudios de expresion en esta ultima.

Nuevamente, de los clones de S. entérica serovar Tphimurium x3730 que
expresaron los antigenos PorA y ThpB, se seleccionaron cuatro correspondientes a
PET-porAgis.p13asd/pGP1-2 y cuatro a pET-tbpBgsntasd/pGP1-2, y los plasmidos
correspondientes fueron extraidos, ya modificados en su patron de metilacion. Estos se
introdujeron por electroporacion en la cepa vacuna S. entérica serovar Typhimurium
14550 y de las colonias crecidas se tomaron transformantes de cada construccion, y se
hizo el mismo analisis plasmidial y estudios de expresion previamente descritos. Las 5
colonias seleccionadas que contenian los plasmidos pET-porAgis.p1.3asd/pGP1-2 de S.
entérica serovar Typhimurium 4550 expresaron el antigeno PorA, lo que se demostro
por “Western blot” (Fig. 8), Ademas, otras 5 colonias con los plasmidos pET-
tbpBgantasd/pGP1-2 expresaron ThpB, que se demostré de igual forma (Fig. 9).

Asi, luego de la induccion por aumento de temperatura del cultivo a 42°C por 30
min, se logrd expresar ambos genes (porA y tbpB) de N. meningitidis en los sistemas
duales, pET-porAgis.p1.3asd/pGP1-2 y pET-tbpBgsntasd/pGP1-2, en la cepa vacuna S.

entérica serovar Typhimurium y4550.
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Figura 8. Expresion del antigeno PorA de N. meninigitidis B15:P1.3, mediante el
sistema plasmidial dual letal balanceado en lisados de 5 transformantes de la
cepa vacuna S. entérica serovar Typhimurium 4550, determinado por Western
blot.

La expresiéon se determind luego de la separacion de las proteinas de extracto total en
un gel de poliacrilamida—SDS al 8% seguida de ensayo Western blot como se describio
en la Fig. 6.

Carril St, estandar pretefiido de proteinas de rango amplio; carril ¢, control positivo del
lisado total de pET21-porAg;s.p1.3asd en la cepa de E. coli IM109 (DE3); carril 1, control
negativo del lisado total de la cepa S. typhimurium ¥4550; carriles 2 al 6, lisados totales
de 5 colonias transformantes con el sistema dual pET-porAg;s.p1.3asd/pGP1-2.
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Figura 9. Expresion del antigeno TbpB de N. meninigitidis B4:NT, mediante el
sistema plasmidial dual letal balanceado en lisados de 5 transformantes de la
cepa vacuna S. entérica serovar Typhimurium %4550, determinada por Western
blot.

La separacion de las proteinas se realiz6 en un gel de poliacrilamida-SDS al 8% y la
inmunodeteccion, como se describio para la Fig. 6.

Carril c, control positivo del lisado total de pET21-tbpBgsntasd en la cepa de E. coli
JM109 (DE3); carril St, estandar pretefiido de proteinas rango amplio; carril 1 control
negativo del lisado total de la cepa S. typhimurium y4550; carriles 2 al 6, lisados totales
de 5 colonias transformantes con el sistema dual pETtbpBgs.ntasd /pGP1-2.



4.5. Purificacién de las proteinas PorA 'y TbpB de N. meningitidis por
electroelucion de geles de poliacrilamida.

Para detectar la presencia de los anticuerpos en ratones mediante ensayos ELISA
que se describen mas adelante, fue necesario preparar grandes cantidades de los
antigenos purificados PorA y ThpB. Esto se realizé segun el procedimiento descrito en
la seccidon 3.2.10. PorA fue purificada a partir de una fraccion de membrana externa de
E. coli JIM109 (DE3) como se indica en la seccion 3.2.10, por electroelucion de la
banda de 42 kDa cortada de un gel de poliacrilamida-SDS al 8% en el cual se
separaron las proteinas de membrana externa. La pureza obtenida fue superior al 93%
y en los ensayos de “Western blot” se detectd escasa reaccion cruzada con otras
proteinas. TbpB se obtuvo por electroelucion en forma similar a PorA, pero con un

rendimiento més bajo, debido a su mayor tamafio y menor nivel de expresion.

4.6. Inmunizacion de ratones BALB/c con la cepa vacuna que expresa ya sea el
antigeno PorA o TbpB de N. meningitidis y evaluacion de los niveles de
anticuerpos.

Para determinar si los antigenos PorA y TbpB podran ser utilizados para
desarrollar una vacuna oral viva contra la infecciébn por N. meningitidis, se consideré
necesario evaluar inicialmente si éstos eran capaces de inducir anticuerpos especificos
al inmunizar ratones por via intragéstrica, con la cepa vacuna S. entérica serovar
Typhimurium %4550 que portaba cada construccion genética con el correspondiente
antigeno. Con este fin, se utilizaron ratones BALB/c divididos en grupos de 8 individuos,

los que se inmunizaron como se indica en métodos (3.2.12.2). En total, se inocularon



intragastricamente 3 grupos de ratones (uno con el gen del antigeno PorA, uno con el
gen del antigeno TbpB y un grupo control al cual se le administr6 PBS 1X), La
inmunizacion primaria se aplicé en tres dosis dia por medio y la inmunizacion
secundaria o “booster”, luego de 50 dias. Cada dosis, en un volumen de 200 puL
contenfa la suspensién bacteriana correspondiente en un rango de 1x10’ a 1.2 x10’
UFC, como se detalla en la Tabla 1.

Para determinar si estos antigenos indujeron anticuerpos IgG séricos e IgA en
secreciones mucosas (saliva y heces), se tomaron muestras de sangre, heces y saliva,
como se indica en métodos (3.2.12.3), 30 dias después de la inmunizacion primaria y
15 dias después del “booster”. También se tomaron muestras 1 dia antes de la
inmunizacién primaria (muestras preinmunes).

En dichas muestras, luego de procesarlas, como se sefiala en la seccion 3.2.12.3,
se determinaron los niveles de anticuerpos anti-PorA y anti-TbpB, del tipo IgG e IgA,
mediante la técnica de ELISA, que se describe en 3.2.13. Ademas, se evalud la
respuesta de anticuerpos frente a un lisado total de la cepa vacuna S. entérica serovar
Typhimurium %4550. Las lecturas se obtuvieron midiendo D.O. a 405nm.

Los resultados se analizaron de dos maneras. Por un lado, se compararon las
lecturas promedios de los ELISA de las muestras pre-inmunes con aquellas tomadas
después de la inmunizacion primaria y secundaria de cada raton inmunizado, dentro del
grupo correspondiente, ya sea con la cepa vacuna expresando el antigeno TbpB (Fig.
10 B, Fig 11B) o PorA (Fig. 10 C, Fig. 11C), y por otro, se calcularon los titulos de
anticuerpos alcanzados en cada una de las muestras, determinando la mayor dilucion

cuya lectura fue estadisticamente significativa (Prueba t de Student, p < 0,05) y mayor



que las muestras pre-inmunes correspondientes, para la inmunizacién oral con ambos

antigenos (Fig. 12 Ay Fig. 12 B, respectivamente).

Tabla 1. Protocolo de inmunizacién en ratones BALB/c con las construcciones que
expresan los antigenos PorA y TbpB de N. meningitidis en la cepa vacuna S. entérica
serovar Typhimurium y4550.

Suspension de vacuna S.entérica var Typhimurium 4550

DOSIS
Nombre del Construccién Inmunizacion Inmunizacion
grupo de ratones primaria * secundaria
ufc/200 H' D.O.600nm ufc/200 H' D.O.600nm
Control PBS 1X o o
2 PET-tbpBgant 1,1 x 10’ 0,4 1,0 x 10’ 0,4
asd/pGP1-2
(clon 10)
3 PET-porAgisers 1,2 x 10 0,4 1,2 x 10’ 0,4
asd/pGP1-2
(clon 12)

* Valor de ufc es un promedio de las tres dosis de la inmunizacion primaria.
o Volumen de PBS 1X aplicando 200 pl.
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Figura 10. Respuesta sérica de IgG medida por ELISA luego de inmunizacion oral de ratones
BALB/c con la cepa vacuna S. typhimurium 4550 que lleva el antigeno TbpBg4nr O €l antigeno
PorAgis.p1z de N. meningitidis. La inmunizacién se evalué en grupos de 8 ratones siguiendo el protocolo
descrito en la Tabla 1. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante microcapilares aplicados retro-orbitalmente
segun se describe en la seccién 3.2.12.3. El ensayo ELISA se realizé en un lector Labsystems Uniskan® |, Flow
Laboratories, de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 3.2.13. En A) grupo control inmunizado oralmente
con 200 pl de PBS 1X, B) inoculacion oral con cepa vacuna 34550 pET21- tbpBgs.nrasd/pGP1-2, C) inoculacién oral
con cepa vacuna y4550 pET21- porAgis.p1.3asd/pGP1-2.
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Figura 11. Respuesta del tipo IgA en heces luego de la inmunizacion oral de ratones BALB/c con la
cepa vacuna S. entérica serovar Typhimurium x4550 que lleva los antigenos TbpBgant Y
PorAgis.p1.3 de N. meningitidis.

El procedimiento de inmunizacion y la deteccién de los anticuerpos son similares a los descritos en la Fig.
10. La obtencién y preparacion de las muestras se describen en la seccién 3.2.12.3.

A) grupo control inmunizado oralmente con 200 pl de PBS 1X, B) inmunizacién oral con cepa vacuna
¥4550 PpET21- tbpBgsntasd/pGP1-2, C) inmunizacibn oral con cepa vacuna 4550 pET21-
pOl’ABl5;pllgan/pGP1'2.
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FIGURA 12. Titulos de las respuestas de IgG sérica (A) e IgA fecal (B) inducidas por inmunizacion
oral con los antigenos TbpBgsntY POrAgis.p13 de N. meningitidis, expresados en la cepa vacuna S.
entérica serovar Typhimurium %4550.

Los datos corresponden a aquéllos de las Figuras 10 y 11. Los titulos establecidos se calcularon
considerando el valor reciproco de las maximas diluciones de suero o heces de cada grupo de
ratones cuyas D.O.s,05nm €ran estadisticamente mayor (p < 0,05) que la lectura de las respectivas
muestras preinmunes.



4.7. Analisis de la respuesta de anticuerpos séricos IgG de ratones BALB/c
previamente inmunizados con la cepa vacuna que expresa los antigenos
TbpB o PorA de N.meningitidis.

4.7.1. Respuesta humoral anti-TbpB.

A partir del analisis de los valores de ELISA (D.O.40snm) de las muestras tomadas
un mes después de la inmunizacion primaria y aquellos obtenidos 10 dias después de
la inmunizacidn secundaria, comparado con las muestras pre-inmunes, se observo que
el grupo 2 (construccion pET-tbpBgsntasd/pGP1-2) presentd una respuesta significativa
de anticuerpos. Esta se reflejéo en un titulo de 512, luego del “booster”, valor que es
estadisticamente significativo (p< 0,05) con respecto al suero pre-innmune (Fig. 12A).
En el grupo control de inmunizacion con PBS, no se aprecia diferencia significativa
entre la D.O.405.m de la muestra booster versus la inmunizacién primaria o la pre-
inmune. Ademas, se aprecia un leve incremento en la D.O.40snm por parte del grupo2
(Fig. 10B) respecto al grupo control PBS 1X. El grupo 3 present6 un titulo sérico mas
bajo (Fig.12A y 10B).

Las observaciones antes sefaladas, sugieren que en este grupo hubo
colonizacion persistente del intestino por la cepa vacuna en concordancia con la buena

estimulacion lograda con el antigeno TbhpB.

4.7.2. Respuesta humoral anti-PorA.
En este caso también se usé el sistema de expresion dual (pET/pGP1-2) para la
expresion del antigeno PorA. El titulo sérico contra este antigeno, segun los ELISA

realizados fue de 256 (Fig. 12 A), para las muestras inmunizacion primaria y booster, y



se aprecia un incremento moderado en el promedio de la D.O.40snm por parte de este
grupo con respecto al grupo control PBS 1X (Fig 10A), en contraste al grupo 2 que
presento un titulo sérico mas alto (Fig 10B). Asi se puede establecer que el antigeno
PorA es capaz de inducir una leve respuesta sérica y que se mantiene durante el
transcurso de la inmunizacién sin presentar un aumento en el tiempo.

Al igual que en el caso anterior, esto sugiere que en este grupo de ratones,
ocurrié colonizacién intestinal por la cepa vacuna, tal vez en menor grado que con la

inmunizacion realizada con el antigeno TbpBga:nr.

4.8. Analisis de la respuesta de IgA a nivel de mucosas en ratones BALB/c
inmunizados oralmente con la cepa vacuna que expresa los antigenos
TbpB o PorA de N. meningitidis.

4.8.1. Respuesta de IgA anti-TbpB en secreciones mucosas.

Las muestras fecales de todos los grupos de ratones inmunizados con TbpB
presentaron lecturas de D.O.ss.m mayores que los del respectivo grupo control
inmunizado con PBS1X y del grupo 3 (Fig. 11A, 11B y 11C). El titulo de IgA fecal anti-
TbpB alcanzado en la respuesta secundaria fue 16 (Fig. 12B), para los ratones que han
recibieron el “booster” luego de 30 dias de la inmunizacion primaria.

En cuanto a las muestras de saliva, debido a la escasa homogeneidad en los
volumenes recolectados fue muy dificil obtener resultados confiables y reproducibles,
tanto para IgA anti-TbpB, como para IgA anti-Salmonella, en los grupos de ratones

estudiados. Por esta razon estos resultados no fueron incluidos.



4.8.2. Respuesta de IgA anti-PorA en secreciones mucosas.

En el grupo 3, se observo una menor respuesta inmune mucosal comparada con
el grupo 2. En este caso, los niveles de IgA fecal anti-PorA fueron similares a los niveles
de lectura (D.O.405nm) Obtenidos con el grupo control inmunizado con PBS 1X (Fig. 11A,
11B y 11C). El titulo de IgA fecal anti-PorA alcanzado en la respuesta secundaria fue
tan solo 8 (Fig. 12B).

En las muestras de saliva, como se coment6 antes, no se detectd IgA anti-PorA ni

anti-Salmonella por las razones ya citadas.

Ensayo de actividad bactericida de los anticuerpos anti-PorA y anti-TbpB del
suero de ratones inmunizados.

Con el fin de establecer si los anticuerpos inducidos luego de la vacunacion oral
con la cepa vacuna que expresa los antigenos TbpB y PorA, tenian algun potencial
protector y debido a la falta de un modelo animal adecuado para un buen ensayo de
desafio, se evalud la capacidad bactericida de éstos en un ensayo in vitro.

Para el ensayo bactericida, segun lo detallado en seccion 3.2.14, se trabajo con
un inéculo idéntico (1x10° ucf/ml) de bacterias para ambas cepas de N. meningitidis
(B15:P1.3 y B4:NT), los cuales se incubaron con un volumen fijo de 10 uL que
correspondia a diluciones seriadas de suero inmune de los ratones vacunados
oralmente con la cepa de S. entérica serovar Typhimurium 4550 que portaba los
antigenos PorA o TbpB.

Se usaron los sueros de ratones individuales representativos de cada grupo

previamente inmunizados y los resultados obtenidos de este ensayo se indican en la



Tabla 2. Luego de incubacion con el suero anti-PorA “post-booster” del raton 30, sélo
crecieron 134 colonias de N. meningitidis B15:P1.3 al utilizar una dilucion 1/16, lo que
indica un 85% de eficacia bactericida y un titulo de 16. Un resultado similar se obtuvo
para el suero anti-PorA del raton 28, donde la dilucion 1/16 de éste (post-booster)
mostré una eficacia bactericida del 84,3%, alcanzando asi un titulo de 16, idéntico al
anterior.

En el caso de los ratones vacunados con la cepa que lleva el antigeno ThpB se
realizo el ensayo usando un solo suero disponible proveniente del raton 24. Este suero
post-booster presentd una eficacia del 79,8% en su capacidad bactericida,

estableciéndose un titulo bactericida de 32 (Tabla 2).



Tabla 2. Valores de los titulos obtenidos en los ensayos bactericidas con los sueros de
ratones inmunizados con la cepa vacuna que expresa los genes porAgis.p13 Y aquella

que expresa tbpBgsnt €n S. entérica serovar Typhimurium %4550 frente a N.
meningitidis (serogrupos B15:P1.3 y B4:NT).

Suero anti- PorA ( Cepa vacuna con sistema dual pET-porAgis.p13asd/pGP1-2)

Diluciones seriadas del suero

Ratén 28 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 |1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024
Inmuniz.Primaria 2 107 112 142 215 367 NC NC NC NC
Booster 18 71 115 139 204 311 NC NC NC NC

Diluciones seriadas del suero

Raton 30 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 |1/128 | 1/256 1/512 | 1/1024
Inmuniz.Primaria 0 94 102 350 NC NC NC NC NC NC
Booster 0 0 76 134 321 NC NC NC NC NC

Controles con la cepa N. meningitidis B15:P1.3: C; = NC; C, = 885 bacterias; C3; = NC

Suero anti-TbpB (Cepa vacuna con sistema dual pET-tbpBgs.ntasd/pGP1-2)

Diluciones seriadas del suero

Ratén 24 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 |1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024
Inmuniz.Primaria 23 88 115 180 228 380 NC NC NC NC
Booster 15 43 108 143 194 256 NC NC NC NC

Controles con la cepa N. meningitidis B4:NT: C; = NC; C, = 964 bacterias; C3 = NC

Simbologia:

NC = Numero no cuantificable de colonias, gran poblacién bacteriana.

C, = Control complemento, 25 ul tampdén Hanks mas 10 pl bacterias y 15 pul plasma.

C, = Control Viabilidad bacteriana, 40 pl tampon Hanks y 10 ul bacterias.

C; = Control suero sin inmunizacion, 25 ul suero pre-inmune mas 10 ul bacterias y 15 pl plasma.



5. DISCUSION

Esta tesis permitié evaluar, en un modelo murino, la capacidad para inducir una
respuesta inmune de los antigenos TbpB y PorA de N. meningitidis expresados en una
cepa atenuada de Salmonella entérica serovar Typhimurium y4550. Esta etapa
representa el paso previo para desarrollar posteriormente una vacuna oral viva basada
en S. entérica serovar Typhi para humanos: Esto requerira optimizar distintas
formulaciones de vacuna viva, incluyendo distintas proporciones de bacterias que
expresan ambos antigenos, o bien, mediante la construccion de hibridos entre estas
proteinas de N. meningitidis que explotan las mejores caracteristicas inmunogénicas de
cada una de ellas.

Se disponia de los antigenos de las cepas chilenas de N. meningitidis (B4:NT y
B15:P1.3) clonados en el vector de expresion pET21a, incluyendo sus propios péptidos
sefales de secrecion al periplasma (Uribe, 1999). Se optd por este enfoque porque de
este modo las proteinas utilizadas como antigenos en la cepa vacuna atenuada serian
presentadas en la superficie bacteriana, facilitando la interaccién con los componentes
de la respuesta inmune en el evento de una infeccion, luego que el sujeto ha sido
vacunado. Al mismo tiempo esto permite que la presentacion de los antigenos foraneos
en la cepa vacuna sea de una forma lo mas parecida posible a como ocurre en la
relacion natural “hospedero-patdégeno” y con la idea de reforzar la respuesta inmune
con la participacion de epitopos conformacionales que estuviesen presentes en estas
proteinas. El vector plasmidial utilizado en la expresion de los genes foraneos incluye

ademas una copia del gen lacl, lo que aumenta la carga genética de los antigenos en la



bacteria y al mismo tiempo se traduce en una represion regulable a nivel del operador

lac en la expresion de los genes bajo el control del promotor de T7 en el vector.

5.1. Expresién de las proteinas TbpB y PorA en S. entérica serovar Typhimurium.

Dado el uso potencial de estas proteinas en un sistema de vacuna oral viva, son
deseables elevados niveles de expresion para lograr inducir una mejor respuesta
inmune en los sujetos vacunados. Por esto debe considerarse el hecho de que un
cultivo de laboratorio representa las condiciones ideales para el desarrollo bacteriano y
no se asemeja a las condiciones de vacunacion.

Debe considerarse que una vez en el hospedero, la bacteria cambia su fisiologia
dependiendo de las condiciones “in vitro”, como consecuencia de la adaptacion a un
medio hostil y no tan rico en nutrientes. Para expresar los antigenos se recurrié al uso
de cultivos bacterianos en etapa de crecimiento exponencial para optimizar la expresion
de éstos.

Para encontrar y aislar clones de E. coli DH5a y S. entérica serovares
Typhimurium 3730 y 4550, que expresaran las proteinas en estudio, se seleccionaron
colonias inmediatamente luego de la transformacion de las cepas con los DNAs
correspondientes a las construcciones en pET21a bajo condiciones de represion de los
genes en cuestion. Se consider6 adecuado para estos clones crecidos en medio
liquido, seleccionar aquellos que dieron el nivel de expresion mas alto detectable por
ensayos de Western blot en S. entérica serovar Typhimurium.

En un indculo fresco inducido con IPTG 1mM a una D.O.goonm de 0.2, a partir de

dos horas post-induccion es posible detectar PorA en muestras de lisados bacterianos,



obteniéndose un aumento gradual de la expresion de esta proteina a medida que
aumentaba el tiempo de induccién. En contraste, la aparicion de TbpB tuvo un retardo
luego de iniciada la induccion, no obstante presentdé un aumento gradual paulatino a
medida que transcurria el tiempo. La explicacion a esto podria ser debido a una menor
estabilidad del mMRNA de TbpB, asi como a diferencias en la eficiencia del inicio de la
traduccion de los mensajeros, lo que podria reflejarse en una menor velocidad de
sintesis de proteica. Esto podria cobrar especial relevancia si se considera la expresion
de estos antigenos en el hospedero natural (N. meningitidis), en que PorA se expresa
de forma continua en la superficie bacteriana con un cierto grado de recambio, mientras
que TbpB sblo se sintetiza en condiciones de ausencia de hierro. Sin embargo, estos
elementos de control de la expresion de TbpB no estan operativos en E. coli o S.
entérica serovar Typhimurium, que usan otros sistemas para la captura de fierro (Larson
et al., 2002) y ademas, el promotor T7 presente en las construcciones, solo es inducible
por IPTG en E. coli y ademas por incremento de temperatura cuando los genes se
transfieren a Salmonella. Otra opcidn podria ser un efecto diferente a nivel de eficiencia
a nivel de traduccion por diferencias en el uso del codon al comparar ambos genes.

Esta posibilidad debe tenerse en cuenta dado los distintos tipos de roles
fisioldgicos que juegan en N. meningitidis, o que puede traducirse en una necesidad de
regulacion mas estricta para TbpB. Un efecto de regulacion diferente a nivel
transcripcional no es esperable ya que el promotor utilizado en la expresion heterdloga
es el mismo para ambos genes.

Con respecto a la deteccion de estas proteinas, las diluciones de los anticuerpos

utilizados fueron de 1:500 para PorA y 1:1000 para TbpB. Esto podria otorgar una



mayor inmunogenicidad de ThpB en conejos y por ser una proteina de N. meningitidis
con una funcién especializada, pueda deberse a la existencia de epitopos asociados a
la funcionalidad del polipéptido otorgandole un mayor potencial inmunogénico.

La reaccion inmune de antisueros de conejos contra TbpB muestra escasa
reaccion cruzada al expresarla en cepas de S. entérica serovar Typhimurium,
revelandose de forma bastante definida y clara, en contraste al ensayo de Western blot
de PorA, que siempre muestra un grado de reaccion cruzada, en particular con bandas
de menor tamafio que PorA sugiriendo contaminantes que han sufrido degradacion
proteolitica ya que no corresponden al patron de bandas observables en una muestra

de PorA con degradacion parcial.

5.2. Sistema de expresion en Salmonella entérica serovar Typhimurium.

La utilizacion de un sistema plasmidial dual, basado en los vectores pGP1-2 y
pET21la con los genes thpB y porA para la expresion de ambas proteinas en S.
entérica serovar Typhimurium, presenta ciertos inconvenientes como modelo de vacuna
para ser evaluado en raton y eventualmente en el hombre. Estos se relacionan con que
cada plasmido tienen un marcador de resistencia a antibidtico distinto, lo cual implicaria
que para la permanencia de los plasmidos en las células bacterianas se requiere
incorporar estos antibioticos al raton durante el proceso de vacunacion. Esto resulta
inadecuado y complejo por decir lo menos, y ademas, éticamente cuestionable si se
plantea su uso en humanos. Por otro lado, el sistema de expresion con el vector
pET21a que lleva una copia del gen lacl (necesario debido a la inexistencia de este gen

en el genoma de S. entérica serovar Typhimurium), debe requerir la adicion de IPTG



durante el crecimiento bacteriano para la sintesis de TbpB o PorA; pero resulta
complicado y oneroso la administracion de IPTG a ratones. Esto hace al sistema de
expresion dependiente de tres compuestos que deben suministrarse simultdneamente
al raton vacunado (ampicilina, kanamicina e IPTG). Para simplificar esto, se usé una
cepa vacuna que utiliza el sistema letal balanceado (Garcia de la Guarda, 1998) en que
el gen asd ha reemplazado al gen de resistencia a ampicilina y los cultivos del inéculo
para vacunar han sido previamente inducidos con IPTG, efecto que dura en cultivos in
vitro, lo que puede extrapolarse a in vivo. Esto concuerda con datos de tiempos de
duplicacién de la bacteria in vivo que puede extenderse de 30 min a 5-12 horas (Mims,
Playfair, Roitt, Wakelin, William, Anderson, 1993) lo que reduce el efecto de dilucion del
IPTG intracelular causado por division celular.

Con respecto al plasmido pGP1-2, no se contemplo realizar ningun tipo de
modificacion que lo ligase de forma metabdlica a S. entérica serovar Typhimurium. Se
ha demostrado que para un sistema dual de estas caracteristicas, en el cual s6lo uno
de los plasmidos ha sido ligado a la bacteria, éste es capaz de inducir aun una
respuesta humoral en un sistema murino (Garcia de la Guarda, 1998).

El requerimiento de kanamicina in vivo parece no ser tan necesario ya que
bacterias recuperadas luego de 2 semanas de colonizar ratones con S. entérica serovar
Typhimurium y rescatadas desde bazo e higado a cultivo Luria sin kanamicina, aun
contienen el plasmido pGP1-2 (datos no mostrados).

En relacion al sistema letal balanceado aqui utilizado, S. entérica serovar
Typhimurium %3730 asi como la cepa vacuna 4550, son mutantes asd, es decir

dependientes estrictos de DAP. Por esto se planted el clonamiento del gen asd de E.



coli y su insercidén en el vector pET21a para hacer metabdlicamente dependiente a la
bacteria, evitando asi el uso de ampicilina en la administracion de la vacuna.

Como se mencion6 en métodos, seccion 3.2.7.2, la RNA polimerasa del fago T7
codificada por pGP1-2, se encuentra bajo el control del promotor termoinducible P del
fago L. Esto significa que el sistema de expresion desarrollado para la evaluacion de la
vacuna en el modelo animal, se encuentra reprimido durante el cultivo a 30°C. Una vez
administrada la vacuna viva, el sistema sera inducido por la mayor temperatura corporal
del animal, esto significa que en el raton, la expresion de la RNA polimerasa del fago T7
pasa a ser practicamente constitutiva. Esto permite mantener una cantidad significativa
de moléculas de esta polimerasa dentro de la célula bacteriana, lo que
consecuentemente mantendria un apropiado nivel de produccion de las proteinas
heterélogas TbpB y PorA.

El uso de Salmonella como vector de vacunacion oral viva atenuada se ha
investigado exhaustivamente (Clements et al., 1986; Zhang et al., 1997; Sinha et al.,
1997; Valentine et al., 1998; Sydenham et al., 2000; Bumann, 2001; Wang et al., 2001).
Este enfoque se ha ensayado ademas en humanos para evaluar la factibilidad de su
uso en vacunacion de humanos (Levine et al., 1987; Tacket et al., 1997a; Tacket et al.,
1997b).

La administracién oral de estas vacunas proporciona ademas la posibilidad de
inducir una respuesta inmune mucosal, consistente principalmente en anticuerpos de
tipo secretor (fundamentalmente IgA y en menor proporcion, 1gG). De esta forma, luego
de una inmunizacion, una posterior infeccion puede ser controlada a nivel de mucosa,

evitando el ingreso del microorganismo al hospedero.



Entre las ventajas que ofrece el uso de bacterias vivas atenuadas como vectores
de vacunacion, esta su capacidad de multiplicarse en el hospedero, lo cual proporciona
un suministro continuo de antigenos al GALT, de manera semejante a la condicion
natural de infeccidn y presentando los mismos antigenos que aquéllos presentes
cuando el patogeno invade el hospedero. Una ventaja adicional de la bacteria atenuada
es la capacidad de inducir proteccion al antigeno cuando es administrado via oral frente
a la agresion intestinal causada por proteasas y sales biliares, aun después de
atravesar la barrera gastrica (Dougan, 1994). Al usar antigenos purificados via oral,
éstos disminuyen significativamente frente a enzimas degradativas pancreaticas y sales
biliares en el tracto digestivo.

Ademas, se ha demostrado que una cepa vacuna del tipo Salmonella, a pesar
de ser un mutante con virulencia reducida, puede funcionar como portador de antigenos
para la estimulacion de IgA secretora, debido que aun conserva ciertos determinantes
de patogenicidad, como por ejemplo, una invasividad moderada (Curtiss y Kelly, 1987;
Dougan et al., 1988), permitiéndole interactuar con el GALT sin causar necesariamente

una activacion sistémica.



5.3. Induccién de anticuerpos anti-TbpB y anti-PorA en ratones BALB/c
inmunizados con la cepa vacuna S. entérica serovar Typhimurium y4550.
5.3.1. Induccidn de anticuerpos anti-ThpB.

Se evalu6é usando las construcciones pET21-tbpBgsntasd/pGP1-2. EI mayor
titulo anti-TbpB fue de 512 (Fig. 12A) y se obtuvo en la muestra de suero "booster” de
los ratones del grupo 2 (ver Tabla 1), con una dosis de 1,0 x 10’ ufc/200 ul, como se
indica en las secciones 3.2.12.1y 3.2.12.2. La respuesta de anticuerpos IgG séricos de
este grupo de ratones frente a un lisado total de la cepa vacuna (datos no mostrados),
fue estadisticamente significativa (p< 0,05) y alcanzé un titulo de 256. El hecho de que
este grupo haya mostrado una clara respuesta frente al lisado de la cepa vacuna pueda
deberse a una eficiente colonizacién intestinal y estimulacion por parte del GALT, por lo
cual en este grupo se esperaba ademas una buena respuesta humoral anti-TbpB. El
andlisis morfolégico a 6rganos de la cavidad abdominal realizado a ratones de este
grupo durante el transcurso de la inmunizacién oral con la cepa vacuna, evidencio
claras sefiales de invasion de la bacteria observandose inflamacién generalizada de
higado, bazo e intestinos. Los ratones vivos que completaron el tratamiento de
inmunizacioén presentaron un estado fisico 6ptimo y saludable.

Con respecto a la inmunidad a nivel de mucosas, la induccién de anticuerpos IgA
anti-TbpB, en general fue baja. No hubo un incremento significativo en la respuesta de
anticuerpos en las muestras de heces (Fig. 11B y 12B). Aunque debe considerarse que
este extracto tiene adicionalmente una dilucion que corresponde a una suspension de

100 mg de heces en 100 ul de PBS 1X lo cual implica un titulo real de 32.



La falta de una buena respuesta a nivel de mucosas, puede deberse en parte a
que la cantidad de antigeno ThpB presentada al GALT haya sido insuficiente para
inducir al sistema inmune mucosal. Se esperaba que esta respuesta debia ser
potenciada por antigenos bacterianos como el LPS que actian como adyuvantes frente
a mucosas para potenciar aun mas la inmunogenicidad.

Por otro lado, pudo ser necesario la evaluacion in vivo de la eficiencia del
promotor con T7 para asegurar una oOptima respuesta de IgA especifica en las

secreciones mucosas.

5.3.2. Induccién de anticuerpos anti-PorA.

En la determinacion de anticuerpos seéricos de ratones vacunados con la bacteria
que expresa el gen porA se encontré6 un nivel de induccién estadisticamente
significativo de anticuerpos anti-PorA aunque un poco mas bajo que el obtenido para el
otro antigeno en estudio. Esto fue tanto a nivel sérico y de mucosas (Fig. 10C, 11C y
12B). También cabe sefialar que este grupo de ratones inmunizados con este antigeno
PorA presenté respuesta IgG sérica anti-lisado total de la cepa vacuna, con un titulo de
64, algo mas bajo que lo obtenido para TbpB (dato no mostrado). Esto podria
interpretarse como una colonizacibn moderada de la cepa vacuna a nivel del tejido
linfoide mucosal. Quizas la baja respuesta se deba a una baja inmunogenicidad, lo que
podria ser una caracteristica peculiar de esta proteina, 0 a que sus epitopos se
procesen menos eficientemente para su presentacion a los linfocitos T a través del

complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II).



Es probable que este antigeno induzca una respuesta de tipo celular, lo que no
se ha evaluado a la fecha. Esto podria proporcionar un buen nivel de proteccién en
ratones inmunizados, aun a pesar de la baja induccion de anticuerpos. Se han
sefalados casos en la literatura de antigenos expresados en Salmonella que producen
una modulacion de la respuesta inmune otorgando una respuesta celular protectora en
vez de la humoral, en estos casos se presume de la participacion directa de citoquinas
tipo IL-10 e INF-y y de células presentadoras de antigenos que producen efectos
inhibitorios e inducen tolerancia en los tejidos mucosales modulando la induccion de la
respuesta tipo Thl o Th2 (Elias y Fl6, 2002; Williamson et al., 1999; Mizuno et al.,
2003).

Se han realizado estudios de que segun sea la presentacion del antigeno en la
superficie mucosal y el disefio de la vacuna, es el tipo de respuesta celular que se
obtiene, dependiendo de las citoquinas secretadas por los linfocitos T “helper”. Asi, las
células tipo Thl secretan IL-2 e IFN-y y estas Ultimas inducen a las células B a secretar
IgG2a; por el contrario las células tipo Th2 producen IL-4 e IL-10, entre otras, las cuales
intensifican la secrecion de IgG;, IgE e IgA en la superficie de las células B. Es por esto
que es posible modificar la induccion y regulacion de la respuesta (celular o humoral)
segun sean los requerimientos de la vacuna contra un blanco especifico (Jackson et al.,
1993; Xu-Amano et al., 1992).

Con estos resultados se determind que los ratones BALB/c inmunizados con esta
bacteria desarrollan una respuesta inmune apropiada contra epitopos superficiales de
S. entérica serovar Typhimurium y conlleva a una produccion de anticuerpos del tipo

IgG y en menor grado IgA.



5.4. Respuesta bactericida de los anticuerpos meningococales inducidos en
raton.

Los ensayos bactericidas séricos son una medicion funcional de la capacidad del
anticuerpo, el cual, en conjunto con el complemento, tiene la capacidad para matar
bacterias y es considerado un parametro importante en los ensayos de proteccion de
vacunas y como un analisis opcional para medir anticuerpos antimeningococales
funcionales in vivo.

El ensayo se llevo a cabo segun lo descrito en la seccion 3.2.14, y analizados los
resultados de la Tabla 2, se concluyé que para el antigeno PorA se obtiene un titulo
bactericida de 1:16 y para ThpB 1:32, concordante en parte con los resultados
obtenidos de los ensayos medidos por ELISA.

Un ensayo ELISA suministra resultados que se correlacionan cercanamente con
las mediciones de actividad funcional del anticuerpo y que son importantes en la
proteccion contra la enfermedad meningococal. No obstante, la administracion de la
vacuna puede inducir anticuerpos de baja o alta avidez, siendo ésta reflejada en estos
tipos de ensayos y en la naturaleza del antigeno (Granoff et al., 1998).

Los ensayos de union de patdégenos a anticuerpos y su consecuente efecto
litico ofrecen un método mas reproducible y conveniente para cuantificar la respuesta
inmune frente a la vacunacion, sin necesidad de requerir ensayos de desafio, los que
descansan en la disponibilidad de un modelo animal validado que no siempre existe,
como es el caso de N. meningitis, que es un patdgeno exclusivo de humanos.

Segun investigaciones desarrolladas en el pasado, (Goldschneider et al., 1969a;

Goldschneider et al., 1969b; Frasch, 1995), se comenta que mientras mas alto es el



titulo se otorga un mayor margen de seguridad en una proteccion valorada; y en
general, un titulo >1:4 es aceptado como el titulo umbral protector en Europa, mientras
que un titulo >1:8 es considerado aceptable en USA (Santos et al., 2001).

El principal inconveniente con el ensayo bactericida tradicional es que el conteo
de colonias no puede ser totalmente automatizado y por esto también es dificil de
estandarizar. Ademas, si se explora la literatura al respecto, los ensayos bactericidas
difieren en el numero de ufc utilizados por pocillo, tampon de ensayo, condiciones de
crecimiento bacteriano, tiempo de incubacion, fuente de complemento (aunque se
valida el complemento murino tanto como el humano) vy diluciébn sérica de inicio.
Ademas, se han usado distintos amortiguadores bactericidas, pero la solucién de
Hanks es seleccionada en forma preferente porque es la mas usada para ensayos
bactericidas frente a Neisseria del serogrupo B (Rodriguez et al., 2002).

El uso de complemento humano de adultos sanos tiene ciertas limitaciones ya
que contiene anticuerpos adquiridos naturalmente que reaccionan frente a polisacaridos
especificos del grupo bacteriano, al LPS o frente a proteinas de membrana externa del
meningococo. Estos anticuerpos subyacentes pueden activar el complemento y
producir una bacteriolisis meningococal adicional e interferir con los resultados del
ensayo (Santos et al., 2001) Por eso es necesario el uso de controles apropiados e
incluso, algunos investigadores lo han substituido por suero de conejo como fuente de
complemento por su facil obtencién y preparacion. Por otro lado, esta fuente de
complemento es recomendada por el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta

(CDC, USA) y por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, USA).



Zollinger y Mandrell (1983), sefialaron que con el uso de complemento de conejo,
se obtienen titulos bactericidas mas altos para la cepa meningococal serogrupo B

gue si se usa complemento humano.

Los anticuerpos bactericidas presentes en el suero confieren proteccion contra la
enfermedad meningococal, lo cual permite el establecimiento de una sustitucion de
proteccion. Hasta la fecha y por mas de 25 afios de investigacion, la mejor solucion
para predecir la proteccion de actividad bactericida, es medir los niveles de titulos por el
ensayo de Goldschneider et al. (1969a) como lo estan realizando la mayoria de los

investigadores.

5.5. Proyecciones del uso de S. entérica serovar Typhimurium como vector
vacuna oral viva.

En el presente, las vacunas con el vector Salmonella se encuentran en fase
experimental y la mayoria de los estudios han sido desarrollados en el modelo murino.
Numerosos genes de bacterias, virus, parasitos y otros organismos de origen
eucaridtico han sido expresados y desarrollados en Salmonella atenuada obteniendo
distintos resultados favorables.

Se han desarrollado una serie de estrategias para conseguir la expresion estable
de antigenos en vectores de S. entérica serovar Typhimurium. Una de ellas es el
sistema letal balanceado desarrollado por Nakayama et al. (1988), que estabiliza la
expresion plasmidial, mientras otros enfocan el uso en plasmidos que integran el gen

foraneo dentro del cromosoma de Salmonella (Strugnell et al., 1990).



Una de las estrategias mas efectivas para sobrellevar el problema de la
inestabilidad plasmidial es el uso de promotores inducibles in vivo (Chatfield et al.,
1992), donde el nivel de expresion del antigeno foraneo es baja hasta cuando el vector
bacteriano recibe un estimulo del ambiente in vivo, intensificando su expresion.

Dunstan et al. (1998) estudiaron, en un modelo murino, la capacidad de distintas
cepas atenuadas de S. entérica serovar Typhimurium, para inducir inmunidad humoral
contra el antigeno heterdlogo ToxC (subunidad de la toxina tetanica) y evaluaron
proteccion frente al reto con la toxina tetanica. Luego de evaluar cepas aroA, aroAD,
purA, ompR, hrtA y la doble mutante crp cya, concluyeron que todas las cepas vacunas
expresaron el antigeno en igual magnitud con el sistema empleado en ese trabajo.
Ademas todas, excepto purA, colonizaron en niveles similares las placas de Peyer y el
bazo de los ratones e indujeron titulos semejantes de anticuerpos especificos del tipo
IgG sérico. El aumento del set de promotores con propiedades definidas hace posible
ajustar un apropiado nivel de expresion in vivo para muchos antigenos foraneos, Esto
ayudara a mejorar racionalmente las vacunas basadas en Salmonella contra una amplia
gama de enfermedades infecciosas .

Asi, deben tomarse en cuenta un numero de variables para el desarrolllo 6ptimo
de una vacuna oral, tal como la localizacion, regulacion y niveles de expresion del
antigeno, como también sus propiedades inherentes para ser expresado y el tipo de
respuesta inmune requerida, son factores que cuando se combinan podrian afectar en
la eficacia de una vacuna multivalente basada en Salmonella atenuada.

Basandose en el andlisis genético para la obtencion de diferentes respuestas a

dosis bajas de antigenos y la comprensidon de los mecanismos involucrados,



establecemos que el sistema vector S. entérica serovar Typhimurium es eficaz para la
induccion de inmunidad mucosal a largo plazo y de importancia crucial para establecer
nuevas terapias de vacunas o de anti-infeccion.

Ante lo sefialado, se establece una oportunidad para investigar los diferentes
aspectos de la respuesta inmune involucrados en la infeccion natural, y disponiendo de
los antigenos y formulaciones adecuadas el desarrollo de una vacuna Optima contra N.

meningitidis u otros patdgenos esta cercano.



5.6 Conclusiones de la tesis.

1. El gen asd, complementa la delecion cromosomal en el gen del mismo nombre de la
cepa vacuna 4550 y funciona como marcador metabdlico de seleccion tan eficiente-

mente como los marcadores de resistencia a antibiéticos.

2. Los antigenos TbpB y PorA de N. meningitidis pueden ser expresados en S. entérica
serovar Typhimurium x4550, siendo capaces de inducir una respuesta sérica signifi-

cativa, siendo el nivel de expresion de TbpB mayor que el de PorA.

3. El sistema dual letal balanceado, es eficiente para inducir anticuerpos séricos anti-

TbpB y anti-PorA, en ratones BALB/c inmunizados, segun el disefio experimental.

4. TbpB puede ser un mejor candidato que PorA para su utilizacién en el desarrollo de

la vacuna oral viva contra la infeccion por N. meningitidis.
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Figura Apl. Mapa fisico del plasmido pET21-a (vector de expresion procariético).
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Figura Ap2. Mapa fisico del plasmido pGP1-2 que porta el gen de la RNA polimerasa
del fago T7 bajo el control del promotor izquierdo del fago A (AP.) inducible por
temperatura. Su origen de replicacion es compatible con el de los vectores de la familia
pET, por lo que, al cotransformarlo con alguno de éstos en una célula de E. coli o
Salmonella, permite la expresion de los genes clonados en pET bajo el control del
promotor de la RNA polimerasa del fago T7.



Figura Ap3. Secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida gen tbpB cepa N.
meningitidis B4:NT. NUumero total de bases: 2148

10 20 30 40 50 60

ATGAACAATCCATTGGTAAATCAGGCTGCTATGGTGCTGCCGGTGTTTTTGTTGAGTGCT

M NN PLVNQAAMVYVLPV F L L S A

70 80 90 100 110 120

TGTTTGGGCGGAGGCGGCGGCAGCTTCCGATCTTGATTCTGTCGATACCGAAGCCCCGCGT
cLG GG GG S FDULIDSV DTEAVPR

130 140 150 160 170 180

CCCGCGCCAAAGTATCAAGATGTTTCTTCCGAAAAAACCGCAAGCCCAAAAGACCAAGGC
P AP K Y Q DV S S EKTASUPKDQ G

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
GGATACGGTTTTGCAATGCGCTTCAAGCGGCGGAATCGGCATCCTATGGTGATTCCGAAA
G YGFAMRTFE KT RRNP RHPMVI P K
250 260 270 280 290 300

GAAACCGAGGTTAAACTGAACCCAAATGATTGGGAGGCGACGGGATTACCGACAGAACCC
E T EV KLNWPNIDWEATGL P TE P

310 320 330 340 350 360

| | | | | |
AAGAAACTGCCATTAAAACAAGAATCCGTCATTTCAAAAGTACAAGCAAACAATGGCGAC
K K LPLKG QETSVTISEKVYGQANTNGD
370 380 390 400 410 420

| | | | | |

AACAACAATATTTACACTTCCCCCTATCTCACGCAATCAAACCATCAAAACGGCAACACT
NNNTVYTSPYLTQSNHI QNTGNT

430 440 450 460 470 480

GGCAACGGTGTAAACCAACCTAAAAATCAGGCAAAAGGTTACGAAAATTTCCAATATGTT
G NGV NQPIKNOQAIKGYENZFO QY YV

490 500 510 520 530 540

TATTCCGGCTGGTTTTACAAACATGCTAAACCAACCATAGATCAATCCCAAAAAAAATTT
Y S GWFY KHAIKWPT1 D Q S Q K K F

550 560 570 580 590 600

CAACAAGGCGACGACGGTTATATCTTTTATCACGGCAAAGAACCTTCCCGACAACTTCCC
Q G bbDG66GY I FYHGKEWPSIROQLP



610 620 630 640 650 660

GCTTCTGGAAAAGTTACCTACAAAGGTGTGTGGCATTTTGTAACCGATACGAAACAGAGA
A°S G KV TY KGVWHFV TDTK QR

670 680 690 700 710 720

| | | | | |
CAAAAATTTAACGATATTCTTGAAACCTCAAAAGGGCAAGGCGACAAATATAGCGGATTT
Q K FNDI1I1 L ETS KOG Q G D K Y S G F
730 740 750 760 770 780

TCGGGCGATGAAGGCGAAACAACTTCCAATAGAACTGATTCCAACCTTAATGGGAATCAC
S G b EGETTSNRTWDSNILNGNH

790 800 810 820 830 840

GAGGGTTATGGTTTTACCTCGAATTTAGAAGTGGATTTCGACAATAAGAAATTGACGGGC
E G Y GFTSNLEV DFDNI KK L TG

850 860 870 880 890 900

AAACTGATACGCAATAATAGAGTTACAAACGCTACTACTGGCGACAAACATACCACGCAA
K L 1 R NNWRVTNATTGDIKHTTQ

910 920 930 940 950 960

TATTACAGCCTCGAGGCTCAAGTAACAGGCAACCGCTTCAACGGCAAGGCGATGGCAACC
Y Y S L EAQV T GNIRIFNGI KA AWMAT

970 980 990 1000 1010 1020

| | | | | |
GCAAACCCGGCAACGGCGAAACCAAACAACATCCTTTGGTTCCGACTCGCTTCTTTGAGC
ANPATAKGPNNILWFRTLASTLS
1030 1040 1050 1060 1070 1080

GGCGGCTTTTTCGGCCCGAAGGGTGAAGAATTGGGTTTTCGCTTTTTGAGCGACGATAAA
G 6 F F 6GP KGEELSGZFRUFUL S DD K

1090 1100 1110 1120 1130 1140

| | | | | |
AAAGTTTCGGTTGTCGGCAGCGCGAAAACCAAAGCAAAGACGCAAATGGCAATACTGAGG
K v SVVG6GS AKTIKAIKTOQMATI LR
1150 1160 1170 1180 1190 1200

| | | | | |

CGGCGTTCAGGCGGCACAGGTCGGCAGCATCGGGCGGTCGGCAGCTATGCCGTCTGAAAA
R RS G6G GG TGRQHRAVGSY AV - K

1210 1220 1230 1240 1250 1260

CGGTAAGCTGACCACGGTTTTGATGCGGTCGAGCTGACGCACGGTGGCACAGCAATCAAA
R - ADHGUFIDA AV EULTWHG GG GTATI K



1270 1280 1290 1300 1310 1320

| | | | | |
AAACTCGACAACTTCAGCAACGCCGCCCAACTGGTTGTCGACGGCATTATGATTCCGCTC
K L DNFSNAAQLVVDSGIHI M1 P L

1330 1340 1350 1360 1370 1380

| | | | | |

CTGCCCGAGGCTTCCGAAAGTGGGAACAACCAAGCCAATCAAGGTACAAACGGCGGAACA
L PEASESGNNUQOANOIQGTNGGT
1390 1400 1410 1420 1430 1440

| | | | | |
GCCTTTACCCGCAAATTTGCCCACACGCCGAACAGCGATGAAAAAGACACCCAAGCAGGT
AAF T RKIFAHTWPNSDEIKDTQAG

1450 1460 1470 1480 1490 1500

ACGGCGGAGAATGGCAATCCAGCCGCTTCAAATACGGCAGGTGATACCAATGGCAAAACA
T A E NGNPAASNTASGUDTNGK T

1510 1520 1530 1540 1550 1560

AAAACCTATGCAGTCGAAGTCTGCTGTTCCAACCTCAATTATCTGAAATACGGGTTGCTG
K T YA VvV EV CZCSNILNYLKY G L L

1570 1580 1590 1600 1610 1620

ACACGCAAAACCCCGGCAACACGGTGGAAGGCGGCAACGGCAGCCCAACCGCCGCCCAAA
T R K TWPATWIRWIKAATAAQGQPP P K

1630 1640 1650 1660 1670 1680

CGGCACAGGGTGCACCAAAGTATGTTCNTCCAAGGCGAGCGCACCGATGAAAACAAGATT
R HRVHQSMFX Q G ERTDEN K I

1690 1700 1710 1720 1730 1740

CCAAGCGAGCAAAACGTCGTTTATCGGGGGTCTTGGTACGGGCATATCGCCGGCAGCACA
P S EQNV VYRGS WY GH I A G ST

1750 1760 1770 1780 1790 1800

AGCTGGAGCGGCAATGCTTCCAATGCAACGAGTGGCAACAGGGCGGAATTTACTGTGAAT
S wWSsSGNASNATSGNRAEFT VN

1810 1820 1830 1840 1850 1860

TTCGATACGAAAAAAATTAACGGCAAGTTAACCGCTGAAAACAGGCAGGAGGCAGCCTTT
F DT K K I NG K L T AENZRIQE A A F

1870 1880 1890 1900 1910 1920

ACCATTGAGGGAACGATTCAGGACAACGGCTTTGAAGGTACGGCAAAAACTGCTGACTTA
T 1 E G T 1 Q DNGFEGTAIKTATDL



1930 1940 1950 1960 1970 1980

| | | | | |
GGTTTTGATCTCGATCAAAGCAATACCACCGGCACGCCTAAGGCATATTACACAGATGCC
G FDLDIOQSNTTSGT®PIKAY Y TD A

1990 2000 2010 2020 2030 2040

| | | | | |
AAGGTGAAGGGCGGTTTTTACGGGCCTAAAGCCGAAGAGTTGGGCGGATGGTTTGCCTAT
K v K 66 G F Y GP KAEIELG GG GWF AY

2050 2060 2070 2080 2090 2100
| | | | | |
CCGGGCGATAAACAAACGGAAAAGGCAACGGTTACATCCGGCGATGGAAATTCAGCAAGC
P 6D K QT EKATV TS GDGNS A S
2110 2120 2130 2140
| | | |
AGTGCAACTGTCGTATTCGGTGCGAAACGCCAAAAGCCTGTGCAATAA
S ATV YV FGAIKIRZOQKPV Q -
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Figura Ap4. Secuencia nucleotidica deducida del gen porA cepa N. meningitidis

tattgtccgce
ccggegtgga
gagcgagcegg
atttcggctc
tttggcagct
gggaatcctt
atcagtttga
cgcaattggg
ccgaattttc
cctatacgcc
ttgtcggcaa
ttgccgggaa
atttgttctt
aaaaccatca
tggcggctca
ttgccgcecac
gtttcgactt
ccggecgttga
aacgcaatac

acaaattcta

actgccgcett
aggcaggaac
tcaggtaaaa
gtttatcggc
tgagcaagac
tatcggcttg
cgatgccagc
tattttcaaa
cggtttcagc
ggctactctt
gcccggatcg
ctatgccttt
gcttgggcgce
ggtacaccgc
gttggatttg
tgcttcctac
tatcgaacgc
ttatgatttt
cggcatcggc

a

gcggecgttg
taccagctgc
gttactaagg
tttaagggga
gtatccgttg
gcaggcgaat
caagccattg
cggcacgacg
ggcagcgtcc
gctaatggtg
gatgtgtatt
aaatatgcga
atcggcgatg
ctgacgggcg
tctgaaaatg
cgcttcggta
ggtaaaaaag
tccaaacgca

aactacactc

B15:P1.3. Nimero total de bases: 1151.

ccgatgtcag
aattgactga
ccaaaagccg
gtgaggattt
ccggceggcegg
tcggtacgcet
atccttggga
atatgccggt
aattcgttcc
ctaataatac
atgccggtct
gacacgccaa
atgatgaagc
gctatgagga
gcgacaaaac
atgcagttcc
gcgaaaatac
cttccgecat

aaattaatgc

cctatacggc
agcacaagcc
catcaggacg
gggcgacggg
cgcgacccag
gcgcgeeggt
cagcaataat
ttccgtacgce
ggcccaaaac
aattattcgc
gaattacaaa
tgtgggcegt
caaaggtacc
aggcggcttg
caaaaacagt
gcgcatcagc
cagctacgat
cgtgtctggc

cgcctccatc

gaaatcaaag
gctaacggtg
aaaatcagtg
ctgaaggctg
tggggcaaca
cgcgttgcga
gatgtggctt
tacgattccc
agcaagtccg
gttccggctg
aatggcggtt
gatgctttta
gatcccttga
aatctcgcct
acgaccgaaa
tatgcccatg
caaatcatcg
gcttggctga

ggtttgcgcc
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Figura Ap5. Esquema del sistema de expresion plasmidial dual letal balanceado,
utilizado en S. entérica serovar Typhimurium 4550.

La expresion utiliza 2 plasmidos, los vectores pET21a y pGP1-2. Este ultimo aporta el
gen de la RNA polimerasa del fago T7. En este caso la expresion requiere tanto de un
estimulo quimico como de uno térmico. El primero lo representa la adicion de IPTG al
medio de cultivo. El segundo esta dado por la labilidad térmica del represor A, que es
incapaz de unirse y bloquea el promotor P, del fago A.
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Figura Ap6. Esquema del ensayo bactericida cepa N. meningitidis serogrupos B15:P1.3
y B4:NT. La bacteria se incuba en placa con agar cerebro-corazon, realizandose
traspasos consecutivos por 3 dias para finalmente obtener un crecimiento bacteriano
confluente en incubacion por 4 h. a 37°C y CO, 5%. Posteriorment, se realizan
diluciones de ésta en solucion de Hanks, pH7,2; preparandose una “solucion de trabajo”
con aproximadamente 1x10° ufc/ml. En cada pocillo de una placa de microtitulacién se
agregan en dilucion seriada las muestras de suero de ratones inmunizados, la solucion
de trabajo bacteriana, plasma como fuente de complemento y solucion de Hanks.
Posteriormente, se incuba 30 min a 37°C y se aflade a cada pocillo agar soya-triptona
0,9%; incubandose toda la noche a 37°C en CO, 5% para observar finalmente bajo
microscopio Optico el crecimiento bacteriano y la capacidad bactericida del suero.
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