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La porina OmpD de Salmonella Typhimurium induce altos
titulos de anticuerpos de larga duracion: implicaciones en
el desarrollo de vacunas contra la salmonelosis no tifoidica
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Resumen

En el presente trabajo se reporta por primera vez la purificacion de la proteina OmpD de Salmonella Typhimurium. Se eva-
luaron la integridad, la pureza y la inmunogenicidad de la proteina purificada. Asimismo, se estudid la capacidad de la
porina OmpD de inducir altos titulos de anticuerpos de larga duracion en ratones. Se observo que la inmunizacion con 10 ug
de la porina OmpD purificada (sin la adicion de adyuvantes) indujo altos titulos de anticuerpos de las clases IgM e IgG,
que se mantuvieron por mas de 260 dias después de la inmunizacion. La inmunizacion con OmpD indujo la presencia de
las subclases de anticuerpos I9G1, IgG2a, IgG2b e IgG3. Ademds, estos anticuerpos fueron capaces de reconocer y unirse
a la superficie de la bacteria. En conclusion, los resultados muestran la gran capacidad inmunogénica de la porina OmpD
purificada para inducir anticuerpos de larga duracion, lo que pudiera ser un importante mecanismo para inducir inmunidad.
De esta forma, se propone a la porina OmpD para utilizarla en la formulacion de nuevas vacunas, constituidas por antigenos
proteinicos purificados y libres de adyuvante adicionado, que pudieran conferir inmunidad humoral de larga duracion contra
las infecciones causadas por Salmonella.
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Abstract

In the present work, we report, for the first time, on the purification of the Salmonella Typhimurium OmpD porin. We assessed
the integrity and purity of the protein and evaluated the immunogenicity of the protein and its ability to induce antibody
without exogenous adjuvant. We observed that 10 ug OmpD induced high antibody levels of IgM and IgG, which were
maintained for more than 260 days after immunization. Immunization with OmpD induced multiple IgG antibody isotypes
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including 19G1, IgG2a, IgG2b, and 1gG3 subclasses. Furthermore, these antibodies were able to recognize and bind to the
bacterial surface. Our results demonstrate the high immunogenicity of S. Typhimurium OmpD porin, which induces long-las-
ting antibodies which may be and important target of the immune response against Salmonella infection. In conclusion, we
propose the OmpD porin could be used within novel subunit vaccine formulations that do not need additional adjuvant and
that confer long lasting humoral immunity against Salmonella infections. (Gac Med Mex. 2016;152:5-13)
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|ntroducci6n

El género Salmonella esta constituido por bacilos
gramnegativos anaerobios facultativos. Actualmente,
el género Salmonella consiste de dos especies, que
han sido denominadas Salmonella entericay Salmone-
lla bongori. A su vez, S. enterica esta formada por seis
subespecies. Cada subespecie, a su vez, esta subdi-
vidida en serotipos o serovariedades.

Varios ejemplares de las serovariedades de S. ente-
rica subespecie enterica causan el 99% de las infec-
ciones por Salmonella en humanos', también conoci-
das como salmonelosis. Se ha estimado que, en todo
el mundo, la mortalidad por enfermedades relaciona-
das con S. enterica alcanza la cifra de un millon de
muertes anuales, lo que hace a este patdgeno un
problema de salud global.

La salmonelosis humana puede dividirse en dos
sindromes: la fiebre entérica, que incluye la fiebre
tifoidea causada por Salmonella Typhiy la fiebre pa-
ratifoidea causada por Salmonella Paratyphi A, B, o
C, y la gastroenteritis 0 envenenamiento por alimen-
tos, causados principalmente por las serovariedades
S. Typhimuriumy S. Enteritidis, o bien Salmonella no
tifoideas (NTS)2. Este tipo de infeccién es la mas
comun y no se acompafia de una infeccion sistémica.
Sin embargo, recientemente y cada vez con mayor
frecuencia se describen brotes de infecciones sisté-
micas causadas por algunas de estas serovarieda-
des®. Puede también ocurrir una invasién sistémica
sin gastroenteritis, sobre todo en individuos inmuno-
comprometidos, como en el caso de las infecciones
intrahospitalarias y los pacientes con infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)3. En los
ultimos afos, S. Typhimurium ha cobrado relevancia
por el alto indice de mortalidad en los paises en vias
de desarrollo, como la region de Africa subsahariana®.
En México se han presentado cepas de S. Typhimu-
rium multirresistentes a antibiéticos en los pollos, los
cerdos y los bovinos, que son los reservorios mas

frecuentes de diferentes serovariedades de Salmone-
lla®, e importantemente los casos de salmonelosis se
han incrementado de manera alarmante ocasionando
enfermedades graves y muerte en algunos pacientes
en México?.

Hoy en dia no existe una vacuna eficiente disponi-
ble contra las NTS. Sin embargo, se han realizado
estudios en ratones utilizando flagelina®’, el antigeno
O del lipopolisacarido (LPS)8 y proteinas de membra-
na externa (OMP) de S. Typhimurium para evaluar el
potencial de estos antigenos como vacunas. Las po-
rinas son las principales proteinas de membrana ex-
terna de las bacterias gramnegativas. Estas protei-
nas funcionan como poros o filtros moleculares que
permiten el paso de pequefias moléculas hidrofilas
(nutrientes) al interior de la bacteria®. Poseen pesos
moleculares de 36-42 kDa; por lo tanto, 108-10° bac-
terias expresan una concentracion de porinas de 500
ng ml=" a 20 yg ml~" (0.02-0.8 mM)°. Por otro lado,
se sabe que S. Typhimurium expresa tres porinas
cuando se cultiva bajo condiciones normales (caldo
Lennox o Luria-Bertani a 37 °C): OmpD (34-40 kDa),
OmpF (35 kDa) y OmpC (36 kDa)'®'". La porina OmpD
es la proteina de membrana externa mas abundante
en S. Typhimurium y representa aproximadamente el
1% de la proteina celular total. En estudios previos
hemos reportado que la porina OmpD de S. Typhimu-
rium es un blanco importante de la respuesta inmuni-
taria humoral protectora mediada por linfocitos
B1b™. Adicionalmente, reportamos que las porinas
son el blanco de la respuesta de anticuerpos bac-
tericidas en pacientes infectados con Salmonella
con y sin coinfeccion con VIH™. Una sola inmuniza-
cion con porinas de S. Typhimurium, pero no de
S. Typhi, puede contrarrestar la bacteriemia y pro-
porcionar una proteccién equivalente contra
S. Typhimurium virulenta y atenuada, tal como una
vacuna de bacteria muerta, y es dependiente de los
linfocitos B. Esto indica que OmpD es un blanco
importante de los anticuerpos contra S. Typhimu-
rium, y los anticuerpos anti-OmpD por si solos son
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suficientes para disminuir la infeccion por S. Typhi-
murium. Por lo tanto, esta proteina puede ser un
candidato para una vacuna de subunidad contra la
infeccion sistémica por NTS.

En este trabajo se purificd y se evalud la inmunoge-
nicidad de la porina OmpD de S. Typhimurium, asi
como las caracteristicas de los anticuerpos inducidos
por la inmunizacion con la porina, ademés de su con-
tribucién en la generacion de altos titulos de anticuer-
pos de larga duracion en un modelo de ratén. Nuestros
resultados muestran la gran capacidad inmunogénica
de la porina OmpD para inducir anticuerpos de larga
duracién, que pueden ser un importante mecanismo
efector del sistema inmunitario contra Salmonella. Se
propone a la porina OmpD como vacuna, constituida
por antigenos proteicos purificados que puedan con-
ferir inmunidad humoral de larga duracion sin la nece-
sidad de adyuvante.

Material y métodos
Cepas bacterianas

S. enterica serovar Typhimurium ATCC14028 (OmpC,
OmpF y OmpD) y S. enterica serovar Typhimurium
cepa (l,) fenotipo SL3261 aroA AOmpC::aph kanami-
cina (25 pg/ml) AOmpF::cat cloranfenicol (25 pg/ml).
Esta cepa fue modificada genéticamente en el labora-
torio del Dr. Adam Cunningham, de la Universidad de
Birmingham, de tal manera que solo expresa la porina
OmpD.

Obtencion de la porina OmpD de
S. Typhimurium por el método de Nikaido
modificado

De un cultivo de bacteria en fase de crecimiento lo-
garitmico se cosechd la biomasa por centrifugacion.
Posteriormente, las células bacterianas se rompieron por
disgregacion mecanica y se obtuvo la membrana celular
por centrifugacion. La extraccion de OMP se realizo si-
guiendo el método de Nikaido modificado'* 1. Finalmen-
te, la porina OmpD se purificé por cromatografia de
exclusién molecular en una columna de Sephacryl S-200
(YK 50/100 GE). La pureza y la integridad de las protei-
nas se verificaron mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% (Bio-Rad Laborato-
ries, Berkeley, EE.UU.). Se realizaron una tincion de
Coomasie para visualizar las bandas de proteinas y una
tincion de plata para evidenciar la presencia de hidratos
de carbono reductores. La contaminacion con LPS fue

determinada mediante la prueba de LAL (Pyrogent-5000,
LONZA, Endosafe®, Charleston SC, EE.UU.).

Ratones

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 7-8 sema-
nas de edad (Harlan México), mantenidos en condi-
ciones libres de patdgenos especificos en el bioterio
de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad
de Medicina de la UNAM. Todos los procedimientos
animales se realizaron conforme lo indica la Norma
Oficial Mexicana, NOM-062-Z00 1999, con la aproba-
cion del Comité de Etica del Hospital de Especialida-
des del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Esquema de inmunizacion

Grupos de cinco ratones BALB/c de 7-8 semanas
de edad fueron inmunizados por la via intraperitoneal
(ip.) en el dia 0 y reinmunizados en el dia 15 con
1, 10, 30 pyg de OmpD o con 10 yg de porinas de
S. Typhimurium (OmpC, OmpD y OmpF). Como control
no inmunizado se usaron ratones a los que se admi-
nistré solo el vehiculo (solucién salina isotonica [SSI]).
Los sueros de los ratones se colectaron por puncion en
la vena facial los dias 0, 4, 8, 12, 20, 30, 90, 120 y 260.

Evaluacion de la inmunogenicidad de
la porina OmpD por la técnica de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA)

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos
(Corning, NY, EE.UU.) con una solucién de 10 pg/mL
de los diferentes antigenos: porina OmpD de S. Typhi-
murium, porinas de S. Typhimurium (OmpC, OmpF y
OmpD) o S. Typhimurium inactivada por calor 1 x 107
unidades formadoras de colonias (UFC)/pozo, en so-
lucién amortiguadora de carbonatos (carbonato/bicar-
bonato de sodio, pH 9.6). Se dej¢ fijando el antigeno
durante 1 hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C. Poste-
riormente se lavoé con solucion de lavado (Tween al
0.1% en solucion amortiguadora de fosfatos [PBS]).
Las placas se bloguearon con 200 pL de solucién de
blogueo de leche descremada Svelty al 5% en PBS
(PBS-L) durante 1 hora a 37 °C. Se realizaron dilucio-
nes dobles seriadas comenzando con una dilucion
inicial de 1:20, en solucion de blogueo. Se incubaron
a 37 °C durante 1 hora y al término de ese tiempo se
lavaron nuevamente con solucién de lavado. Se agre-
g¢ el anticuerpo secundario frente a inmunoglobulinas
de ratén (Invitrogen, CA, EE.UU.): IgM, IgG, 1gG1,
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lgG2a, 1gG2b e IgG3 conjugados a peroxidasa en
diluciones de 1:3,000, 1:4,000, 1:2,000, 1:2,000,
1:2,000 y 1:3,000, respectivamente, en solucion de
blogueo. Se incubo durante 1 hora a 37 °C y se lavo
con PBS-T. Para revelar se agregaron a cada pozo 100
UL de la solucioén reveladora (10 mL de solucién regu-
ladora de citratos a pH 5.6, 0.006 g de orto-fenilendia-
mina (Sigma, MO, EE.UU.) y 10 pL de perdxido de
hidrogeno, por placa). Se incub6 en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 10 minutos y la reac-
cion se detuvo con 10 pL de H,SO, 2.5 N por pozo.
Se tomaron las lecturas a 490 nm mediante un lector
de microplacas (Thermo Electron Corporation, Multis-
kan ascent, EE.UU.). Los titulos de anticuerpos se
expresaron como (-log, x 40) y se definieron como el
numero de diluciones seriadas antes de perder la se-
fial de lectura, considerando el triple del valor prome-
dio del control preinmunitario. Los datos fueron trata-
dos con el programa de elaboracion de gréaficas
GraphPad Prism version 5.

Western blot

Se transfirieron las proteinas del gel de electroforesis
a una membrana PVDF (iBlot®, EE.UU.) a 25 voltios por
20 minutos. En los siguientes pasos se utilizd la solu-
cién amortiguadora de tris-cloro (TBS). La membrana
se blogue6 con una solucion de TBS-leche al 5% (Tris-
ClI 100 mM y NaCl al 0.9%, pH 7.5), se incubd a 37 °C
durante 24 horas con agitacion constante y se lavé con
TBS-tween 20 al 0.05%. Como primer anticuerpo se
empleo el suero problema (dia 30, dosis 30 pg) diluido
1:200 en solucion de TBS-leche al 5%. Se incub¢ a
37 °C por 2 horas, con agitacion constante. Después
del lavado se agregd un anticuerpo de cabra anti-lgG
conjugado a peroxidasa de rébano (Anti-lgG HRP,
Invitrogen, EE.UU.), diluido 1:200 con TBS-leche al
5%. Posteriormente se incubd a 37 °C, durante 1 hora,
a 60 rpm. Finalmente se lavo y se revel6 con H,O, y
4-cloro-alfa-naftol (Bio-rad Laboratories, EE.UU.). Se
lavd con agua destilada para detener la reaccion.

Resultados

Extraccion, purificacion y caracterizacion
de la porina OmpD de S. Typhimurium

Con el objetivo de analizar la eficiencia de la purifi-
cacion de la porina OmpD obtenida en la cromatogra-
fla de exclusién molecular y confirmar su identidad e
integridad, se realizd una electroforesis. En la figura 1

KDa 1 2 3

KDa1 2 3

1) MPM
2) L-18103 condiciones reducidas
3) L-18103 condiciones nativas

Figura 1. Andlisis electroforético de la porina OmpD de S. Typhimu-
rium purificada por el método de Nikaido modificado. SDS-PAGE:
en cada carril se adiciond lo equivalente a 3 ug de porina OmpD.
Carril 1: marcadores de peso molecular. Carril 2: porina OmpD
purificada a partir de S. Typhimurium (1,) en su forma monomérica.
Carril 3: porina OmpD en su forma nativa o de trimero. A: tincion de
Coomasie para presencia de proteinas. B: tincion de plata para
presencia de hidratos de carbono.

se muestran las proteinas purificadas a partir de la
cepa S. Typhimurium (l,) que Unicamente expresa
la porina OmpD. Las porinas se analizaron en un gel
de poliacrilamida al 12.0% en condiciones reductoras.
Para corroborar la presencia de hidratos de carbono
como LPS se realiz6 una tincion de plata (Fig. 1 B), y
para demostrar la presencia de proteinas se realizé la
tincion de Coomasie (Fig. 1 A). Los trimeros de porinas
qgue se obtuvieron fueron hervidos en presencia de
SDS para generar mondémeros; estd demostrado que
este tratamiento no desnaturaliza a estas proteinas,
Unicamente ocasiona la desorganizacion de los trime-
ros en monoémeros. En el carril 2 de las figuras 1 Ay
1 B se observa una Unica banda a 34 kDa que corres-
ponde a la porina OmpD en su forma desnaturalizada
o de mondmero. En el carril 3 se muestra la proteina
nativa o en su forma de trimero (condiciones no des-
naturalizantes), aproximadamente a la altura de 75 kDa.
Otros grupos han purificado OmpD con un peso mo-
lecular de 34 kDa, mientras que otros han obtenido la
misma proteina a 40 kDa. Con estos resultados pode-
mos afirmar que la purificacion de la porina OmpD fue
exitosa, obteniendo una Unica banda de proteina sin
contaminacion de otras. Por otro lado, pudimos consta-
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Figura 2. Western-blot de la porina OmpD de S. Typhimurium puri-
ficada por el método de Nikaido modificado. Inmunoblot de la pori-
na OmpD de S. Typhimurium usando un suero policlonal especifico,
obtenido de grupos de ratones inmunizados unicamente con la
porina de interés (pool del grupo con 30 ug de OmpD al dia 30 de
la primera inmunizacicn). Se reveld con anti-IgG,. A: carril 1, porina
OmpD desnaturalizada (1 ug); carril 2, porina OmpD no desnatura-
lizada (1 ug); carril 3, porina OmpD desnaturalizada (3 ug); carril 4,
porina OmpD no desnaturalizada (3 ug); carril 5, porina OmpD
desnaturalizada (6 ug); carril 6, porina OmpD no desnaturalizada
(6 ug). B: carril 7, porinas de S. Typhi desnaturalizadas (3 ug).

tar que en la preparacion no se encontré contaminacion
con LPS, al no obtener tincion positiva para hidratos de
carbono en la tincién de plata. La ausencia de LPS fue
corroborada al obtener un resultado negativo en la
medicion de endotoxina por Limulus (datos no mostra-
dos).

Western blot de la porina OmpD
de S. Typhimurium

Para evaluar la integridad estructural y antigénica
de la porina OmpD se realizé una Western blot. Para
esto se utilizd un suero policlonal e hiperinmune
anti-OmpD (1:200) de ratones previamente inmuni-
zados con 30 ug de OmpD en el dia 30 después de
la primera inmunizacién. En la membrana de inmu-
notransferencia (Fig. 2) se encontré que el suero si
reconoci6 a la porina OmpD, tanto en su forma na-
tiva como en la desnaturalizada. En los carriles con
3y 6 pg de porina se observaron tres bandas en el

carril de condiciones desnaturalizadas y cuatro ban-
das en el carril de condiciones nativas. Esto indica
que existe integridad antigénica especifica para la
porina OmpD, pero también la hay para otras pro-
tefnas dentro de la misma preparacion, las cuales
son igualmente antigénicas.

Evaluacion de la capacidad inmunogénica
de la porina OmpD de S. Typhimurium

Los resultados de la inmunogenicidad de la porina
OmpD se muestran en la figura 3, donde se observan
los titulos de anticuerpos analizados hasta durante
9 meses (260 dias). Se encontr6 que, durante la res-
puesta primaria, la porina OmpD induce una respues-
ta rapida de IgG e IgM desde los 4 dias después de
la inmunizacién y con las tres dosis probadas, siendo
mayores los titulos de IgM al dia 4. Posteriormente,
durante la respuesta secundaria (refuerzo al dia 15),
los niveles de IgG alcanzaron su maximo en el lapso
entre los dias 30 y 90 (Fig. 3 A), mientras que los titu-
los de IgM presentaron el maximo incremento al dia 4
(Fig. 3 B).

Se observé un efecto dependiente de la dosis: a
mayor cantidad de OmpD inmunizada, mayor titulo de
anticuerpos. En el caso de la IgG total, las dosis de 10
y 30 pg de porina OmpD generaron los mayores titu-
los. Sin embargo, no hubo grandes diferencias entre
las tres dosis administradas en cuanto a los titulos de
IgM (Fig. 2 B).

Asimismo, después de que se observd que la porina
OmpD era inmunogénica, se evalud si es capaz de
inducir una respuesta de anticuerpos de larga dura-
cion; para ello, se evalud la produccion de anticuerpos
especificos durante los 260 dias posteriores a la inmu-
nizacion. Se observo que los titulos de 1gG se mantie-
nen constantes desde el dia 90 al 260, mientras que
los titulos de IgM decrecen paulatinamente (Fig. 3).

Los resultados muestran que la porina OmpD es
capaz de inducir titulos de anticuerpos de larga dura-
cion, tanto IgM como 1gG, y que la menor dosis a la
cual observamos una buena respuesta de anticuerpos
es 10 ug, por lo que se concluyd que esta dosis es la
Optima.

La inmunizacién con la porina OmpD
de S. Typhimurium induce un cambio
de isotipo

Para estudiar las caracteristicas de los anticuerpos
inducidos por las porinas, se analizaron las subclases
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Figura 3. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium inducen una respuesta de anticuerpos IgG; e IgM en un modelo mdrido.
Ratones BALB/c de 7-8 semanas se inmunizaron ip. con 1 ug (R), 10 ug (A), 30 ug (¥Y) y SSI (®) de la porina OmpD de S. Typhimurium,
con una reinmunizacion al dia 15. El titulo de anticuerpos anti-OmpD se evalué mediante ELISA los dias 4, 8, 12, 20, 30, 90, 120 y 260
después de su inmunizacion. A: titulos de anticuerpos anti-OmpD de clase IgG; utilizando tres dosis diferentes de inmunizacion. B: titulos
de anticuerpos anti-OmpD de clase IgM utilizando tres dosis diferentes de inmunizacion. Los resultados se expresan como la media + SD
de cinco ratones por grupo. Los datos corresponden al resultado de un experimento.

de IgG presentes en los sueros antiporina OmpD. Se
observo una respuesta rapida, principalmente de Ig-
G2b e IgG3 (Figs. 4 C y D), con titulos que mostraron
un incremento al dfa 4 después de la primera inmu-
nizacion. La presencia de IgG1 se detect6 a partir
del dia 8 (Fig. 4 A); en el caso de la IgG2a, no hubo
mayor respuesta hasta la reinmunizacion al dia 15
(Fig. 4 B). La respuesta secundaria se caracterizd

por la presencia de todas las subclases de IgG en el
siguiente orden: IgG2b >> IgG1 > IgG3 > IgG2a.
Durante la respuesta de larga duracion (dia 260) se
observaron titulos elevados de las subclases 1gG2b
> 1gG1 > IgG2a > 1gG3, que no desaparecen, man-
teniéndose constantes del dia 90 al 260. Unicamente
en el caso de la IgG3 se observo un decremento al
dia 260.
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Figura 4. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium inducen varias subclases de IgG en un modelo de ratén. Ratones BALB/c
de 7-8 semanas se inmunizaron ip. con 1 ug (@), 10 ug (A), 30 ug (®) y SSI () de la porina OmpD de S. Typhimurium /, con una rein-
munizacion al dia 15. El titulo de anticuerpos anti-OmpD se evalué mediante ELISA los dias 4, 8, 12, 20, 30, 90, 120 y 242 después de su
inmunizacion. A: titulos de anticuerpos anti-OmpD subclase IgG1. B: titulos de anticuerpos anti-OmpD subclase IgG2a. C: titulos de anti-
cuerpos anti-OmpD subclase I1gG2b. D: titulos de anticuerpos anti-OmpD subclase IgG3. Los resultados se expresan como la media + SD
de cinco ratones por grupo. Los datos corresponden al resultado de un experimento.

Los anticuerpos inducidos por OmpD
reconocen a la bacteria completa

Para evaluar si los anticuerpos anti-OmpD genera-
dos por la inmunizacion con la proteina purificada
reconocen a la porina nativa en la superficie bacteria-
na, se procedid al andlisis de la capacidad de union
a la superficie de S. Typhimurium. Mediante ELISA se
evaluo si estos anticuerpos podian reconocer de ma-
nera directa a la bacteria completa. La bacteria
S. Typhimurium cepa |, se incubd junto con los sueros
de la respuesta primaria (dia 12) y de la respuesta
secundaria (dfa 30). Se encontré que la rapida res-
puesta de IgG (Fig. 5) era capaz de reconocer a la
bacteria. Esta capacidad se incrementa utilizando el
suero de los ratones inmunizados al dia 30, donde se

observa en cada dosis administrada la méaxima union
en diferente intensidad, siendo el reconocimiento en
el siguiente orden: respuesta secundaria > respuesta
primaria. Estos resultados muestran que los anticuer-
pos IgG contenidos en los sueros antiporinas poseen
la capacidad de unirse directamente a la superficie de
la bacteria, lo que sugiere que reconocen epitopos
accesibles y expuestos de la porina OmpD en la su-
perficie de la bacteria.

Discusion

En este trabajo reportamos por primera vez la puri-
ficacion la porina OmpD mediante el método de Nikai-
do modificado. Los resultados obtenidos son muy si-
milares a los reportados con otros métodos en los que
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Figura 5. Diferentes dosis de la porina OmpD de S. Typhimurium
inducen anticuerpos capaces de reconocer y unirse a la superficie
de la bacteria S. Typhimurium. Ratones BALB/c de 7-8 semanas se
inmunizaron ip. con 1 ug (<), 10 ug (¢) y 30 ug (®) de la porina
OmpD de S. Typhimurium, PBS (X) y 10 ug de porinas de S. Typhi-
murium (@), con una reinmunizacion al dia 15. Se determiné por
medio de ELISA el titulo de anticuerpos anti-OmpD de clase I9G,
capaces de unirse a la superficie de la bacteria. Fueron evaluados
al dia 12 (antes de la reinmunizacidn) y al dia 30 (después de la
reinmunizacion). Los resultados se expresan como la media + SD
de cinco ratones por grupo. Los datos corresponden al resultado
de un experimento.

se purifican las porinas mayoritarias de S. Typhimu-
rium'®1118 La contribucion del LPS contaminante en
la respuesta de anticuerpos puede ser excluida, ya
que se ha reportado que la inmunizacién con 2 ug de
LPS no ejerce efectos sobre la respuesta de anticuer-
pos antiporinas'’. Satisfactoriamente, en el lote obte-
nido se report6 0.16 ng de endotoxina por cada 10 ug
de proteina, por lo cual puede descartarse el papel
del LPS en la respuesta de anticuerpos observada. La
integridad de la proteina se observd por un gel de
SDS-PAGE, en el cual no se observd degradacion
de las porinas ni de otras proteinas contaminantes. De
estos datos se concluyé que la purificacion de la
porina OmpD fue exitosa, ya que la Unica banda
obtenida descarta la presencia de otras posibles po-
rinas, como OmpC (36 kDa), OmpF (34 kDa), OmpS+
(41 kDa) u OmpS2 (41 kDa), obteniendo asi, por vez
primera, un lote puro de OmpD'®.

La identidad de la proteina OmpD se corrobor6 por
Western-blot. Sin embargo, la presencia de otras
bandas de proteina de menor peso molecular parece

indicar que se encuentran fragmentos de la proteina
OmpD, los cuales podrian contener epitopos lineales
u ocultos que resultan ser mas inmunogénicos que
los epitopos conformacionales de la misma porina en
su forma de trimero o monémero. Nos encontramos
investigando mas a fondo la naturaleza y el origen de
estos fragmentos de proteina contenidos en la pre-
paracion.

En este estudio se demostré que la porina OmpD de
S. Typhimurium es altamente inmunogénica, capaz de
generar una respuesta de anticuerpos de clase IgM y
de subclases de IgG que se mantiene durante 260
dfas tras la inmunizacion. La respuesta de anticuerpos
de larga duracion se define como la presencia duran-
te afos de inmunoglobulinas a nivel sistémico o local
en los individuos inmunizados, que puede conferir in-
munidad contra reinfecciones. Sin embargo, en mu-
chos casos la presencia de altos titulos de anticuerpos
no implica que cuenten con una actividad bioldgica.
Por ello, es necesario estudiar algunos parametros
muy importantes de los anticuerpos, como lo son su
especificidad, isotipo, subclase y concentracion, los
cuales van a determinar su funcién efectora: neutrali-
zacion, opsonizacion, fagocitosis y capacidad de ac-
tivar al complemento?®-21,

Como una forma de aproximarnos a la identificacion
de las funciones efectoras de los anticuerpos an-
ti-OmpD en la defensa contra Salmonella, se evalud
si las IgG presentes en los sueros anti-OmpD reco-
nocen de manera directa a la bacteria intacta, ya que
el reconocimiento de epitopos expuestos es el primer
paso para la activacion de los componentes del com-
plemento y de otros mecanismos efectores. Los resul-
tados demuestran que los sueros anti-OmpD poseen
la capacidad de reconocer a la bacteria S. Typhimu-
rium. En el ratén, las subclases que mejor fijan el
complemento son IgG2a e IgG2b. Por lo tanto, los
altos niveles de IgG,, e IgG,, anti-OmpD de larga
duracion sugieren que estas subclases podrian inducir
efecto bactericida. Por otra parte, se demostrado pre-
viamente que la presencia de anticuerpos bactericidas
es necesaria para la respuesta protectora contra Sal-
monella??. Ademas, la presencia de las otras subcla-
ses, como IgG1 e IgG3 anti-OmpD, sugiere la existen-
cia de otras funciones bioldgicas no bactericidas de
los anticuerpos presentes en los sueros antiporinas,
como son la neutralizacién de la bacteria y la fagoci-
tosis mediada por receptores Fc.

La porina OmpD es una proteina mayoritaria de
S. Typhimurium que expresa la bacteria abundante-
mente. En el caso de las porinas mayoritarias de
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S. Typhi, se ha demostrado que son un blanco espe-
cifico de la respuesta inmunitaria, induciendo altos ti-
tulos de anticuerpos de larga duracion con actividad
bactericida y opsonofagocitica que explican su capa-
cidad de conferir proteccion frente al reto con la bac-
teria. El presente trabajo demostré que la porina OmpD
de S. Typhimurium se comporta como un antigeno
altamente inmunogénico, capaz de inducir anticuerpos
de larga duracion que probablemente estén implica-
dos en la proteccién contra la infeccién por S. Typhi-
murium. Estos resultados muestran caracteristicas
importantes de la porina OmpD que abren la posibili-
dad para que sea considerada como un antigeno can-
didato para el desarrollo de una vacuna capaz de in-
ducir protecién de larga duracion frente a la infeccion
con S. Typhimurium, y posiblemente para prevenir la
NTS inducida por estas y otras Salmonellas, o bien
para su uso como marcador diagnostico.
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