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INTRODUCCION

La tincidn de Gram, permite clasificar a las bacterias en gram-posi-
tivas y gram-negativas, merced a diferencias en Ta composicidn de sus en-
volturas celulares. Las bacterias gram-positivas tienen una envoltura ce-
Tular uniforme y densa formada por una membrana citoplasmdtica y una pep-
tidoglicana que le confiere rigidez y constituye del 10 al 25% de su peso
seco (1). La peptidogiicana estd formada por cadenas paralelas de polisa-
cdridos que contienen dcido murdmico y N-acetilglucosamina, el dcido murd
mico estd unido a alanina y ésta a su vez a otros aminodcidos, originando
un péptido lateral que permite unir covalentemente entre si las cadenas -
polisacaridicas. En la superficie celular se localizan macromolécuias es-
pecificas como dcidos teicoicos y Tipoteicoicos ( polimeros de alcoholes
polihidricos, usualmente ribitol o glicerol) unidos covalentemente con la
peptidoglicana (1). Las bacterias gram-negativas poseen una envoltura ce-
Tular mds compleja, ya que ademds de 1a membrana citoplasmiatica y la pep-
tidoglicana, presentan una membrana externa la cual, actlda como barrera -
entre el medio ambiente y elia wiswa. Dentvo de las funciones de csta mem
brana, estdn las de permitir 1a entrada de nutrientes e impedir a su vez
la entrada de sustancias t6xicas, tales como factores propios del huésped
(1isozima, betalisina y proteinas teucocitarias), sales biliares y enzi--
mas digestivas, asi como un nimero importante de antibidticos (1,2,3,4) .
Los estudios sobre la composicidn estructural de la membrana externa de -
las bacterias gram-negativas, se inicidé a finales de la década de Tos se-
sentas con la descripcidn por Miura y Mizushima (5,6) de un método que --
permitid aislar la membrana externa de Escherichia coli; el procedimiento
consistid en preparar membranas vesiculadas a partir de esferoplastos y -

en la separacidn de la membrana vesiculada externa, de la citopiasmdtica
mediante un gradiente de densidad; posteriormente Schnaitman describié --
otro método en el cual se evita tanto la formacidn de esferoplastos como
el gradiente de densidad; este nuevo método se basé en la obtencidn de un
complejo membrana externa-peptidoglicana; para ello, las bacterias se rom
pen con una prensa francesa y 1a membrana citoplasmitica es solubilizada
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con un detergente no idnico (Tritén X-10Q0) en presencia de magnesio (7).

Los componentes principales de 1a membrana externa al igual que --~-
otras membranas bioidgicas, son fosfolipidos y proteinas; un tercer com-
ponente es el lipopolisacdrido, que se encuentra en gran proporcidn cons
tituyendo 81 solo el 45% de la superficie. Las proteinas de membrana ex-
terna, se caracterizaron inicialmente por medio de electroforesis en ge
Tes de poliacrilamida. Su identificacién como bandas ocasiond gran confu
sidn ya que de acuerdo al método como se obtenian y al sistema de geles
empleado para identificarlas, variaban en su corrimiento electroforético.

AsT Schnajtman encontrd inicialmente una proteina de 45 kilodaltons
(KD) de peso molecular, que representaba el 70% de las proteinas totales
de la membrana externa de Escherichia coli, por lo que la denoming pro--
teina mayor o principal (8). Posteriormente, &1 y otros investigadores -
encontraron que la proteina mayor en realidad estaba constituida por cua
tro proteinas (9); una quinta proteina mayor de E. coli fue reportada --
por Schmitges y Henning en 1976. La identificacién de los genes que codi
fican las proteinas de membrana externa ha permitido conocer el ndmero -
real de ellas, con lo cual su vez ha sido posible tener una nomenclatura
internacional aceptada por *odes 153 investigadores. Actualmente las pro
teinas de membrana externa (PME) de acuerdo a la cantidad que de ellas -
se expresen, se clasifican en mayores y menores; las primeras represen--
tan el 80% del total, meintras que Tas segundas el 20%. En E. coli se --
han identificado de 10 a 20 proteinas menores, algunas de éstas partici-
pan en la incorporacién de nutrientes tales como vitamina B12 , He, mal
tosa y otros (4,10), mientras que otras actian como receptores de fagos
y colicinas, sin embargo en la mayoria de 1os casos se desconoce tanto -
su funcidn como los genes responsables de su produccidn.

Las proteinas mayores se subclasifican en :
1)} Proteinas matrices o porinas
2) Proteina modificable por el calor (OmpA)
3) Lipoproteina de Braun {4,10).

Las porinas son un grupo de proteinas cuyos pesos moleculares van -
de 30kD a 42 KD, algunas de ellas son éonstitutivas mientras que otras -

se expresan sbélo bajo ciertas c ondiciones de crecimiento, o bien son -
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codificadas por un fago o por un pldasmido (11). En el caso de E. coli en-
contramos tres porinas bien definidas OmpF, OmpC y phoE; sin embargo no -
son las (inicas, aunque si 1as que se encuentran en mayor cantidad en la -
membrana externa y estén asociadas de manera no covalente a la peptidogli
cana. En los cuadros I y 11 se resumen las caracteristicas bioquimicas de
las porinas de Escherichia coli y Salmonella typhimurium (11).

Nakae y Nikaido han demostrado que Tas porinas son principalmente --
las proteinas de la membrana externa responsables de la capacidad que tie
nen Tas bacterias gram-negativas de permitir la entrada de nutrientes y -
la salida de producto de desecho (12,13), para que lo anterior se 1leve a
cabo tanto en E. coli como en S. typhimurium es necesaria la asociacitn -
de la misma porina para formar un trimero (unidad funcional de tres cana-
les) que al atravesar la membrana externa se fusione para formar un sélo
canal (14, 15, 16).

A continuacién se enumeran algunas de las caracteristicas funciona--
les de estos canales de difusidn:

1) Son tamices moleculares no especificos, al través de Tos cuales -
difunden solutos hidrofilicos.

2) E1 tamado 1imite de Tos solutes en el caso de los oligosacidridos
es de 600 daltons (13, 14).

3) La difusidén de los solutos estd influenciada por factores tales -
como el tamano, 7a carga y 1a hidrofobicidad de éstos , por 1o que encon-
tramos grandes diferencias en Tos coeficijentes de permeabilidad de cada
sotuto (17).

4)Se requiere de la intéraccién porina y lipopolisacédrido para que
el canal formado sea funcional {11).

5) En bacterias que tienen mds de un tipo de poro, la pérdida o au--
sencia de uno de ellos, no medifica 1a actividad de los restantes (18,19)

6) Existen algunas evidencias que demuestran cierta especificidad de
Tos canales de difusidon. Por ejemplo, la ausencia de OmpF resulta en una
reduccién de nucledtidos, y el poro formado por pho E as particularmen-
te eficiente en 1a incorporacifn de fosfato inorgdnico y de compuestos --
fosforilados (4,20).



Cuadro I. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS DE E. coli kil2 Y

E. coli B .

CARACTERISTICAS

Peso molecular

No de

copias

por cé&lula

Receptor para

fagos

o bacte

ricinas.

Gene estructural

Punto

isoel8ctrico

Forma

oligomérica

Didmetro del

poro

Otras

caracteristicas

N.D.=
kD

1t

No determinado.
kilo daltones.

Omp F

37.2 kD

Mayor de 105
Tula,T2,TP1
TP2,TP5,K20%
Col A

Omp F
minuto 20.7
5.9-6.2
Trimero

1.4 mm

Su sintesis
se reprime
en alta
osmolaridad

Omp C
36 kD

Mayor de 105

TP2,TP5,PA-2
TP6,Tulb,T4
Mel
Omp C
minuto 46
4.41
Trimero

1.3 mm

Se expresa

en condiciones
de alta
osmolaridad

pho E
36.73 kD

Mayor de 105

TC23,TC45

pho E
minuto 5.9

N.D.
Trimero
1.2 mm

Su sTntesis se
deprime en
condiciones
Timitadas de
fésforo, la
sobreproduccidn
es letal

Tomado de (11).



CUADRO II. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS DE

5

S tyghimuriﬁm

CARACTERISTICA
Peso molecular

Nimero de copias
por célula

Receptor para
fagos o bacte-
ricinas

Gene estructu-
ral.

Punto Isoeléctrico
Forma Ol-igomérica

Didmetro del
poro

N.D. no determinado

KD kilodaltones

OmpF

35 kD

Mayor de 105

OmpF
minuto 21

4.77

Trimero

1.4 nm

OmpC

36 kD

Mayor de 10

PH42,PH105
PH221

OmpC
minuto 46

4.78

Trimero

1.4 nm

Tomado de (11).

5

OmpD

34 kD
5
Mayor de 10

PH42, PH 31

PH51

OmpD
minuto 28

N.D.

Trimero

1.4 nm
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La estructura primaria de OmpF de E. coli fue establecida directamen-
te mientras que la de OmpC y phoE se obtuvo indirectamente a partir de la
secuencia de nucledtidos de sus genes.

La estructura primaria de OmpF, OmpC y phoE revela una homologia de-
un 65% (4). En l1os tres casos, las regiones mds largas de aminodcidos hi--
drofgbicos son de once, por 1o que se infiere que la regidn transmembranal
no estda formada por una simple secuencia de estos aminodcidos. E1 estable-
cimiento de la estructura secundaria por medio de dicroismo circular y es-
pectrofotometria infrarroja, confirmé la ausencia de regiones de alfa-héli
ce y demostrd la inesperada estructura en beta-plegada; estos hallazgos --
han hecho dificil explicar como se insertan las proteinas de Tla membrana -
externa para construir los poros de difusién (2).

La proteina OmpA estd presente en cerca dr 105 copias por célula su -
corrimiento en geles de poliacrilamida se modifica segiin la temperatura
que se emplee para solubijlizarla; asi cuando se solubiliza a 100°C tiene -
un peso molecular de 35kD y de 28 kD si se solubiliza a 37°C (4,21, 7). --
La proteina OmpA tiene un alto contenido de estructura beta-plegada y la -
estructura primaria para la misma E. coli K-12, estd constituida por 325 -
iesiduos de aminodcidos, con un peso molecular de 35,159 D (23). Entre los
residuos 176-187 la secuencia de aminodcidos es similar a la regidn de la
bisagra de la inmunoglobulinas, esta regiGn es sensible a proteasas, pare-
ce dividr a la proteina en dos grandes dominios, el NH, terminal se inser-
ta en la membrana externa y el COOH-terminal aparentemente estd expuesto -
hacia el interijor de la membrana. La OmpA sirve como receptor de fagos y -
colicinas, participa en procesos de conjugacidn genética, se asocia con la
1ipoproteina de Braun para mantener 1a integridad estructural de la membra
na y Ta forma de 1a misma (22,24) y al igual que las porinas requiere de -
la presencia del lipopolisacdrido para llevar a cabo las funciones antes -
mencionadas.

La Tipoproteina de Braun fue la primera proteina de 1a membrana ex---
terna que se purificd (11), tiene un peso molecular de 7.2 kD y estad cons-
tituida por 58 aminodcidos, con una secuencia muy repetitiva; en el grupo
aminoterminal presenta una cisteina a la ‘que se une por medio de un enlace

tioéster un diglicérido, asi como dcidos grasos mediante un enlace amida ;
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la 1isina del grupo carboxilo terminal se une al grupo amino del &cido --
diaminopimétice de la peptidoglicana para contribuir asi a mantener la in-
tegridad estructural de la membrana externa. A diferencia de las porinas y
de Ta OmpA, su estructura secundaria es alfa-hélice.

Otro componente importante de 1a membrana externa es el T1ipopolisacd-
ride (LPS) ya que se encuentra en gran cantidad y establece interacciones
con las otras molé&culas que forman parte de 1a membrana. E1 1ipopolisacéri
do es un complejo macromolecular que representa al antigeno somdtico "0" y
a la endotoxina de las bacterias gram-negativas; estructuraimente se trata
de un heteropolimero constituido por tres regiones diferentes: Antigeno 0O
nicleo y 1ipide A (11). (Figura 1).

LIPIDO A

Ag O

EA=Etanolamina

KDO-=Acido 2-ceto-3-desoxioctuldnico
Figura 1. REPRESENTACION -ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL
LIPOPOLISACARIDO DE Salmonella typhimurium (11).
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La regidon I, Antigeno O consiste en un complejo olisacdridico de re-
peticidn que estd formado por 40 o mids unidades, constituidas éstas por -
tres a seis monosacdridos especificos, entre 1os que se incluyen aziicares
neutros, azicares aminados y dcidos urénicos -

La estructura de las unidades de repeticidén muestra gran diversidad
incluso dentro de una misma especie bacteriana, propiedad que ha sido em-
pleada para diferenciar cepas de una misma especie.

La region II core o nicleo basal, es una estructura comiin para 1las
enterobacterias y es muy similar entre las gram-negativas; se trata de un
complejo polisacaridico que puede ser dividido en dos secciones:

1) regidén interna que se encuentra unida al Tipido A y estd formada
por dos aziicares especificos del lipopolisacdrido; el &cido 2-ceto-3-de---
soxioctuldnico (KDO), mds correctamente 3-desoxi-djamino-octuldnico y un
L- glicero-D-manoheptosa;

2) region externa, la cual se forma por glucosa, galactosa y N-acetil
D-glucosamina (25). (Figura 2).

KDO Hep Glc Nac
1
KDQ emem KDQ ~—mr Hep —mem Hep e Gl Gal =— Glc
REGION INTERNA REGION EXTERNA
( Heptosa - KD0) ’ ( Pentasacaridos)

Figura 2. REGION DEL NUCLEO BASAL DE S. typhimurium. (25)
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La regidn 111 o del 1ipido A, se inserta en la bicapa de fosfolipidos
y es la parte del 1ipopolisacdrido que contjene Ta actividad de endotoxina
y es comin para las Enterobacterias, formado por un disacdrido de glucosa-
minas en unidn beta (1-6) teniendo fosfatos o pirofosfatos en las posicio~
nes 1,4 asi como 6 dcidos grasos, dos de Tos cuales se unen por medio de =
enlaces amidas. Los dcidos grasos mds abundantes son los beta-hidroxi-sa--
turados y algunos de éstos se unen al grupo hidroxilo de otros dcidos gra-
sos, hay ademds moléculas con carga negativa (etanolamina, caticnes diva--
lentes) que se unen de manera no covalente (25 ). (Figura 3).

Figura 3. ESTRUCTURA DEL LIPIDO A DE S.typhimurium (2).
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La organizacién molecular de la membrana externa implica que los com
ponentes de la misma van a tener una localizacidn especifica y por ello -
topografia determinada, 1o que hace que se establezcan asociaciones o in-
teracciones entre moléculas de diferente naturaleza quimica asi como en--
tre las moléculas iguales. Una esquematizacion de este hecho puede obser-
varse en las figuras 4 y 5.

LPS

LIPOPROTEINA

LPS: 1ipopolisacdrido
FL: Fosfolipido

Figura 4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ORGANIZACION MOLECULAR DE LAS
PROTEINAS MAYORES EN LA MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS GRAM-—-
NEGATIVAS, (4)
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Figura 5, REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA MEMBRANA EXTERNA DE

E. co1f Y S. typhiﬁuriﬁm.

PROTEINA CATALTIZANDO UNA
DIFUSION FACILITADA ESPECIFICA

OmpA

L IPOPOL ISACARIDO

N
gzy

LIPOPROTEINA FOSFOLIPIBO PEPTIDOGLICANA

Tomado de (2).
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Dentro de las diferentes interaccicnes que pueden establecerse exis--
ten lagunas de mayor trascendencia como son:

- Interacciones proteina-proteina; interacciones proteina-peptidogli-
cana o e interacciones proteina-1ipopolisacdrido. Asi tenemos que la Tipo~
proteina de Braun en su forma 1ibre interactla entre si, originando princi
palmente dimeros (26), en su forma 1igada {(unida a la peptidoglicana) in--
teracciona con las proteinas formadoras de poros {27). La proteina OmpA --
puede encontrarse formando unidades oligoméricas o bien dimeros heterdlo--
gos con la Tipoproteina 1ibre, puede estar unida a Ta peptidoglicana o al
lipopolisacdrido (LPS) formando compiejos proteina-LPS que funcionan como
receptores para fagos (K3 y Tu I[) y para células donadoras en el factor F
de la conjugacion. Las proteinas OmpC, OmpD, OmpF y pho E pueden estar uni
das quimicamente entre si formando cada una por separado dimeros, trimeros
0 hexdmeros (siendoc la forma de trimero la bioldgicamente activa); se unen
de manera fuerte no covalente a la peptidoglicana, formando compTejos con -~
el LPS e in vitro su actividad como poros y como receptores de fagos depen
de de la presencia de éste (28). Lo anterior sugiere que para conservar la
conformacidn nativa de las proteinas porinas es necesaria la presencia del
ILPS (29). Por su parte el Tipopolisacdrido tambidn puede tener interaccio-
nes LPS-LPS.

Otras estructuras importantes y bien definidas que se encuentran pre-
sentes en la membrana externa, de las bacterias gram-negativas, son el fla
gelo (antigeno H) y Ta cdpsula (antigeno Vi, en el caso de S. typhi).

E1 flagelo o antigeno H es termoldabil y se inactiva tanto por el alco
hol como por Tlos dcidos. Este antigeno aglutinaformando masas esponjosas
en presencia de su antisuero homélogo. E1 flagelo estd@ constituido por una
proteina denominada flagelina (1, 30). v

La c&psula o antigeno Vi, son antigenos especializados que se encuen-
tran en la parte externa periférica de 1a bacteria; son carbohidratos sim-
ples con unidades repetitivas de N-acetil galactosaminurdnico. ET antigeno
Vi se destruye por calentamiento a 60°C durante una hora, por los dcidos y
por el fenol. Las cepas que poseen antigenos Vi son mds virulentas (1,30).

Las bacterias gram-negativas, tienen en su membrana externa, ademds -
de los antigenos cldsicos ya descritos, otras estructuras que pueden jugar
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un papel antigénico importante; en los dltimos afios las proteinas de mem-
brana externa (PME) de estas bacterias han cobrado gran relevancia y di-~
versos investigadores han enfocado su estudio hacia el papel que desempe-
fian estas proteinas en la relacidon huésped-pardsito; esto es debido a que
se localizan en la superficie dcelular y se considera que son elementos -
clave tanto en la patogenicidad como en la induccidn de proteccién contra
enfermedades producidas por estas bacterias. Frash y col., junto con Bu--
chanan, demostraron que proteinas de membranz externa de Neisseria menin-
gitis y N. gonhorreae inducen proteccidn en infecciones causadas por es--
tas mismas (31); Kussi demostrd que proteinas (porinas) de S. typhimurium
asi como suero antiporinas protegen contra la salmonelosis murina {(32).
Las proteinas de membrana externa de Salmonella typhi han sido em---
pleadas para inducir un efecto protector y los resultados obtenidos indi-
¢an que protegen al raton de un reto de hasta 100 veces la DL50 contra --
la misma bacteria y un suero de conejo anti-PME protege al ratdn de un re
to de hasta 20 veces la DL50 (33). Por otro lado, recientemente se han --
identificado Tos genes que codifican para las porinas OmpF, OmpC, asi co-
mo OmpA de S. typhi 9,12 d Vi (34). También se ha podido observar que pa-
cicntes con fiebre tifoidea presentan anticuerpos de la clase IgM e IgG -
contra proteinas de membrana externa, principalmente contra Tas porinas.

La fiebre tifoidea es una enfermedad aguda que se presenta Unicamen-
te en el hombre y se caracteriza por fiebre elevada y continua, cefaleas,
anorexia, esplenomegalia y leucopenia con un bajance nitrogenado negativo.
Esta enfermedad es producida por 5. typhi y continda siendo un problema --
endémico en los paises en vias de desarrolilo (35).

La Salmonella typhi es un bacilo mdvil perteneciente a ia tribu Sal--
monglla a la familia Enterobacteriaceae; no esporulado, es de longitud va-
riable ( 2-3 um), flagelado, citéfilo y aerobio {también anaerobio faculta
tivo); crece en medios de cultivo ordinarios como agar nutritivo y BHI, --
asi como en agar sangre, formando colonias grandes brillantes y grisdceas
(35). Tiene una serie de caracteristicas bioquimicas ( cuadro I1I) que 1o
pueden diferenciar de otros organismos similares, sin embargo, la identi-
ficacidn definitiva se realiza mdiante pruebas seroldgicas de aglutinacidn
en base a los antigenos de superficie 0. Dentro de la estructura antigéni-
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ca de Salmonella typhi se considera que los de mayor <dmportancia son: los
antigenos O, los antigenos H y los antigenos Vi, ademds de estos tres se en
cuentran las proteinas de membrana externa (33).

Para la proteccidn contra la fiebre tifoidea se cuenta con una vacuna
parenteral reconocida oficialemente por 1a 0.M.S. que emplea la bacteria --
compieta inactivada por el calor; la inmunidad que se induce con esta vacu-
na es de corta duracion por 1o que se requiere de reinmunizaciones cada 2 o
3 afios, no se puede aplicar a nifios y presenta algunos efectos colaterales
como fiebre, adenopatias, malestar general,etc. (36,37).

Recientemente se ha descrito una vacuna oral elaborada con una mutante
de S. typhi (UPD-galactosa-epimerasa-deficiente) denominada Ty2la, la cual
induce una proteccifén mds prolongada que Ta que otorga la vacuna parenteral,
ademds de eliminar los efectos adversos, sin embargo también requiere de ---
reinmunizaciones, asi como de la neutralizacién de la acidez gdstrica previa
a su administracifn.

Es importante hacer notar que a la fecha se desconoce el papel exacto

de las PME de S. typhi en la induccién de la proteccidn contra la fiebre --
tifoidea.

CUADRO III . CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS PRINCIPALES DE S.typhi y E. coli

(1,30,38).
PRUEBA S. typhi E._coli
INDOL - +
ROJO DE METILO + +
MOTILIDAD + (*)
GLUCOSA * &cido * &cido y gas
LACTOSA - + dcido y gas
SACAROSA - ()
MANITOL + * 4cido y gas
PRODUCCION DE H2$ + -
TRIPLE AZUCAR HIERRO pPared alcaiina, Pared alcalina

fondo dcido fondo &cido

L1SIN-descarboxilasa + (5

QRNITIN-desgarboxilasa

_ {+)
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El presente trabajo describe Ta comparacidén bioquimica e inmunolégica
de las proteinas de membrana externa de las cepas de S. typhi: Ty2 y Ty2la
(empleadas en la elaboracidn de vacunas), 9, 12 dVi (aislada de paciente -
con fiebre tifoidea), "0" 901 (carente de antigeno Vi) y como testigos las
PME de S. typhimurium y E. coli K12 ( ademds de E. coli Hb y 358) que se -
han descrito ampliamente en la Titeratura.

Tomando en cuenta 1o antes dicho se plantearon los siguientes objeti-
vos:

OBJETIVOS

1) Aislar proteinas de membrana externa de las cepas antes mencionadas por
el método de Schnaitman descrito en 1970.

2) Caracterizar los patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida -
de todas Tas cepas estudiadas.

3) Obtener suero de conejo anti-proteinas de membrana externa de S. typhi
9,12 d Vi, S. typhi "0" 901, S. typhi Ty2la y S. typhimurium para estu----

diar su reaccién antigeno-anticuerpo con las PME de Tlas cepas trabajadas.

4) Estudiar las reacciones cruzadas entre las diferentes cepas por precipi
tacién en gel de agarosa (doble inmunedifusidn) e Inmuncelectrotiansteren-
cia empleando para ello sueros de pacientes con fiebre tifoidea y sueros -
de conejo anti-PME.
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MATERIALES Y METODOS

1.- MATERIALES Y SOLUCIONES
a) Cepas

se trabajaron las siguientes cepas : S. typhi 9,12 d Vi (aislada de -
paciente con fiebre tifoidea), S, _typhi "0" 901, S. typhi Ty2, S. typhi --

Ty2la y S. typhimurium donadas por el Instituto Nacional de Higiene; E. -
coli K12, E. coli Hb y E. coli 358, dondadas por el Centro .'de Investiga--

cién sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia UNAM de Cuernavaca , More--
los. )

b) Cultivo
Medio de cultivo
Medio minimo A. Composicidn:

Fosfato de potasio dibdsico (Baker) 7.0 g/1
Fosfato de potasio monobdsico (Baker) 3.0 g/1
Citrato de sodio (Baker) 0.5 g/1
Sulfato de amonio (Baker) 1.0 g/
Sulfato de magnesio (Baker) ' 0.1 g/Vv

E1 medio se esterilizd a 15 1b de presidn, 15 min a 120°C. posterior---
mente se adicionaron 5 g de glucosa (Merck), 20 mg de leucina (Sigma) y 10
g de levadura (Bioxon), previamente esterilizados a 10 1b de presién por --
10 min.

Solucién de lavado

Hepes 10 mM pH 7.4
Hepes (Sigma) 2.6 g/1
Agua destilada 1 1

¢) Soluciones utilizadas para el aislamiento de proteinas de membrana ex--
terna
Hepes 10 mM pH 7.4 , Tritén X-100 al 2%.
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Hepes (Sigma) 2.60 g/1
Tritdn X-100 (Sigma) 20.0 g
Agua destilada 1000 ml
Tris 50 mM, E.D.T.A. 5 mM pH 7.8, Tritén X-100 al 2%.
Tris (Sigma) 6.05 g
E.D.T.A. (Sigma) 1.861 g
Tritdén X-100 (Sigma) 20.0 g
Agua destilada 1000 ml
d) Cuantificacidn de proteina

Solucidn patrgn de proteina
Albamina sérica bovina (Sigma) 25.0 mg
Agua destilada 25 ml

Conservar a 4°C.
e) Determinacién de Tipopolisacarido {como KDO).
Solucidn patrdén de 2-ceto-3-desox ioctonato (KDO).
KDO (Sigma) 10 mg/ml 0.1 ml

Agua destilada 0.2 ml
f) Soluciones utilizadas para la electroforesis

Acrilamida
Acrilamida (Biorat) 30.0 g
N,N bismetilen acrilamida (Biorat) 0.80 g

Se afora a 100 mT con agua destilada y desionizada, se filtra en papel
Whatman no. 41 y se mantiene a 4 °C en un frasco color ambar.

Amortiguador Tris-HC] 1.5 M pH 8.8

Trizma base (Sigma) 6.0 g
Ajustar a pH con HC1 2 N y aforar con agua destilada y desionizada a

100 ml.

Amortiguador Tris-HC1 0.5 M pH 6,8

Trizma base (Sigma) 6.0 g
Ajustar el pH con HCl1 2li y aforar con agua destilada y desionizada a

100 ml.



i8

Amortiguador de muestra
Amortiguador Tris-HCl pH 6.8

25 . mi
Dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma) 2.0 mt
Azul de bromofencl al 1% (Sigma) 0.1 ml
Glicerol (Baker) - 10.0 ml
2-mercaptoetanot (Sigma) 5.0 ml
Amortiguador de corrimiento, Glicina 0,192 M, Tris 0.025, pH 8.3.
Trizma base 3.0 g
Glicina(Sigma) 14.4 g
5DS 1.0 g

Aforar a 1000 m)} con agua destilada y desionizada.

Solucidn fijadora

Metanot {Merck) 400 mi
Acido acético (Baker) 70 ml
Agua destilada 530 ml
Solucidn colorante de proteinas

Metanol al 50% 454 m}
Acido acético 46 mi
Azul de Coomassie {Sigma) 1.2 g

Se agita una hora y se filtra en papel Whatman.no. .41,
Solucibn decolarante para azul de Coomassie

Metanol 50 mt
Acido acético 25 mi
Agua destilada

925 ml

g) Soluciones utilizadas para la electrotransferencia a papel de nitroce-
Tuiosa y revelado con antisuero. R

Amortiguador de transferencia . Glicina 0.192N, Trizma base 0.025 M.
Trizma base

18.15 g
Glicina 86.40 g
Metanol 1200 m1

Agua destilada 4800 ml
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PBS 0.15 M pH 7.2

Fosfato de potasio

Cloruro de sodio

Cloruro de potasio
Aforar a 1000 ml con agua destilada,
Solucién de Tavado

PBS 0.15 M

Tween 20{Baker)

Solucidon de blogueo

E.D.T.A. (Na4)
Gelatina bacteriol6gica {Difco)
Tween 20 (Sigma)

Ajustar a 1000 ml con PBS 0.15 M,
Tinta china para tincion
Tinta china (comercial)
PBS Tween al 1%

Sustrato para el conjugado

4-clore-atfa-naftol (Sigma)

Metanol

Per6xido de hidrdgeno al 30% (Merck)
Llevar a 50 ml con PBS 0.15 M.

h) Doble inmunodifusidn
Agarosa al 1.2%

Agarosa (Sigma)

Azida de sodio (Sigma)
Solucidn salina al 0.85%

2.0
8.0
0.2

2.8
2.5
1.0

0.25
250.0

30.0
10.0
0.05

1.2
0.1
100

[ToJugta]

ml
ml

ma
ml
ml

«a

ml
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Solucion colorante

Azul de Coomassie brillante (Sigma)
Etanol (Baker)

Acido acético

Agua destilada

Solucién decolorante para azul de Coomassie brillante
Etanol

Acido acético

Agua destilada

2.0 ¢
180 ml
40 ml
180 ml
180 mi
40 ml
180 ml
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2. METODOS

2.1. CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
Las cepas se crecieron en agar BHI, de cada una se tomd una asada bac

terioldgica y se depositdé en un matraz de 125 ml que contenia 50 m1 de me-
dio minimo A (indculo). E1 inéculo se incubd 18 horas a 37°C, una vezr ---
transcurrido este tiempo el indculo se dividid en dos partes igquales, pa-
sando cada parte a una botella de cultivo de 4 1 que contenia 1.5 1 del me
dio minimo A Estas botellas se incubaron a 37°C con agitacién en un Incu-
bator Shaker (New Brunswick Scientific C., Inc.) a 200 r.p.m. durante 8 ho
ras, obteniéndose una densidad dptice aproximada de 180 unidades Klett.

Las células se cosecharon por centrifugacidn a 1650xg, 15 minutos
una centrifuga Sorvall RC5C (Sorvall Instruments Dupon), las células se re
suspendieron en Hepes 10 mM pH 7.4, se lavaron una vez y finalmente se re-~
suspendieron en Hepes 10 mM pH 7.4 y se congelaron a -20°C, hasta el momen

en

to que se procesaron.

2.2. ROMPIMIENTC DE LAS CELULAS ( SONICACION)

Las células resuspendidas en Hepes 10 mM pH 7.4 se diluyeron hasta ob
tener una absdrbancia a 660 nm de 1.2 de D.0.(Espectrofotdmetro Beckman --
pU~7) teniendo finalmente un volumen de entre 1.5 y 2 1 para cada una de -
las cepas; una vez hecho esto, las bacterias se vompieron por ultrasonido,
en bafio de hielo por periodos de das minutos a 180 watts {190 decibeles) ,
afiadiéndose a la suspensidn bacteriana 25 mg de DNAsa y RNAsa (Sigma) asi -
como dos gotas de MgC]Z 1 M por ml de cultivo. Las cepas se rompieron en --
un sonicador (Lab-Line-Ultratip Labsonic System) hasta que 1a densidad 6p--
tica a 660 nm fue de 0.4-0.5.

E1 sonicado obtenido se centrifugé a 1650xg por cinco minutos, dos ve
ces para eliminar células completas y trozos gruesos, el sobrenadante se -

congeld para su conservacidn a ~20°C.

2.3. AISLAMIENTO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

E1 sonicado obtendido de cada cepa se centrifugd a 100,000 xg por 45
minutos a 5°C con el objeto de sedimentar Ja envoltura celular, esto se hi
zo en una ultracentrifuga (Beckman L8-M). Las pastillas obtenidas se resus
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pendieron en Hepes 10 mM pH 7.4, con Ta ayuda de un homogenizador manual -
para su posterior centrifugacidon a 100,000 xg por 45 minutos a 5°C, con el
fin de lavar las membranas.

Las envolturas celulares ya lavadas se resuspendieron en una solucidn
de Hepes 10 mM pH 7.4 conteniendo Tritdon X-100 al 2% con el objeto de solu
bitizar Ta membrana citoplasmdtica, posteriormente se centrifugaron a ----
100,000 xg por 45 min. a 5°C. La pastilla asi obtenida se empled para ex-
traer las proteinas de membrana externa.

La pastilla obtenida en el paso anterior se resuspendié en Tris 50 mM
conteniendo E.D.T.A. 5 mM y Tritén X-100 al 2% con ayuda de un homogeniza-
dor manual, una vez resuspendido se incubd a 37°C durante 15 min, después
se centrifugd a 100,000 xg pr 45 min. a 37°C. E1 sobrenadante obtenido des
pués de Ta ultracentrifugacion se guardé como la fraccién soluble en Tris-
EDTA-Tritdn X-100, 1a cual contiene las proteinas de membrana externa (en
su mayoer barte), 2l scdimento se vesuspendid  en Hepes 10 mM por medio de -
un homogenizador manual y se guard6 como la fraccidn insoluble (peptidogli-
cana). Del sobrenadante se hicieron alicuotas de 20 ml en frascos viales, y
se guardaron a -70°C hasta el momento de su uso.

2.4 . CUANTIFICACION DE PROTEINA

La cuantificacidén de las proteinas de membrana externa (PME) en el so--
brenadante se hizo mediante el método de Lowry {(39), el cual se basa en la
determinaci6én del contenido de tirosina y triptofano de las proteinas; se -

utilizd una curva patrdn de referencia con albimina sérica bovina (Sigma) .

2.5. DETERMINACION DE LIPOPOLISACARIDO (como KDO).

La determinacidn de lipopolisacarido presente en las proteinas de mem-
brana externa se hizo en base a la cantidad de KDO (2-ceto-3-desoxioctona--
to) existente en las mismas, utilizando para ello 1a técnica descrita por -
Zelther, J.Y.; Jackson y col. (40). Para la curva patrdén de referencia se -
empled KDO (Sigma) 1 mg/mi.
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2.6. ELECTROFORESIS

La electroforesis se 11evé a cabo en geles de poliacrilamida, en pre-
sencia de dodecil sulfato de sodio (SDS), en condiciones reductoras para -
Tas muestras y un sistema amortiguador discontinuo. Para elio se empled un
aparato de electroforesis vertical en placas de 16 x 14 cm {LKB 2001).

2.6.1. Montaje y preparacidn de las placas.

Se lavaron con detergente todos Tos implementos del sistema LKB 2001
de electroforesis y se enjuagaron con agua, 1as placas de vidrio se lava--
ron con metanol, posteriormente se montaron en su base con una goma en el
fondo para lograr el ajuste hermético al apretar los tornillos, despu@s se
1lenan con la solucidn de acrilamida que formard el gel separador, evitan-
do la formacidn de burbujas. E1 gel separador tenia 11.5% de acrilamida, y
estaba formado de Ta siguiente manera: solucion de acrilamida 11.5 ml, ---
amortiguador Tris-HC1 1.5M pH 8.8, 7.5 m1, agua desionizada 10.55 m1, SDS
al 10% 0.6 mi, TEMED (N,N, N-tetrametiletilendiamino , Sigma} 0.0l ml y --
persulfato de amonio (Biorat) al 1G% 0.05 ml. La parte superior del gel se
protege del aire con un poco de agua. Una vez polimerizado el gel separa--
dor se coloc el peine tormador de los canales para las muestras, poste--=--
riormente se adiciono el gel! introductor que contenia io siguiente” solu--
cion de acrilamida 2.5 mi, amortiguador Tris HC1 U.5 M pH 6.8 3.75 m1, ---
agua desionizada 8.55 m1, SDS al 10% 0.15 ml, TEMED 0.015 mi y persulfato
de amonio al 10% 0.05 m7. E7 gel introductor se dejé potlimerizar por una -
hora.

2.6.2. Preparacion de las muestras
Un ml del sobrenadante que contenia las proteinas de membrana externa

de cada cepa en una cantidad aproximada de 1 mg/mi se precipitd con 6 mi --
de acetona fria (-20°C) toda la noche, después se centrifugé a 420 xg du--
rante 30 minutos en una centrifuga Beckman 7J-6, se elimind la acetona y el
precivitado se resuspendié en ‘1 ml de amortiguador de muestra, luego se co
locaron de 40 a 70 ul de ella en los canales del gel introductor y se some-
tieron a electroforesis. Se emplearon patrones de peso molecular que con---
sistieron en albimina sérica bovina, albiimina de huevo, anhidrasa carbdnica
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y lisozima (Sigma) de 66, 45, 29 y 14 kD respectivamente, solubilizados -
también en el amortiguador de la muestra.
2.6.3. Corrimiento de las piacas eiectroforéticas

Las placas se corrieron con corriente constante de 20 a 25 miljamperes
por placa y a voltajge variable, durante 6 horas ( hasta que el colorante de
las muestras se encuentra a un cm dei final de la placa). La temperatura se
mantuvo a 10°C con la unidad refrigerante del equipo.

2.6.4. Tincidn de Tos geles de poliacritamida.

Inmediatamente después de finalizada la electroforesis los geles se -
colocaron en un recipiente que contenia solucidn colorante en un volumen —-
suficiente para cubrir el gel completamente, la tincidén tardd de 1 a 1.5 hr
Posteriormente, el exceso de colorante se elimind con la solucidn decoio---
rante, hasta logarar apreciar con ciaridad las bandas proteicas.

2.7. ELECTROTRANSFERENC!A
Después de que se 1tevé a cabe 1a electroforesis en geles de poliacri-

lamida, éstos-se sometieron a eTectrotransterencia segin lo descrito por --
Towbin (41).

2.7.1. Coiocacion del gel y del papel de nitrocelulosa para la electrotrans
ferencia.

Para la electrotransferencia se utilizé un aparato LKB Transphorelec--
trobletting unit. Una vez equiiibrado el gel y el papel de nitrocelulosa en
el amortiguador de transfereﬁcia, el primero se depositd sobre uno de los -
papeies filtro humedecido, que estaba a su vez sobre la esponja. Sobre el
gel humedecido con el mismo - amortiguador se deposita el papel de nitroce-
lulosa, evitdndose la formacidn de burbujas de aire entre ambos, despuds --
con un 1dpiz comin se marcé ei frente electroforé&tico del gel y los limites
del mismo (superior e inferior), asi como también el tipo de muestras (ce--
pas) que llevaba; sobre ambos se coloca otro papel filtro y esta unidad que
da encerrada entre dos rejiilas parte del equipo a manera de emparedado, y
que Togra mantener en contacto estrecho el gel y el papel sin perder nunca
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de vista de que lado quedd el gel y de que lado el papel de nitrocelulosa
{figura 6).

Figura 6. ELECTRUTRANSFERENCIA

]
- =
FUENTE DE REJILLA
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PAPEL FILTRO
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TRANSFERENCIA

ESPONJA

REJILLA
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2.7.2. Corrimiento de la electrotransferencia

La unidad formada por el papel de nitroceiulosa y el gel entre las --
dos rejillas se introduce en 1a cuba que contiene ei amortiguador de trang
ferencia y ia unidad refrigerante que forma parte del equipo; después se -
colocd Ta fuente de poder a manera de tapa de la cuba cuidando: que el po-~
10 positivo quedg del Tado dei apapel y el polo negativo del lado del gel.
La electrotransferencia se realizd a 250 miliamperes y 25 voits. E1 proce-
so se 1levd un minimo de i6 horas y un miximo de 18 horas. Después de ----
transcurrido este tiempo se saca ia unidad formada por el gel y el papel ,
donde el gel se deja tifiendo en solucidn colorante para electroforesis du-
rante una hora y el papel de nitrocelutosa se corta en dos partes una de
fas cuates se deja en solucidn de blogueo durante al menos 2 horas; la par

te restante se deja lavando en solucidn de PBS- Tween, para despuds tehir-
1a con tinta china.

2.7.3. Revelado del papel de nitrocelulosa con antisuero

Para comprobar que la electrotransferencia se ha llevado a cabo la -

tira de papel de nitrocelulosa, que se encuentra en PBS-Tween se somete

tres lavades mds con la misma solucidn, para después aplicarile la tincidn
con tinta china durante 2 a 4 horas.

a

Después de que la parte de papel de nitrocelulosa que se encontraba -
en ia solucidn de bloqueu, pcrmanecid atli al menos 2 noras, se somete a ~
incubacidn con el antisuero durante tres horas a temperatura ambiente o tg
da la noche a 5°C, corriéndose controles adecuados. Transcurrido el tiempo
se hacen 4 Javados de 10 minutos, con la solucidn de lavado, posterior a -
este paso se adiciona el conﬁugado anti-gama gliobulina humana o de conejo
unida a peroxidasa y dituida 1:1000 en 3la solucidn de bloques, esto duran-
te una hora y media, pasado este tiempo se hacen 4 lavados con agitacidn -
de 10 minutos cada uno, Tos dos primeros con solucidn de lavado y los dos
01timos con PBS pH 7.2. Finalmente se afiade el sustrato que permanece en -

contacto con el papel durante 20 minutes, para despugs eliminarse con agua
destilada,
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2.8. OBTENCION OE ANTISUEROS

Se utilizaron 8 conejos Nueva Zelanda machos de 3 a 5 kg cada uno pa--
ra 1levar a cabo un esquema de inmunizacidn .; previo a este esquema se san-
graron todos los conejos (10 ml cada uno )} por la vena marginal de la oreja
para la obtencidn de suero preinmune.

Esquema de inmunizacidn

-Dia cero. Se inocuiaren 1 mg de proteinas de membrana externa (PME)
en 1 ml de adyuvante completo de Freund (ACF) por la via subcutdnea, en 2
conejos por cada una de las siguientes cepas: S. typhi 9,12 d Vi, S.typhi
Ty2la (germanier), S. typhi "090i y S. typhimurium.

-Dia 7 y 14. Se repiti6 el mismo eesquema del dia cero.

-Dfa 21. Se inocularon 100 microgramos de PME en 0.1 m1 de solucidn -
salina fisiol6gica esteril de cada cepa trabajada, por duplicado ( en dos

conejos} por la vena marginal de la oreja.
-Dia 28. Se sangraron los conejos (20 ml) por 1a vena marginal de la
oreja para la obtencion de sueros inmunes anti-PME.

Z.9. DOBLE INMUNODIFUSIUN

Se colocaron 5 m1 de agarosa ai 1.2% sobre un portaobjetos limpio y -
desengrasado. Despu@s de soiidificar se hicieron perforaciones : un pozo
central y 6 pozos periféricos equidistantes del centra! 0.4 cm, en el pozo
central se colocS en una placa ei sueroc inmune y en la otra el suero pre--
inmune respectivo, en 1os pozos periféricos de ambas placas se colocaron
las PME de las siguientes cepas:

S._typhi 9,i2 d Vi, S-typhi Ty2, S. typhi Ty2la, S. typhi "0" 801 y
S._typhimurium.

Las piacas permanecieron a temperatura ambiente durante 24 horas pos-
terijormente se Tavaron con soiucidn saiina fisiol8gica durante dos dias y
un dia mas con agua destilada. Después de los lavados las placas se seca--
ron y se tifieron con azul de Coomassie Brillante, durante 3 a b5 minutos.
Finalmente las placas se decoloraron con la solucién  decolorante hasta --

la aparicidn de las bandas de precipitacidn.
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RESULTADOS

1) AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
En el cuadro IV se muestran los resultados de} contenido de'proteina

y de lipopolisacarido presente en las preparaciones de proteinas de membra-
na externa de cada una de las cepas estudiadas,

Cuadro 1V . COMIENIDO DE PROTEINA Y LIPOPULISACARIUO {(como KDO).

CEPA PRUTEINA ml totales KDO % :
mg/ml * mg/mt **  KDO/prot.
S. typhi Ty2 1.02 386 0.012 1.0
S. typhi 9,12 d Vi 1.0 86 0.012 1.0
S. typhi "0"901 1.48 86 0.012 0.85
S. typhi TyZla 1.16 86 0.04 3.0
S._typhimurium 1.24 86 Q.06 5.4
E. coii Hb 0.56 66 0.602 0.3
E. coli 358 1.0 86 0.004 a.6
E. coli K1z 1.04 86 0.015 i.4

* Determinado por el método de Lowry (39).

** [Jeterminado por el método de KDO (40).
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2) ELECTROFORESIS VERTICAL EN GELES DE POLIACRILAMIUA

fas figuras 7 y 8 muestran los patrones electroforéticos en geles de
poliacrilamida de las proteinas de emembrana externa de cada una de ias ce-
pas estudiadas; se observa gque sus pesos moleculares en todos los casos --
van desde 17 kD a 70 kD y de acuerao a la intensidad de las bandas en el --
‘gel distinguimos tanto protefnas maycres como proteinas menores. Entre las
cepas de Salmoneila estudiadas hay similitudes, principaimente entre las --
proteinas mayores con pesos moleculares de 36 kD a 41 kD, de 23 a 28 kD y -
de alrededor de L7 kb { figuras 7‘y 8, carriles 2 al 6 ], en cambio entre
las cepas de E. coli estudiadas solamente existe similitud en una proteina
de 36-37 kD y otra de 17 ku { figuras 7 y 8 carriles 8 al 10). En el cua--

dro ¥ se muestran los pesos molecuiares de las proteinas mayores de cada --
una de las cepas,
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Figura 7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
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Figura 8. ELECTROFORESLS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
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no 1G.- E. coli K12
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Cuadro V. PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS MAYORES DE LAS CEPAS
TRABAJADAS DE ACUERDO A SU CORRIMIENTO ELECTROFORETICO
EN GELES DE POLIACRILAMIDA

CEPA S.typni S.typhi S. typhi S. typhi S.typhimurium
9,72 dVvi_ "O" 901 Ty2 TyZla :

No. de bandas
proteicas 7 6 5 7 7
principales

Pasos mol. 41.5 41.5 41.5 41.5 41.5

aproximados 40.0 40.0 "40.0 40.9 40.0

de mayor a 36.7 36.7 29.2 30.6 31.0

menor er. kD 28.2 28.2 23.2 28.5 29.5
27.2 27.0 17.90 23.0 28.0
22.0 17.0 22.1 23.5
17.0 17.0 17.0

CEPA E. coliHb E. coli 358 E. coli KI2

No de bandas
proteicas 2 4 4
principales

Pesos moil. 36.7 40.0 45.0
aproximados | 17.0 37.0 37.7
de mayor a 23.5 31.0

menor en kD 17.0 17.0
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3) DOBLE INMUNOUIFUSION

La figura 9-1 (parte superior) muestra los resultados de Ja reaccidn
entre el suero anti-proteinas de membrana externa de S. typni 9,12 d Vi y
las proteinas de membrana externa (PME) de las diferentes muestras de ----
Salmonella; se destaca la banda de precipitacidn de identidad total con --
las PME de S. typhi “0O" 901, S. typni Ty2la y S. typhimurium y de identidad
parcial con 5. typhy TyZ, mientras que el suero anti-PME de S. typhi"0"90i
presenta identidad total con todas las cepas de Salmeneila estudiadas (fi-

gura 9-11); resultados similares se obtuvieron con sueros anti-PME de ----
S. typhi TyZla y anti-PME de S. typnimurium (figuré 10-I11 y IV); los sue-
ros preinmunes en todos 1os casos fueron negativos {figuras 9-I, 9-1I, 10-
11T y 10-IVY en su parte inferior).

E1 cuadro VI resume las observaciones de estos resultados por doble
inmunodifusidn,
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Figura 9 (partes I y II). DOBLE INMUNODIFUSION DE LAS PME DE LAS CEPAS DE
SALMONELLA ESTUDIADAS Y LOS SUEROS DE CONEJO INMUNES Y PREINMUNES
CONTRA PME DE S. typhi 9,12 d Vi y'S. typhi "0" 901.

Piaca I { parte superior) Pozo no 1.~ PME dé S, typhi 9,12 d Vi
Z.- PME de S. typhi "0" 901
3.~ PME de S. typhi Ty2

3

4.- PME de S. typhi Ty2ia

5.~ PME de S. typhimurium

6.~ Solucibn salina fisiolégica

T
T

Pozo central: Sueroc anti-PME S. typhi 9,12
Placa I {parte inferiorl. Pozos dei 1 ai 6 iguai que la placa I sup.
Pozo central % suero preinmune
Placa Il (parte superior) Pozos del 1 al & igual que la placa 1 sup.
Pozo central: Suero anti-PME S. typni "0"S01
Piaca II (parte inferior) Pozos del 1 al 6 1gual que piaca I superior

inmu

e.

Pozo central: suerg bre

OB $iN Pt T T8 e

%
%
=
¥
i
3
i
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Figura 10 (parte 111 y IV). DOBLE INMUNODIFUSION DE LAS PME DE LAS GEPAS

DE SALMONELLA ESTUDIADAS Y L0OS SUEROS DE CONEJOINMUNES Y PREIN

MUMES CONTRA PME DE S. typhi Ty2la y S. txghimﬁrium.
Placa III (parte superior) Pozo no 1.- PME de S. typhi 9,12 d Vi
Pozo no 2.- PME de S. typhi "0" 901
Pozo no 3.- PME de S. typhi Ty2?
Pozo no 4.~ PME de S. typhi Ty2la

Pozo no 5.- PME de S. typhimurium

Pozo no 6.- Solucién salina fisiolbgica.

Pozo central: suero anti-PME S. typhi Ty2la
Placa III1 (parte inferior) Pozos del 1 al 6 igua} que la placa IIT sup.
Pozo central: suero preinmune
Pozos del 1 al 6 igual que la placa III sup.
Pozo central: suero anti-PME S. typhimurium
IV (parte inferior) Pozos del 1 al 6 igual que placa III superior
E_ Pozo central: suero preinmune.
i i

Placa IV (parte superior)

Placa

E ‘J

-

L.
S

[ HTH

IRy wewy
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CUADRO V1. REACCIONES DE PRECIPITACION EN GEL DE AGAROSA

ENTRE LAS PME DE LAS CEPAS DE Saimonella ESTUDIA

DAS Y LOS SUEROS HOMOLOGOS Y HETEROLDGOS CONTRA
LAS MISMAS.

PROTEINAS DE MEMBRANA .- EXTERNA

ANTISUERQS S. typhi S. typhi S. typhi S. typhi S. typhi
9,12 d vi "0" 901 Tv2 TyZla murjum

S. typhi 17 1T 1P 1T iT

9,12 d Vi

S._typhi 17 iT 1T iT IT

|IOII 901

S._typhi IT IT 1p N 1T 1T

Ty2la

S. typhimu- T 1T T T IT

rium '

IT = 1dentidad total
IP = ldentidad parcial
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4) TNMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Sueros de pacientes con diagnbstico c¢linico y bacterioldgico de fie--
bre tifoidea, reconocen principalménte proteinas de membrana externa con
pesos moleculares de 36 a 41 kD y de 17 kD en 1as cinco cepas de Salmone--
11a (figura 11) y practicamente no reconocen ninguna de las PME de las ---
E. coli estudiadas (figura 12), por otra parte, los sueros de conejo anti--
proteinas de membrana externa de 5. typhi 9,12 d Vi , S. typhi "0" 801 y S.
typhimurium , reconocen en los tres casos, principalmente a las PME de -
36 a 41 kD , asT como a la de 17 kD { figuras 13 y 14), tampoco se recono-

cieron las PME de las cepas de E. coli estudiadas y transferidas a papel -
de nitrocelulosa.
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Figura 11. ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE LAS PME DE LAS
CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS, REVELADAS CON SUER(DS DE PACIEN-
TES CON DIAGNOSTICO DE FIEBRE TIFOIDEA.

Carril no 1.- S. typhimurium
no 2.- S. typhi Ty2la

no 3.- S. typhi Ty2
no 4.- S. typhi "0" 901

no 5.- S. typhi 9,12 d Vi
no 6.- 10: Las mismas cepas que estdn en los carriles del 1 al

Carril a.- S. typhimurium
b.~ S, typhi Ty2la

c.— S. typhi Ty?2
d.- S. typhi 9,12 d Vi
e.- Marcadores de peso molecular
— o - - P—————

= e e

saud+ 24

¢ abcde

= =

~Carriles del no. 1 al 5 revelados con suero de paciente con diagndstico de
fiebre tifoidea.

~-Carriles del no. 6 al no. 10 revelados con suero de paciente con diagndsti
co de fiebre tifoidea , diluido 1:50.

-Carrites del “a"™ al "e" tefiidos con tinta china.
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Figura 12. ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE LAS PME DE
TODAS LAS CEPAS ESTUDIADAS, REVELADAS CON SUERQO DE PACIENTE
CON DIAGNOSTICC DE FIEBRE TIROIDEA.
Carril no 1.- E. coli K12
no 2.- E. coli 358
no 3.- E. coli Hb

no 4.- S. typhimurium
no 5.- S. typhi Ty2la

no 6.- S. typhi Ty2
no 7.- S. typhi "@" 901

no 8,- S. typhi 9,12 d Vi
no 9.- S. typhi 9,12 d Vi
no 10.-Marcadores de peso molecular.

1 2 3 a 5 67 8-

TR

L BHE T TR ERTTRUEN

-Carriles del no. 1 al 8 revelados con suero de paciente con diagngstico -
de fiebre tifoidea diluido 1:50;
~Carriles no @ y no 10 tefiido con tinta china.
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Figura 13. ELECTROTRANSFEREMCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE LAS PME DE
LAS CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS, REVELADA CON SUERC DE
CONEJO ANTI-PME DE S. typhi 9,12 d Vi

Carril no 1.- S. typhimurium
no 2.- 5. typhi Ty2la
no 3.- 5. typhi Ty2
no 4.- S, typhi "0" 901
no 5.- S. typhi 9,12 d Vi
no 6.- S. typhi”0" 901
no 7.~ S. typhi 9,12 d Vi
no 8.- Margﬂﬁorsf gsnPesgggg1gcu1ar

i 2 3 4 5 6 7 8

j s B 63 kDa

-Carr11es del no 1 al 5, reve]ados con suero de conejo anti- PME de ----
S. typhi 9,12 d Vi, diluido 1:5.
-Carriles del no 6 al no 8 tefiidos con tinta china.
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Figura 14. ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE TODAS LAS
CEPAS TRABAJADAS, REVELADA CON SUERO DE CONEJO ANTI-PME.

Carril no 1.- £._coli Hb

no 2.- E. coli 358

no 3.- E. coli K12

no 4.- S. typhimurium

no 5.~ §. tvphi Ty2la

no 6.-_S, typhi 9,12 d Vi
no 7.- 8. typhi "0" 901

no 8.~ S. typhi fy2

no 9.~ S. typhi 9,12 d Vi

no 10. Marcadores de peso molecular.
Carril a y f.- §. typhimurium
byg.~-S. typhi Ty2la
cyh.-S. typhi Ty2
de i.-S. typhi "0" 901
ey j.-S. typhi 9,12 d Vi'.

v

0

|

-Carriles del 1 al 8 revelados con suero de conejo anti-PME de S. typhi
9,12 d Vi, diluido 1:20.

-~Carriles 9 y 10 tefiidos con tinta china.

~Carriles del a al e revelados con suero de Conejo anti-PME de S. typhi
"0" 901 diluido 1:20.

~Carriles del f al j revelados con suero de conejo anti-PME de S. typhimu-
rium diluido 1:20.

3 4.5
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DISCUSION

La composicion y expresién de las proteinas de membranas externa -=--
(PME) de las bacterias gram-negativas estd regulada entre otros factores -
por las condiciones de cultivo (4), por tal motivo se emplearon las mismas
condiciones para cultivar tanto las cepas de Salmonella como las de E. coli
ésto hizo posible obtener aproximadamente 108 bacterias por mililitro en
la fase de crecimiento logaritmico en todos 10s casos, por lo que la canti
dad de PME aislado fue semejante entre todas Tas cepas trabajadas (excepto
E.co]iHbX

De las PME aisladas de Salmonella typhi ( cuatro diferentes cepas) --
asi como de S. typhimurium deStaca un grupo de tres proteinas principales
con los pesos moleculares de 36 kD a 41 kD. Estas proteinas por su tamafio
se tratan de Tas proteinas formadoras de canales o pozos (4,7); sin ehbar—
go, serd necesario confirmar por otros métodos su peso molecular ya que --
el obtehido por electroforesis en geles de polijacrilamida es Tigeramente -
superior al reportado por otros autores (11), guienes para Jas porinas de
S. typhimur{am han encontrado que son de 36 kD a 38 kD! Ademds se deberad -
determinar otras caracteristicas fisiocoquimicas tales como punto isoeléc-
trico, hidrofobicidad, capacidad de formar poros in vitro, etc. Por otro -
lado, el medio de cultivo empleado solamente permitié que se expresaran co
mo proteinas principales a tres de las cuatro porinas de S._typhimurium --
ello se debe a que la proteina phoE sglo se expresa en condiciones limita-
das de fosfato inorgdnico (11); por To que serd@ necesario cultivar S. ty--
phi en dichas condiciones para determinar si es capaz de sintetizar esa -
porina. Es importante hacaer notar que a pesar de haber obtenido concentra
ciones semejantes de proteina entre las cepas de E. coli ( Hb, 358 y K12)
de éstas Gnicamente se ais1d una proteina que corresponderia a las porinas
de 37 kD, este resultado no coincide con los encontrados para E. coli -~--
(B/r) de donde se han aislado tres porinas ( 8). Diferentes factores tales
como los nutrientes del medio de cultivo o bien l1a carga genética de las -
bacterias , probablemente influyeron en la expresién de porinas en estas -

cepas de E. coli.
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Otro grupo de proteinas principales presente Gnicamente en las cepas
de Salmonella , lo constituyen aguellas con pesos moleculares de 23 kD a
28 kD. sugiriendo ser especificas de T1a tribu Salmonella. En contraste --
con este hecho, se encuentra una proteina de 17 kD, Ta cual estd presente
en ambos grupos de bacterias, sugiriendo ser comiin para Ja familia de --
Enterobacterias., sin embargo deberd ampliarse el grupo de andlisis para -
confirmar estas observaciones.

La presencia de lipopolisacarido en todas las preparaciones de PME --
obedece , en primer términc, a que se trata del principal componente de la
membrana externa (ocupando el 45% de la superficie bacteriana) y en segun-
do lugar, a que algunas PME necesitan unirse de manera no covalente al 1i-
popolisacdrido para llevar a cabo sus funciones bioldgicas (2).

Los resultados de las reacciones antigeno-anticuerpo apoyan 1a -----
existencia deproteinas especificas de cepa visto ésto como una banda- de
precipitacipon con identidad parcial al hacer reaccionar en doble inmuno-
difusidn sueros de conejo anti-PME con las PME de Tas cinco cepas de filf"
monella, tambi@n observamos una banda de precipitacion de identidad total
a las proteinas comunas de especie. Empleando el método de inmunotransfe---
rencia se puso de manifiesto que las proteinas espécificas de especie pare-
cen ser las porinas, ya que son éstas las reconocidas principalmente por -
sueros dle pacientes con diagndstico de fiebre tifoidea, ademds estos sue--
ros también contienen anticuerpos que reconocen la proteina de 17 kD tanto
de Salmonella como de E. coli. Es necesario hacer notar que el lipopolisa~
cdrido presente no influye en la reactividad entre las PME y los anticuer-
pos especificos contra é&stas, ya que sueros de conejos anti-PME absorbidos
con Tipopolisacdrido conservan su reactividad contra las proteinas.

E1 cruce antigénico entre las porinas de S. typhi y S. typhimurium --
piantea la probable similitud en mds de un 50% en sus secuencias de amino-
dcidos debido &sto a un posible origen ancestral comun, o bien, que en Jla
superf1c1e bacteriana se localicen tanto regiones homo]ogas para las pori-
nas de ambas cepas como regiones particulares de cada proteina. Por otro -
lado, la presencia de anticuerpos especificos contra las pbrinas de Jas -
cepas vacunales de S. typhi en sueros de'paciente con fiebre tifoidea su--
gieren la probable participacién de Jos componentes proteicos de 1a mem---
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brana externa en la induccidn de inmunidad protectora contra esta enfer-- -

medad; sin embargo, serd necesario su purificacidn para estudiar su papel
como inmunogenos en la fiebre tifoidea.
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CONCLUSIONES

1) Las proteinas de membrana externa se S. typhi y S. typhimurium tienen
pesos moleculares que van de 17 kD a 70 kD . Destaca un grupo de tres pro
teinas principales con pesos moleculares de 36 kD a 41 kD. las cuales se
tratan de Jas porinas descritas en otras bacterias gram-negativas.

2) Las porinas de S. typhi 9,12 d Vi (aislada de paciente con diagnéstico
clinico y bacterioldgico de fiebre tifoidea) y de S. typhi de cepas vacu-
nales, tienen el mismo peso molecular en geles de poliacrilamida.

3) Las porinas de S. typhi 9,12 d ¥i y las de cepas vacunales de la mis--
ma son antigenicamente similares.

4) Sueros de paciente con diagndstico clinico y bacterjoldgico de fiebre
tifoidea presentan anticuerpos especificos contra las porinas de S. typhi.
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RESUMEN

Las proteinas de membrana externa (PME) de S. typhi "o" 901, S. typhi
Ty2, 8. typhi Ty2la, as7 como S. typhimurium se aislaron por el método de
Schnaitmah, con el objeto de caracterizarlas y compararlas entre ellas asd
como con las PME de S. typhi 9,12 d Vi , las cuales tienen‘pesos moleculares
que van desde 70 kD hasta 14 kD y son capaces de inducir proteccidn en el mo
delo de ratdn a un reto cen la misma bacteria (32).

Los patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida de las PME de
Tas cinco cepas estudjadas de Salmonella mostraron similitudes importantes
en un grupo de proteinas con pesos moleculares gue iban desde 36 kD a 41 kD,
asi como proteinas de 28 kD y en una proteina dnica muy cercana a los 17 kD.
Estos mismos grupos de proteinas fueron reconocidos tanto por sueros de pa--
cientes con diagndstico de fiebre tifoidea, como por sueros de conejo inmuni
zados con las PME a través de la inmunotransferencia. Ademds, existen reac--
ciones cruzadas entre las cepas estudiadas, visto esto ya sea por inmuno----

transferencia como por precipitacidn en gel ( doble inmunodifusidén).
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