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La fiebre tifoidea causada por Salmonella Paratyphi A (fiebre paratifoidea) es indistinguible de la producida por
Salmonella Typhi y el grado de incidencia ha aumentado en los ultimos afios, especialmente en el sudeste asiatico. Por
otro lado, la diarrea y otras complicaciones entéricas causadas por Sa/monella Enteritidis y Salmonella Typhimurium
continuan siendo un problema de salud grave, especialmente en paises subdesarrollados. Las vacunas contintian
siendo la forma mas efectiva de prevenir estas enfermedades. Existen vacunas basadas en el polisacarido capsular de
Salmonella Typhi que protegen contra la fiebre tifoidea; sin embargo, no hay vacunas efectivas licenciadas para uso
en humanos que prevengan las enfermedades producidas por los serotipos de Sa/monella no tifoideas. El desarrollo
de una formulacion con capacidad para proteger contra estas enfermedades sigue siendo un desafio para la comunidad
cientifica. En este trabajo se evalud, mediante Western blot, la reactividad de los sueros de ratones inmunizados por
via subcutdnea con formulaciones basadas en vesiculas de membrana externa derivadas de Salmonella Paratyphi
A, Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, contra los respectivos lisados celulares, para identificar la
formulaciéon que induce la mejor respuesta inmunolédgica cruzada. Los resultados obtenidos indicaron una alta
reactividad de todos los sueros a los lisados, sin una diferencia aparente entre ellos. Sin lugar a dudas, se deberan
realizar pruebas de inmunogenicidad seguidas de pruebas de retos cruzados para identificar un candidato vacunal.
Estos resultados sugieren que las vesiculas de membrana externa empleadas en este estudio estan compuestas por
antigenos posiblemente conservados en los tres serotipos de Salmonella y que pueden inducir una respuesta inmune
de amplio espectro y proteccion cruzada.
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Introduccion

Salmonella enterica es una bacteria Gram negativa de
la cual se han descrito mas de 2600 serovares y muchos
de estos pueden causar enfermedades tanto en humanos
como en animales.!) La salmonelosis es uno de los
brotes de enfermedades mas frecuentes transmitidas
por los alimentos en todo el mundo. Si bien la mayoria
de los casos de salmonelosis son leves, algunas veces
la enfermedad puede ser mortal. La gravedad de la
enfermedad depende de factores propios del huésped y
del serotipo de Salmonella.”” La enfermedad invasiva
por Salmonella enterica se manifiesta de dos formas,
fiebre entérica y enfermedad invasiva por Salmonella

no tifoidea. La fiebre entérica es causada principalmente
por Salmonella Typhiy §. Paratyphi A y la enfermedad
invasiva por Salmonella no tifoidea principalmente
por S. Typhimurium y S. Enteritidis, siendo los nifios
menores de 2 afios e individuos infectados por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) los grupos de
mayor riesgo.®

En los ultimos afios, el desarrollo de la resistencia a
los antimicrobianos entre los patdégenos transmitidos
por los alimentos, como Salmonella enterica, se ha
asociado con un mayor nimero de muertes humanas,
mayor duracion de la estancia hospitalaria y altos
costos de tratamiento debido al fracaso de la terapia.*>

* Licenciada en Ciencias Farmacéuticas, Especialista CITMA, Departamento de Biomoléculas Bacterianas.
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La incidencia global de este microorganismo se estima
en 93,8 millones de casos por afio, incluidas 155.000
muertes por enfermedad diarreica y 690.000 muertes
por enfermedad invasiva.®” Aunque las vacunas para
la fiebre tifoidea se han desarrollado y utilizado durante
décadas, las vacunas para la fiebre paratifoidea, S.
Typhimurium y S. Enteritidis estan en estudio y atin no
han sido licenciadas.®

Este trabajo tiene como objetivo evaluar, mediante
Western blot, la reactividad de los sueros de ratones
inmunizados con formulaciones basadas en VME
derivadas de Salmonella Paratyphi A, Salmonella
Enteritidis y Salmonella Typhimurium, contra los
respectivos lisados celulares, para identificar Ia
formulacion que induce lamejor respuesta inmunolégica
cruzada.

Materiales y Métodos

Cepas y condiciones de cultivo

S. Enteritidis (Donado por el Departamento de
Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri, La Habana, Cuba), S. Typhimurium (Donado por
el Departamento de Biologia Molecular del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México, México), S. Paratyphi A (Donado por el
Instituto de Investigacion en Medicina Molecular,
Health Campus University Sains Malaysia, 16150
KubangKerian, Kelantan, Malasia).

Todas las cepas se cultivaron en caldo CASO (Merck)
a 37°C y 200 rpm (RFI-125 Inkubator, Infors AG,
Bottmigen, Basilea, Suiza) durante 6 h.

Preparaciones VME

Los sedimentos celulares obtenidos después de la
centrifugacion (33.000 x g durante 30 min) de cada
cultivo bacteriano, se homogeneizaron con tampén Tris
200 mM, que contenia EDTA 2 mM, pH 8,5 a 100-200
mg/mL. Luego, se anadi6 desoxicolato de sodio (Merck,
RFA), preparado al 10%, en una proporcion de 0,1-1
mL/g de biomasa bacteriana.

La mezcla se incub6 durante 2 h y se centrifugd a
33.000 x g durante 30 min. Todos los sobrenadantes se
recogieron, se sometieron a una secuencia de procesos
de micro y ultrafiltracion y finalmente se filtraron usando
una unidad Sartorius Minisart-plus de 0,2 um (Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Alemania). La VME obtenida
se almaceno a 4°C hasta su posterior uso.
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Obtencion de sueros anti-VME

Para la obtencion de los sueros anti-VME se emplearon
ratones BALB/c (hembras, 3-4 semanas, 12-14 g),
procedentes del Centro de Produccion de Animales
de Laboratorios (CENPALAB, La Habana, Cuba), los
cuales permanecieron bajo condiciones controladas
de temperatura (21-24°C), humedad (20-25%), ciclos
alternados de luz/oscuridad de 12 h, y recibieron
alimentacion y agua acidulada con HCI a un pH de 2,5
ad libitum. La manipulacion de estos animales se realizo
de acuerdo a las normas institucionales establecidas.

Los animales fueron distribuidos en cuatro grupos
de 10 ratones cada uno. Los grupos 1, 2 y 3 fueron
inmunizados con VME derivada de S. Paratyphi A, S.
Typhimurium y S. Enteritidis, respectivamente. Todos
los ratones recibieron dos dosis de 20 ug de VME y 0,25
mg de hidroxido de aluminio por via subcutanea (125
nL), espaciadas a 21 dias de intervalo entre una y otra.
El grupo 4 fue considerado Placebo y se le administro
solucion salina (NaCl 0,9%) e hidroxido de aluminio.
Todos los ratones fueron desangrados 21 dias después
de la ultima dosis y se extrajeron los sueros respectivos.
Posteriormente se evaluaron los sueros mediante un
ELISA indirecto y se seleccionaron los sueros de los
ratones con titulos de anticuerpos superiores a 1/1.000.
Se obtuvo una mezcla a partir de los sueros seleccionados
y se almaceno a -20°C hasta su uso.

Obtencion de lisados celulares

Para la obtencion de los lisados celulares se cultivaron
las cepas en Agar Triptona Soya y se incubaron a 37°C
durante 18 h. Luego las células se recogieron con laayuda
de un hisopo estéril y se resuspendieron en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS: NaCl, KCI, KH,PO,
y Na,HPO,, pH 7.,4). La suspension celular resultante se
ajustd a una densidad Optica de 0,8 unidades a A=530
nm y se centrifugd a 1.500 rpm durante 30 min en una
centrifuga de mesa refrigerada (Centrifuge 5415 D,
Eppendorf). Se desecho el sobrenadante y el sedimento
obtenido se resuspendio, a razon de 0,5 mg/uL, en
tampon de lisis (Tris, NaCl, desoxicolato de sodio al
1%, pH 7,4).

Electroforesis

Para la evaluacion del perfil electroforético de las VME
obtenidas, asi como de los lisados celulares, se realizo una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico (SDS-PAGE, de sus siglas en inglés: sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) como
lo describio Laemmli.® Las muestras correspondientes



Guerra-Pefa Y, et al. VacciMonitor 2021;30(1):33-38

a las VME se ajustaron previamente a 1 mg/mL y los
lisados, ajustados previamente por densidad Optica,
se usaron puros; en ambos casos se aplico 10 pL por
pozo en el gel de poliacrilamida 12,5%. La corrida
electroforética se realizd a un amperaje constante (35
mA). Las bandas fueron reveladas mediante tincién con
Coomassie.

Western Blot

Se utilizaron sueros anti VME-S. Paratyphi A, anti
VME-S. Typhimurium y anti VME- S. Enteritidis. El
procedimiento se realiz6 como lo describié Burnett.(!?
Las preparaciones (lisados celulares de S. Paratyphi A,
S. Typhimurium y S. Enteritidis) se aplicaron a 10 pL
por pozo, por triplicado, en una electroforesis en SDS-
PAGE.® Posteriormente los antigenos se transfirieron a
un papel de nitrocelulosa, los perfiles electroforéticos
transferidos se independizaron y se incubaron con
los sueros anti-VME en cubetas independientes. Tras
bloqueo de la membrana se afiadi6 anti-IgG de raton
conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) a una diluciéon 1:5.000. Para el revelado se
utiliz6 Diaminobencidina/Peroxido de Hidroégeno, hasta
la aparicion de las manchas. La reaccion se detuvo con
agua destilada.

Resultados y Discusion

Para evaluar la reactividad de los sueros de ratones
inmunizados con VME derivadas de Salmonella
Paratyphi A, Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium contra los respectivos lisados celulares, la
primera tarea consistié en obtener las VME y con ello
evaluar el perfil electroforético de cada una. La Figura
1 muestra el perfil de proteinas, obtenidos en el SDS-
PAGE, de cada una de las VME derivadas de las cepas
de Salmonella.

En los perfiles correspondientes a VME-S. Paratyphi A
y VME-S. Enteritidis, se observan bandas de proteinas
ubicadas principalmente entre 30 y 100 kDa. En el
caso de la VME-S. ParatyphiA destacan cuatro bandas
de proteinas (dos bandas cercanas a 30 kDa y otras
dos cercanas a 45 kDa). En el perfil de la VME-S.
Enteritidis destacan tres bandas (una entre 30 y 45 kDa,
una cercana a 45 kDa y otra por encima de 94 kDa).
Mientras que en el perfil proteico correspondiente a la
VME-S. Typhimurium se observan nueve bandas de
mayor intensidad ubicadas entre 30 y 100 kDa, que al
igual que en la VME-S. Paratyphi A, se observan dos
bandas cercanas a 30 kDa y otras dos cercanas a 45 kDa.
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Fig. 1. Perfil de proteinas de cada VME derivada de las
cepas de Salmonella obtenido en el SDS-PAGE (12,5% de
acrilamida). Linea 1: PPM, Linea 2: VME-S. Paratyphi A,

Linea 3: VME- S. Enteritidis, Linea 4: VME-S. Typhimurium.

Los perfiles proteicos que arrojaron estos resultados
muestran cierta similitud con los anteriormente descritos
para VME de bacterias Gram negativas, donde en su
mayoria se encuentran ubicados entre 15y 100 kDa. En
el caso especifico de Salmonella, solo se han descrito
estudios en VME nativas, lo cual impone una diferencia
en cuanto a las proteinas presentes en esta y a su tamafo
molecular, por lo que no son comparables en cuanto a su
perfil de proteinas.!1?

Una vez obtenida la mezcla de los sueros de los ratones
inmunizados con las diferentes VME, se evalud la
reactividad frente a los lisados celulares mediante
Western blot. La Figura 2 muestra el perfil electroforético
de los lisados tefiidos con Coomassie, asi como los
perfiles una vez enfrentados a cada suero.

La Figura 2.A muestra la corrida electroforética de
los lisados celulares cuando fueron aplicados en un
SDS-PAGE y revelados con tincion de Coomassie. En
la misma se observa un gran nimero de bandas que
van desde los 10 hasta los 100 kDa, donde de manera
cualitativa se puede decir que las mas intensas se ubican
entre 30 y 100 kDa. En todos los perfiles se observan
dos bandas cercanas a los 30 kDa, dos cercanas a los
45 kDa, dos sobre los 67 kDa y tres sobre los 94 kDa,
las cuales son mas intensas que el resto. Mientras que
el perfil proteico correspondiente al lisado celular de S.
Typhimurium muestra una banda entre los 67 y 94 kDa.

Por otra parte, la Figura 2.B, C y D muestran los
resultados obtenidos cuando los lisados celulares fueron
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Fig. 2. SDS-PAGE de los lisados celulares (A): Linea 1: Lisado celular de S. Paratyphi A, Linea 2: Lisado
celular de S. Enteritidis, Linea 3: Lisado celular de S. Typhimurium. Western blot de los lisados celulares
enfrentados a: suero Anti-VME-S. Paratyphi A (B), suero Anti-VME-S. Enteritidis (C) y suero Anti-VME-S.
Typhimurium (D). En todos los casos la Linea 1 corresponde a: Lisado celular de S. Paratyphi A, Linea 2: Lisado
celular de S. Enteritidis, Linea 3: Lisado celular de S. Typhimurium, Linea 4: PBS y Linea 5: PPM.

transferidos a un papel de nitrocelulosa y enfrentados
a los diferentes sueros de anti-VME de Salmonella. El
analisis cualitativo realizado muestra una alta reactividad
de todos los sueros frente a los lisados celulares, lo cual
impide establecer diferencias en cuanto a la reactividad
de los mismos. Esto sugiere que entre estas cepas
existe una gran cantidad de antigenos muy similares
estructuralmente que pudieran ser conservados entre
ellas, lo que sin duda favorece el disefio y la concepcion
de un candidato vacunal basado en VME capaz de
inducir una respuesta inmune cruzada.

En la Figura 2.B, cuando el lisado fue enfrentado al suero
anti-VME S. Paratyphi A, se observa una banda cercana
a los 30 kDa la cual es similar para los tres lisados, asi
como tres bandas sobre los 45 kDa y dos bandas sobre
los 94 kDa que no son muy intensas. En el caso de S.
Typhimurium hay una banda entre los 30 y 45 kDa.

Por otra parte, en la Figura 2.C se observan bandas sobre
los 30 kDa, lo cual difiere entre los lisados, ya que S.
Paratyphi A y S. Typhimurium muestras dos bandas
intensas y S. Enteritidis solo una. En la misma figura
también se observa una banda marcada por debajo de
los 45 kDa que es similar para todos los lisados. Se
observan, ademas, una banda en los 45 kDa en los tres
lisados y en el caso de S. Enteritidis se muestran dos.
Tanto en los 67 kDa como por encima de los 97 kDa se
observa una banda en los tres casos.
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En la Figura 2.D se observan perfiles similares a los
anteriormente descritos, donde las bandas mas intensas
se ubican sobre los mismos pesos moleculares. En los
tres lisados se observan dos bandas cercanas a los 30 kDa
y una por debajo de los 45 kDa. Se observan dos bandas,
aunque no muy intensas, en las lineas correspondientes
a S. Paratyphi A y S. Enteritidis, y solo una en el caso
de S. Typhimurium, todas en los 45 kDa. Para los tres
lisados se observan bandas sobre los 97 kDa.

De manera general, algunas de las bandas marcadas
corresponden a las identificadas como bandas de
proteinas de mayor intensidad en la Figura 1, ademas
de identificarse bandas que no habian sido relevadas.
Aparentemente también hubo reconocimiento contra las
bandas que podrian corresponder al Lipopolisacarido en
cada caso (bandas cercanas a los 14 kDa).

Las bandas de reconocimiento, obtenidas en el Western
blot, con pesos moleculares entre los 30 y 60 kDa se
corresponden con lo reportado por varios autores que
plantean que proteinas como Tol C (55 kDa), nmpC
(39,6 kDa), FadL (47,6 kDa), FimH (35 kDa) y la porinas
(34-40 kDa) pueden ser empleadas como antigenos
vacunales contra Salmonella enterica mostrando
resultados satisfactorios.(:131415)

Por otro lado, las VME de las bacterias Gram negativas
han mostrado ser reactivas frente a cepas heterdlogas en
diversas investigaciones. Un estudio realizado por Liu
y colaboradores demuestra la capacidad protectora de
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una VME nativa de Salmonella Typhimurium frente a
diferentes cepas de Salmonella.'®

Estos resultados indican el camino a seguir, pero deben
considerarse como resultados preliminares. Se deben
realizar estudios de inmunogenicidad en ratones con las
VME, seguidos de ensayos de reto letales o subletales
con cepas de Salmonella homdlogas y heterdlogas.

Conclusiones

Estos resultados sugieren que las VME estan compuestas
por antigenos posiblemente conservados en los tres
serotipos de Salmonella (S. Paratyphi A, S. Enteritidis
y S. Typhimurium) incluidos en este estudio, y que
potencialmente pueden inducir una respuesta inmune de
amplio espectro y proteccion cruzada. En tal sentido, se
debe continuar con los ensayos respectivos para seguir
evaluando las VME como posibles candidatos para la
preparacion de vacunas frente a Salmonella.
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Reactivity of sera from mice immunized with outer membrane vesicles derived from
Salmonella enterica

Abstract

Typhoid fever caused by Salmonella Paratyphi A (paratyphoid fever) is indistinguishable from that caused by Salmonella
Typhi and the degree of incidence has increased in recent years, especially in Southeast Asia. On the other hand, diarrhea
and other enteric complications caused by Sa/monella Enteritidis and Salmonella Typhimurium continue to be a serious
health problem, especially in underdeveloped countries. Vaccines continue to be the most effective way to prevent
these diseases. There are vaccines based on Salmonella Typhi capsular polysaccharide, which protects against typhoid
fever; however, there are no effective vaccines licensed for use in humans to prevent disease caused by nontyphoidal
Salmonella serotypes. Developing a formulation capable of protecting against these diseases remains a challenge for the
scientific community. In this work, the reactivity of the sera of mice immunized subcutaneously with formulations based
on Outer Membrane Vesicles (OMV) derived from Salmonella Paratyphi A, Salmonella Enteritidis and Salmonella
Typhimurium, was evaluated by Western blot, against the respective cell lysates to identify the formulation that induces
the best cross immune response. The results obtained indicated a high reactivity of all the sera to the lysates; without
an apparent difference between them. Undoubtedly, immunogenicity tests followed by cross-challenge tests should
be performed to identify a vaccine candidate. These results suggest that the OMV used in this study are composed
of possibly conserved antigens in the three Salmonella serotypes and that they can induce a broad-spectrum immune
response and cross protection.

Palabras clave: Salmonella; Western Blot; Outer Membrane Vesicles, vaccines.
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