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I N T R o D u e e I o N 

La tinción de Gram, permite clasificar a las bacterias en gram-posi­
tivas y gram-negativas, merced a diferencias en la composición de sus en­
volturas celulares. Las bacterias gram-positivas tienen una envoltura ce­
lular uniforme y densa formada por una membrana citoplasmática y una pep­
tidogl icana que le confiere rigidez y constituye del 10 al 25% de su peso 
seco (1). La peptidoglicana está formada por cadenas paralelas de polisa­
cáridos que contienen ácido murámico y N-acetilglucosamina, el ácido mur_! 
mico está unido a alanina y ésta a su vez a otros aminoácidos, originando 
un péptido lateral que permite unir covalentemente entre sí las cadenas -
polisacarídicas. En la superficie celular se localizan macromoléculas es­
pecificas como á~idos teicoicos y lipoteicoicos ( polímeros de alcoholes 
polihidricos, usualmente ribitol o glicerol) unidos covalentemente con la 
peptidoglicana (1). Las bacterias gram-negativas poseen una envoltura ce­
lular más compleja, ya que además de la membrana citoplasmática y la pep­
tidogl icana, presentan una membrana externa la cual, actúa como barrera -
entre e1 mediO ambiente y el1d. rnis1foL Dent¡~o de las funciones de c:;ta me.!!! 

brana, están las de permitir la entrada de nutrientes e impedir a su vez 
la entrada de sustancias tóxicas, tales como factores propios del huésped 
(lisozima, betalisina y proteínas leucocitarias), sales biliares y enzi-­
mas digestivas, así como un número importante de antibióticos (l,2,3,4) . 
Los estudios sobre la composición estructural de la membrana externa de -
las bacterias gram-negativas, se inició a finales de la década de los se­
sentas con la descripción por Miura y Mizushima (5,6) de un método que -­
permitió aislar la membrana externa de Escherichia coli; el procedimiento 
consistió en preparar membranas vesiculadas a partir de esferoplastos y -
en la separación de la membrana vesiculada externa, de la citoplasmática 
mediante un gradiente de densidad; posteriormente Schnaitman describió -­
otro método en el cual se evita tanto la formación de esferoplastos como 
el gradiente de densidad; este nuevo método se basó en la obtención de un 
complejo membrana externa-peptidoglicana; para ello, las bacterias se ro~ 
pen con una prensa francesa y la membrana citoplasmática es solubilizada 
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con un detergente no iónico (Tritón X-100) en presencia de magnesio (7). 
Los componentes principales de la membrana externa al igual que --­

otras membranas biológicas, son fosfolípidos y proteínas; un tercer com­
ponente es el lipopolisacárido, que se encuentra en gran proporción con2_ 
tituyendo él solo el 45% de la superficie. Las proteínas de membrana ex­
terna, se caracterizaron inicialmente por medio de electroforesis en g~ 
les de poliacrilamida. Su identificación como handas ocasionó gran conf.!!_ 
sión ya que de acuerdo al método como se obtenían y al sistema de geles 
empleado para ident-ificarlas, variaban en su corrimiento electroforético. 

Así Schnaitman encontró inicialmente una proteína 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 denominó pro-­
teina mayor o principal (8). Posteriormente, él y otros investigadores -
encontraron que la proteína mayor en realidad estaba constituida por cu~ 
tro proteínas (9); una quinta proteína mayor de I· coli fue reportada -­
por Schmitges y Henning en 1976. La identificación de los genes que codi 
fican las proteínas de membrana externa ha permitido conocer el número -
real de ellas, con lo cual su vez ha sido posible tener una nomenclatura 
internacional aceptada por todos los ·investigadores. Actualmente 1 as pr.Q 
teínas 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 las segundas el 20%. En l· coli se -­
han identificado de 10 a 20 proteínas menores, algunas de éstas partici­
pan en la incorporación de nutrientes tales como vitamina B12 , He, mal 
tosa y otros (4,10), mientras que otras actúan como receptores de fagos 
y colicinas, sin embargo en la mayoría de los casos se desconoce tanto~ 
su función como los genes responsables de su producción. 

Las proteínas mayores se subclasifican en : 
1) Proteínas matrices o porinas 
2) Proteína modificable por el calor (OmpA) 
3) Lipoproteína de Braun (4,10). 

Las porinas son un grupo de proteínas cuyos pesos moleculares van -
de 30kD a 42 KD, algunas de ellas son constitutivas mientras que otras -
se expresan sólo bajo ciertas condiciones de crecimiento, o bien son -
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codificadas por un fago o por un plásmido (11). En el caso de E. coli en­
contramos tres porinas bien definidas OmpF, OmpC y phoE; sin embargo no -
son las únicas, aunque sí las que se encuentran en mayor cantidad en la -
membrana externa y están asociadas de manera no covalente a la peptidogl_i 
cana. En los cuadros I y II se resumen las características bioquímicas de 
las porinas de Escherichia coli y Salmonella typhimurium (11). 

Nakae y Nikaido han demostrado que las porinas son principalmente -­
las proteínas de la membrana externa responsables de la capacidad que ti_g_ 
nen las bacterias gram-negativas de permitir la entrada de nutrientes y -
la salida de producto de desecho (12,13), para que lo anterior se lleve a 
cabo tanto en f. coli como en~- typhimurium es necesaria la asociación -
de la misma porina para formar un trímero (unidad funcional de tres cana­
les) que al atravesar la membrana externa se fusione para formar un sólo 
canal (14, 15, 16). 

A continuación se enumeran algunas de las características funciona-­
les de estos canales de difusión: 

1) Son tamices moleculares no específicos, al través de.los cuales -
difunden solutos hidrofílicos. 

2) El tamañn límite rle los solutos en el caso de los oligosacáridos 
es de 600 daltons (13, 14). 

3) La difusión de los solutos está influenciada por factores tales -
como el tamaño, la carga y la hidrofobicidad de éstos , por lo que encon­
tramos grandes diferencias en los coeficientes de permeabilidad de cada 
soluto (17). 

4)Se requiere de la interacción porina y lipopolisacárido para que 
el canal formado sea funcional (11). 

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

6) Existen algunas evidencias que demuestran cierta especificidad de 
los canales de difusión. Por ejemplo, la ausencia de OmpF resulta en una 
reducción de nucleótidos, y el poro formado por pho E es particularmen­
te eficiente en la incorporación de fosfato inorgánico y de compuestos -­
fosforilados (4,20}. 
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Cuadro J. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS DE E. coli k12 Y 
E. col i B • 

CARACTERISTICAS 

Peso molecular 

No de copias 
por célula 

Rece¡Jtor para 
fagos o bacte 
ricinas. -

Gene estructural 

Punto 
i soe l éctri co 

Forrna 
oligomérica 

Diámetro del 
poro 

Otri'IS 
características 

N.O.= No determinado. 
kD = kilo daltones. 

Omp F 

37. 2 kD 

Mayor de 105 

Tul a, T2, TPl 
TP2,TP5,K2ü+ 
Col A 

Omp F 
minuto 20. 7 

5.9-6.2 

Trímero 

1.4 mm 

Su síntesis 
se reprime 
en alta 
os mol ari dad 

Omp c 

36 kD 

Mayor de 105 

TP2,TP5,PA-2 
TP6,Tuib,T4 
;~er 

Omp c 
minuto 46 

4.41 

Trímero 

1.3 mm 

Se expresa 
e:i condiciones 
de alta 
osmolaridad 

t:lho E 

36. 73 kD 

Mayor de 105 

TC23,TC45 

pho E 
minuto 5.9 

N.O. 

Trímero 

1.2 mm 

Su síntesis se 
deprime en 
con di ci ones 
limitadas de 
fósforo, la 
sobreproducción 
es letal 

Tomado de (11). 



5 

CUADRO II. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS PE 

S. typh imu ri um 

CARACTERI STI CA OmpF OmpC OmpO 

Peso molecular 35 kD 36 kD 34 kD 

Número de copias 
por célula Mayor de 105 Mayor de 105 Mayor de 105 

Receptor para 
fagos o bacte- N.D. PH42,PH105 PH42, PH 31 
ricinas PH221 PH51 

Gene estructu-
ral. OmpF OmpC OmpD 

minuto 21 minuto 46 minuto 28 

Punto Isoeléctrico 4.77 4.78 N.O. 

Forma 01 igoméri ca Trímero Trímero Trímero 

Diámetro del 
poro 1.4 nm 1.4 nm 1.4 nm 

N.O. no determinado 

KO kilodaltones 

Tomado de (11). 
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La estructura primaria de OmpF de~i fue establecida directamen­
te mientras que la de OmpC y phoE se obtuvo indirectamente a partir de la 
secuencia de nucleótidos de sus genes. 

La estructura primaria de OmpF, OmpC y phoE revela una homología de­
un 65% (4). En los tres casos, las regiones más largas de aminoácidos hi-­
drofóbicos son de once, por lo que se infiere que la región transmembranal 
no está formada por una simple secuencia de estos aminoilcidos. El estable­
cimiento de la estructura secundaria por medio de dicroismo circular Y es­
pectrofotometría infrarroja, confirmó la ausencia de regiones de alfa-héli_ 
ce y demostró la inesperada estructura en beta-plegada; estos hallazgos -­
han hecho difícil explicar como se insertan las proteínas de la membrana -
externa para construir los poros de difusión (2). 

La proteína OmpA está presente en cerca dr io5 copias por célula su -
corrimiento en geles de poliacrilamida se modifica según la temperatura 
que se emplee para solubilizarla; así cuando se solubiliza a lOOºC tiene -
un peso molecular de 35k0 y de 28 kO si se solubiliza a 37ºC (4,21, 7). -­
La proteína OmpA tiene un alto contenido de estructura beta-plegada y la -
estructura primaria para la misma~- coli K-12, está constituida por 325 -
residuos de aminoácidos, con un peso molecular de 35,159 D (~3). Entre los 
residuos 176-187 la secuencia de aminoácidos es similar a la región de la 
bisagra de la inmunoglobulinas, esta región es sensible a proteasas, pare­
ce dividr a la proteína en dos grandes dominios, el NH2 terminal se inser­
ta en la membrana externa y el COOH-terminal aparentemente está expuesto -
hacia el interior de la membrana. La OmpA sirve como receptor de fagos y -
colicinas, participa en procesos de conjugación genética, se asocia con la 
lipoproteína de Braun para mantener la integridad estructural de la membr-ª. 
na y la forma de la misma (22,24) y al igual que las porinas requiere de -
la presencia del lipopolisacárido para llevar a cabo las funciones antes -
mencionadas. 

La lipoproteína de Braun fue la primera proteína de la membrana ex--­
terna que se purificó (11), tiene un peso molecular de 7.2 kD y está cons­
tituida por 58 aminoácidos, con una secuencia muy repetitiva; en el grupo 
aminoterminal presenta una cisteína a la ~ue se une por medio de un enlace 
tioéster un diglicérido, así como ácidos grasos mediante un enlace amida ; 
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la lisina del grupo carboxilo terminal se une al grupo amino del ácido -­
diaminopimélico de la peptidoglicana para contribuir así a mantener la in­
tegridad estructural de la membrana externa. A diferencia de las porinas y 

de la OmpA, su estructura secundaria es alfa-hélice. 
Otro componente importante de la membrana externa es el lipopolisacá­

rido (LPS) ya que se encuentra en gran cantidad y establece interacciones 
con las otras moléculas que forman parte de la membrana. El lipopolisacári 
do es un complejo macromolcculur que representa al antígeno somático "O" y 

a la endotoxina de las bacterias gram-negativas; estructuralmente se trata 
de un heteropolímero constituido por tres regiones diferentes: Antígeno O 
núcleo y lipido A (11). (Figura 1). 

LIPIDO A H~-----N=-_u_c __ L __ E_o ________ ~H Ag o 

crr 

EA= Etano 1 ami na 
KDO·=Acido 2-ceto-3-desox ioctul ónice 
Figura l. REPRESENTACION·ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL 

LIPOPOLISACARIDO DE Salmonella typhimurium (11). 
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La reg1on r. Antígeno O consiste en un complejo olisacáridico de re­
petición que está formado por 40 o más unidades, constituidas éstas por -
tres a seis monosacáridos específicos, entre los que se incluyen azúcares 
neutros, azúcares aminados y ácidos urónicos . 

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

La región II coreo núcleo basal, es una estructura común para las 
enterobacterias y es muy similar entre las gram-negativas; se trata de un 
complejo polisacarídico que puede ser dividido en dos secciones: 

1) región interna que se encuentra unida al lípido A y está formada 
por dos azúcares específicos del lipopolisacárido; el ácido 2-ceto-3-de--­
soxioctulónico (KDO), más correctamente 3-desoxi-diamino-octulónico y un 
L- gl icero-D-manoheptosa; 

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

KDO 

1 
KDO- KDO-- Hep-

REGION INTERNA 
( Heptosa - KDO) 

--
REG ION EXTERNA 

( Pentasacáridos) 

Figura 2. REGION DEL NUCLEO BASAL DE~· typhimurium. (25) 
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La región III o del lípido A, se inserta en la bicapa de fosfolípidos 
y es la parte del lipopolisacárido que contiene la actividad de endotoxina 
y es común para las Enterobacterias, formado por un disacárido de glucosa­
minas en unión beta (1-6) teniendo fosfatos o pirofosfatos en las posicio­
nes 1,4 así como 6 ácidos grasos, dos de los cuales se unen por medio de= 
enlaces amidas. Los ácidos grasos más abundantes son los beta-hidroxi-sa-­
turados y algunos de éstos se unen al grupo hidroxilo de otros ácidos gra­
sos, hay además moléculas con carga negativa (etanolamina, cationes diva-­
lentes) que se unen de manera no covalente (25 ). (Figura 3). 

Figura 3. ESTRUCTURA DEL LIPIDO A DE ~.typhimurium (2). 
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La organización molecular de la membrana externa implica que los co!!! 
ponentes de la misma van a tener una localización específica y por ello -
topografía determinada, lo que hace que se establezcan asociaciones o in­
teracciones entre moléculas de diferente naturaleza química así como en-­
tre las moléculas iguales. Una esquematización de este hecho puede obser­
varse en las figuras 4 y 5. 

LPS 

p E P T 

LPS: lipopolisacárido 
FL: Fosfol;pido 

D O G L C A N A 

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 

J.. E..Qli_y ~. typhimurium. 

5- 7 nn 
__!___ 

LIPOPROTEINA 

PROTEINA CATAL lZANDO UNA 
DIFUSION FACILITADA ESPECIFICA 

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

- Interacciones proteína-proteína; interacciones proteína-peptidogli­
cana o e interacciones proteína-lipopolisacárido. Así tenemos que la lipo­
proteína de Braun en su forma libre interactúa entre sí, originando princ_i 
palmente dímeros (26), en su forma ligada (unida a la peptidoglicana) in-­
teracciona con las proteínas formadoras de poros (27). La pl"Oteína OmpA -­
puede encontrarse formando unidades oligoméricas o bien dímeros heterólo-­
gos con la lipoproteína libre, puede estar unida a la peptidoglicana o al 
lipopolisacárido (LPS) formando complejos proteína-LPS que funcionan como 
receptores para fagos (K3 y Tu II) y para células donadoras en el factor F 
de la conjugación. Las proteínas OmpC, OmpD, OmpF y pho E pueden estar un_i 
das químicamente entre sí formando cada una por separado dímeros, trímeros 
o hexámeros (siendo la forma de trímero la biológicamente activa); se unen 
de manera fuerte no covalente a la peptidoglicana, formando complejos con -
el LPS e J!1. vitre su actividad como poros y como receptores de fagos depe_!! 
de de la presencia de éste (28). Lo anterior sugiere que para conservar la 
conformación nativa de las proteínas porinas es necesaria la presencia del 
LPS (29). Por.::;u pa;"te i=l lipopolisacárido también 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 fl~ 
gel o (antígeno H) y la cápsula (antígeno Vi, en el caso de~- ~). 

El flagelo o antígeno H es termolábil y se inactiva tanto por el alc.Q. 
hol como por los ácidos. Este antígeno aglutinaformando masas esponjosas 
en presencia de su antisuero· homólogo. El flagelo está constituido por una 
proteína denominada flagelina (1, 30). 

La cápsula o antígeno Vi, son antígenos especializados que se encuen­
tran en la parte externa periférica de la bacteria; son carbohidratos sim­
ples con unidades repetitivas de N-acetil galactosaminurónico. El antígeno 
Vi se destruye por calentamiento a 60ºC durante una hora, por los ácidos y 
por el fenal. Las cepas que poseen antígenos Vi son más virulentas (1,30). 

Las bacterias gram-negativas, tienen en su membrana externa, además -
de los antígenos clásicos ya descritos, otras estructuras que pueden jugar 
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un papel antigénico importante; en los últimos años las proteínas 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
ñan estas proteínas en la relación huésped-parásito; 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 inducción de protección contra 
enfermedades producidas por estas bacterias. Frash y col .• junto con Bu-­
chanan, demostraron que proteínds de membrana externa de ~eisseria menin­
gitis y ~- qonhorreae inducen protección en infecciones causadas por es-­
tas mismas (31); Kussi demostró que proteínas (porinas) de~- typhimurium 
así como suero antiporinas protegen contra la salmonelosis murina (32). 

Las proteínas de membrana externa de Salmonella ~han sido em--­
pleadas para inducir un efecto protector y los resultados obtenidos indi­
can que protegen al ratón de un reto de hasta 100 veces la DL 50 contra 
la misma bacteria y un suero de conejo anti-PME protege al ratón de un r~ 
to de hasta 20 veces la DL 50 (33). Por otro lado, recientemente se han -­
identificado los genes que codifican para las porinas OmpF, OmpC, así co­
mo OmpA de~- typhi 9,12 d Vi (34). También se ha podido observar que pa­
cientes con fiebre tifoidea presentan anticuerpos de la clase IgM e IgG -
contra proteínas de membrana externa, principalmente contra las ~orinas. 

La fiebre tifoidea es una enfermedad aguda que se presenta únicamen­
te en el hombre y se caracteriza por fiebre elevada y continua, cefaleas, 
anorexia, esplenomegalia y leucopenia con un balance nitrogenado negativo. 
Esta enfcnnedad es producida por~- ~y continúa siendo un problema -­
endémico en los países en vías de desarrollo (35). 

La Salmonella !l'..P!l:!_ es ·un bacilo móvil perteneciente a la tribu~-­
monella a la familia Enterobacteriaceae; no esporulado, es de longitud va­
riable ( 2-3 um), flagelado, citófilo y aerobio (también anaerobio facult-ª. 
tivo); crece en medios de cultivo ordinarios como agar nutritivo y BHI, -­
así como en agar sangre, formando colonias grandes brillantes y grisáceas 
(35). Tiene una serie de características bioquímicas ( cuadro III) que lo 
pueden diferenciar de otros organismos similares, sin embargo, la identi­
ficación definitiva se realiza mdiante pruebas serológicas de aglutinación 
en base a los antígenos de superficie O. Dentro de la estructura antigéni-
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ca de Salmonella _1yQ!ij_ se cor.si dera que los de mayor importancia son: los 
antígenos O, los antígenos H y los antígenos Vi, además de estos tres se e.!!_ 
cuentran las proteínas de membrana externa (33). 

Para la protección contra la fiebre tifoidea se cuenta con una vacuna 
parenteral reconocida oficialemente por la O.M.S. que emplea la bacteria -­
completa inactivada por el cal ar; la inmunidad que se induce con esta vacu­
na es de corta duraci6n por lo que se requiere de reinmunizaciones cada 2 o 
3 años, no se puede aplicar a niños y presenta algunos efectos colaterales 
como fiebre, adenopatías, malestar general.etc. (36,37). 

Recientemente se ha descrito una vacuna oral elaborada con una mutante 
de~- ~ (UPD-galactosa-epimerasa-deficiente) denominada Ty2la, la cual 
induce una protección más prolongada que la que otorga la vacuna parenteral; 
además de eliminar los efectos adversos, sin embargo también requiere de --­
reinmunizaciones, así como de la neutralización de la acidez gástrica previa 
a su administración. 

Es importante hacer notar que a la fecha se desconoce el papel exacto 
de las PME de ~- .tl11.!2i en la inducción de la protección contra la fiebre -­
tifoideo. 

CUADRO III CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS PRINCIPALES DE~-~ y .É.· coli 
(1,30,38). 

PRUEBA 

INDOL 
ROJO DE METILO 
MOTILIDAD 
GLUCOSA 

LACTOSA 
SACAROSA 
MANITOL 
PRODUCCION DE H2S 
TRIPLE AZUCAR HIERRO 

LISIN-descarboxilasa 
ORNITIN-descarbo~ilasa 

+ 

+ 

+ ácido 

+ 
+ 

Pared alcalina, 
fondo ácido 

+ 

+ 

+ 
( t) 

+ ácido y gas 

+ ácido y gas 
{t) 

+ ácido y gas 

Pared alcalina 
fondo ácido 

( t) 
(t) 



15 

El presente trabajo describe la comparación bioquímica e inmunológica 
de las proteínas de membrana externa de las cepas des~~= Ty2 y Ty21a 
(empleadas en la elaboración de vacunas), 9, 12 dVi (aislada de paciente -
con fiebre tifoidea), "O" 901 (carente de antígeno Vi) y como testigos las 
PME de~- typhimurium y J_. coli Kl2 ( además de E. coli Hb y 358) que se -
han descrito ampliamente en la literatura. 

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

O B J E T l V O S 

1) Aislar proteínas 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 las cepas estudiadas. 

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

diar su reacción antígeno-anticuerpo con las PME de las cepas trabajadas. 

4) Estudiar las reacciones cruzadas entre las diferentes cepas por precipj_ 
tación en gel de agarosa (doble inmunodifusión) e !r.munoc1ectrotransferen­

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 : 2: ..!.l'.E!!..!._9,12 d Vi (aislada de -
paciente con fiebre tifoidea), í, _j;yJillj "O" 901, ...S.., ty¡ilij Ty2, ...S.., 1;.y¡filj -­

Ty21a y S. typhimurium donadas por el Instituto Nacional de Higiene; ~ -
c;_ol i K12, E. col i Hb y _L._ col i 358, dondadas por el Centro : de Investiga-­
ción sobre Ingeniería Genética y Biotecnología UNAM de Cuernavaca , More-­
los. 

b) Cultivo 
Medio de cultivo 

Medio mínimo A. Composición: 
Fosfato de potasio dibásico (Baker) 
Fosfato de potasio monobásico (Baker) 
Citrato de sodio (Baker) 
Sulfato de amonio (Baker) 
Sulfato de magnesio (Bakerl) 

7 .o g/l 
3. o g/l 
o.5 g/l 

1.0 g/l 
o .1 g/l 

El medio se esterilizó a 15 lb de presión, 15 mina 120ºC. posterior--­
mente se adicionaron 5 g de glucosa (Merck), 20 mg de leucina (Sigma) y 10 
g de levadura (Bioxon), previamente esterilizados a 10 lb de presión por --
10 min. 

Solución de lavado 
Hepes 10 mM pH 7 .4 

Hepes (Sigma) 
Agua destilada 

2.6 g/l 

c) Soluciones utilizadas para el aislamiento de proteínas de membrana ex-­
terna 

Hepes 10 mM pH 7.4 , Tritón X-100 al 2%. 



Hepes (Sigma) 
Trit6n X-100 (Sigma) 
Agua dest i 1 ada 
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Tris 50 mM, E.D.T.A. 5 rnM pH 7.8, Tritón X-100 al 2%. 
Tris (Sigma) 
E.D.T.A. (Sigma) 
Trit6n X-100 (Sigma) 
Agua dest i 1 ada 

d) Cuan~ificación de proteína 
Solución patr6n de proteína 

Albúmina sérica bovina (Sigma) 
Agua destilada 
Conservar a 4ºC. 

e) Determinación de .lipopolisacárido (corno KOO). 
Solución patrón de 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO). 

KDO (Sigma) 10 mg/ml 
Agua destilada 

f) Soluciones utilizadas para la electroforesis 
Acril amida 

2.60 g/1 
20.0 g 

1000 ml 

6.05 g 
1.861 g 

20.0 g 
ltJOO ml 

25.0 mg 
25 ml 

0.1 ml 
O. 9 ml 

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

Se afora a 100 ml con agua destilada y desionizada, se filtra en papel 
Whatman no. 41 y se mantiene a 4 ºC en un frasco color ámbar. 

Amortiguador Tris-HC1 
Tri~ma base (Sigma) 

1.5 M pH 8.8 
6.0 g 

Ajustar a pH con HCl 2 N y aforar con agua destilada y desionizada a 
100 ml. 
Amortiguador Tris-HCl 0.5 M pH 6,8 
Trizma base (Sigma) 6.0 g 

Ajustar el pH con HCl 21~ y aforar con agua destilada y desionizada a 
100 ml. 



Amortiguador de muestra 
Amortiguador Tris-HCl pH 6.8 
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Dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma) 
Azul de bromofenol al 1% (Sigma) 
Glicerol (Baker) 
2-mercaptoetanol (Sigma) 

25 ' ml 
2.0 ml 
0.1 ml 

10.0 ml 
5.0 ml 

Amortiguador de corrimiento, Glicina 0,192 M, Tris 0.025, pH 8.3. 
Trizma base 
Glicina(Sigma) 
sos 

Aforar a 1000 ml con agua destilada y desionizada. 

Solución fijadora 
Metanol (Merck) 
Acido acético (Baker) 
Agua destilada 

Solución colorante de proteínas 
Metanol al 50% 
Acido acético 
Azul de Coomassie (Sigma) 

3.0 g 

14.4 9 
1.0 g 

400 ml 
70 ml 

530 ml 

454 ml 
46 ml 

1.2 9 
papel Se agita una hora y se filtra en 

Solución decolorante para azul de Coomassie 
Metanol 

Whatman.no •. 1\1. 

Acido acético 
Agua destilada 

50 
25 

925 

ml 
ml 
ml 

g) Soluciones utilizadas para 1a electrotransferencia a papel de nitroce­
lulosa y revelado con antisuero. 

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

Trizma base 
Glicina 
Metanol 
Agua destilada 

18.15 g 

86.40 g 

1200 
4800 

ml 
ml 

r 



PBS 0.15 M pH 7.2 
Fosfato de potasio 
Cloruro de sodio 
Cloruro de potasio 
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Aforar a 1000 ml con agua destilada, 
Soluci6n de lavado 

PBS 0.15 M 
Tween 20(Baker) 

Solución de bloqueo 
E.D.T.A. {Na4) 

Gelatina bacteriol6gica (Difco) 
Tween 20 (Sigma) 

Ajustar a 1000 ml con PBS 0.15 M. 

Tinta china 
Tinta china 
PBS Tween 

para tinci6n 
(comercial) 

al 1% 

Sustrato para el conjugado 
4-cloro-alfa-naftol (Sigma) 
Metanol 
Peróxido de hidrógeno al 30% (Merck) 

Llevar a 50 ml con PBS 0.15 M. 

h) Doble inmunodifusi6n 
Aga rosa a 1 l. 2% 
Agarosa (Sigma) 
Azida de sodio (Sigma) 
Solución salina al 0.85% 

2.0 g 
a.o g 
0.2 g 

1 

1.0 ml 

2.8 g 
2.5 g 
1.0 ml 

0.25 ml 
250.0 ml 

30.0 m!] 
10.0 ml 

0.05 ml 

1.2 g 

0.1 g 

100 ml 
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Solución colorante 

Azul de Coomassie brillante (Sigma) 
Etano 1 ( Baker) 
Acido acético 
Agua destilada 

Solución decolorante para azu1 de Coomassie brillante 
Etanol 
Acido acético 
Agua destilada 

2.0 g 
180 ml 

40 ml 
180 ml 

180 ml 
40 m1 

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 tomó una asada ba.s_ 
teriológica y se depositó en un matraz de 125 ml que contenía 50 ml de me­
dio mínimo A (inóculo). El inóculo se incubó 18 horas a 37ºC, una vez 
transcurrido este tiempo el ínóculo se dividió en dos partes iguales, pa­
sando cada parte a una botella de cultivo de 4 1 que contenía 1.5 1 del rn~ 

dio mínimo A Estas botellas se incubaron a 37ºC con agitación en un Incu­
bator Shaker (New Brunswick Scientific C., !ne.) a 200 r.p.m. durarrte 8 h_g_ 
ras, obteniéndose una densidad ópt i e~ aproximada de 180 unida des Kl ett. 

Las células se cosecharon por centrifugación a 1650xg, 15 minutos en 
una centrífuga Sorvall RC5C (Sorvall Instruments Dupon), las células se r_g 
suspendieron en He pes 10 mM pH 7. 4, se 1 ava ron una vez y fina 1 mente se re­
suspend ieron en Hepes 10 mM pH 7.4 y se congelaron a -20ºC, hasta el mame~ 
to que se procesaron. 

2. 2. ROMPIMIENTO lJE LAS CELULAS { SONICACION) 
Las células resuspendidas en Hepes 10 mM pH 7.4 se diluyeron hasta o_l;J_ 

tener una absorbancia a 660 nm de 1.2 de D.O.(Espectrofotómetro Beckman -­
DU-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 rompieron por ultrasonido, 
en baño de hielo por periodos de dos minutos a 180 watts (190 decibeles) , 
añadiéndose a la suspensión bacteriana 25 mg de DNAsa y RNAsa (Sigma) así -
como dos gotas de MgC1 2 1 M por ml de cultivo. Las cepas se rompieron en -­
un sonicador (Lab-Line-Ultratip Labsonic System) hasta que la densidad óp-­
tica a 660 nm fue de 0.4-0.5. 

El sonicado obtenido se centrifugó a 1650xg por cinco minutos, dos V_!!_ 

ces para eliminar células completas y trozos gruesos, el sobrenadante se -
congeló para su conservación a -20ºC. 

2.3. AISLAMIENTO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 
El sonicado obtendido de cada cepa se centrifugó a 100,000 xg por 45 

minutos a 5ºC con el objeto de sedimentar la envoltura celular, esto se h_:i_ 
za en una ultracentrifuga (Beckman LB-M). Las pastillas obtenidas se resu~ 
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pendieron en Hepes 10 mM pH 7.4, con la ayuda de un homogenizador manual -
para su posterior centrifugación 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 solución 
de Hepes 10 mM pH 7.4 conteniendo Tritón X-100 al 2% con el objeto de sol.!!_ 
bilizar la membrana citoplasmática, posteriormente se centrifugaron a----
100,000 xg por 45 min. a 5ºC. La pastilla así obtenida se empleó para ex­
traer las proteínas de membrana externa. 

La pastilla obtenida en el paso anterior se resusoendió en Tris 50 mM 
conteniendo E.D.T.A. 5 mM y Tritón X-100 al 2% con ayuda de un homogeniza­
dor manual, una vez resuspendido se incubó a 37ºC durante 15 min, después 
se centrifugó a 100,000 xg pr 45 min. a 37ºC. El sobrenadante obtenido de.!!. 
pués de la ultracentrifugación se guardó como la fracción soluble en Tris­
EDTA-Tritón X-100, la cual contiene las proteínas de membrana externa (en 
su mayor parte), c1 :>2dimento se n::suspenJ iú en Hepes iO rnM por medio de -

un homogenizador manual y se guardó como la fracción insoluble (peptidogli­
cana). Del sobrenadante se hicieron alícuotas de 20 ml en frascos viales, y 
se guardaron a -70ºC hasta el momento de su uso. 

2.4 . CUANTIFICACION DE PROTEINA 
La cuantificación de las proteínas de membrana externa (PME) en el so-­

brenadante se hizo mediante el método de Lo~1ry (39), el cual se basa en la 
determinación del contenido de tirosina y triptofano de las proteínas; se -
utilizó una curva patrón de referencia con albúmina sérica bovina (Sigma) . 

2.5. DETERMINACION DE LIPOPOLISACARIDO (como KDO). 
La determinación de lipopolisacárido presente en las proteínas 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 la técnica descrita por -
Zelther, J.Y.; Jackson y col. (40). Para la curva patrón de referencia se -
empleó KDO (Sigma) 1 mg/m]. 
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2.b. ELECTROFORESIS 
La electroforesis se llev6 a cabo en geles de poliacrilamida, en pre­

sencia áe dodecil sulfato de sodio (SOS), en condiciones reductoras para -
ías muestras y un sistema amortiguador discontinuo. Para elío se empleó un 
aparato de electroforesis vertical en placas de 16 x 14 cm (LKB 200li. 

2.6.1. Montaje y preparación de las placas. 
Se lavaron con detergente todos los implementos del sistema LKH 20Ul 

de electroforesis y se enjuagaron con agua, ías placas de vidrio se lava-­
ron con metanol, posteriormente se montaron en su base con una goma en el 
fondo para lograr el ajuste hermetico al apretar los torninos, despues se 
llenan con ia solución de acrilamida que formará el gel separador, evitan­
do la formación de burbujas. El gel separador tenia 11.5% de acrilamida, y 

estaba formado de ia siguiente manera: solución de acrilamida 11.5 ml, --­
amortiguador Tris-HCl 1.5 :1 pH 8.8, 7.5 ml, agua desionizada 10.55 m·1, SOS 
a·1 1070 0.6 ml, TrnED (N ,N, N-tetrametiletilendiamino , Sigmai 0.01 mi y -­

persulfato de amonio (Biorat) al 10% 0.05 ml _ La parte superior del gel se 
protege del aire con un poco de agua. Una vez poiimerizado el gel separa-­
dor se coiocó_ei peine t"ormador de los canales para las muestras, poste---­
riormente se adicionó e 1 gel introauctor que contenía io siguiente" so1u-­
ci6n de acrilamida 2.5 mi, amortiguador Tris HCl 0.5 M pH 6.8 3.75 ml, --­
agua desionizada 8.5b ml, SOS al 10% ü.15 ml, TEMED 0.015 ml y persulfato 
de amonio al 10% 0.05 m1. El gel introductor se dej6 poi imerizar por una -
hora. 

2.6.2. Preparación de las muestras 
Un ml del sobrenadante que contenía las proteínas de membrana externa 

de cada cepa en una cantidad aproximada de 1 mg/mi se precipitó con 6 mi -­
de acetona fria (-20°C) toda la noche, despues se centrifug6 a 420 xg du-­
rante 30 minutos en una centrifuga Beckman TJ-6, se eliminó la acetona y el 
precipitado se resuspendió en ·1 ml de amortiguador de muestra, luego se C.Q. 

locaron de 40 a 70 jll de ella en ios canales del gel introductor y se some­
tieron a electroforesis. Se emplearon patrones de peso molecular que con--­
sistieron en albúmina sérica bovina, albúmina de huevo, anhidrasa carb6nica 
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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 ae las piacas electroforéticas 

Las placas se corrieron con corriente constante de 20 a 25 miliamperes 
por placa y a vo·1taJe variable, durante 6 horas ( hasta que el colorante de 
las muestras se encuentra a un cm dei final de la p·laca}. La tempera1:ura se 
mantuvo a lOºC con la unidad refrigerante del eauipo. 

2.6.4. Tinci6n de ios geles de poliacrilamida. 
Inmediatamente después de finalizada la electroforesis los geles se -

colocaron en un recipiente que contenía solución colorante en un volumen 
suficiente para cubrir ei gei completamen1:e, la tinción tardó de 1 a 1.5 hr 
Posteriormente, el exceso de colorante se elimino con la solución decolo--­
rante, hasta logarar apreciar con ciaridad las bandas proteicas. 

2.7. ELECTROTRANSFERtNClA 

Después de qL'<e se li evó a cabo la electroforesis en ge 1 es de poli acri -
lamida, éstos· se sometieron a e"iectrotransterencia según lo descrito por -­
Towbin (41). 

2.7.1. Colocación del gel y del papel de nitrocelulosa para la electrotran~ 
ferencia. 

Para la electrotransferencia se utilizo un aparato LK8 Transphorelec-­
trobletting unit. Una vez equi"i ibrado el gel y el papel de nitrocelulosa en 
el amortiguador de transferencia, el primero se deposi1:6 sobre uno de los -
pape.les filtro humedecido, que estaoa a su vez sobre la esponja. Sobre el 
gel humedecido con el mismo ·amortiguador se deposita el papel de nitroce­
·1 ulosa, evitándose la formación de burbujas de aire en1:re ambos, después -­
con un lápiz comün se marcó eí frente electroforético del gel y los límites 
del mismo (superior e inferior), así como también el tipo de muestras (ce-­
pas) que llevaba; soore ambos se coloca otro papel filtro y esta unidad Clli_e 
da encerrada entre dos rejillas parte del equipo a manera de emparedado, y 

que logra mantener en contacto estrecho el gel y el papel sin perder nunca 
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de vista de que lado quedó ei gei y de que lado el papel de nitrocelulosa 
(figura 6). 

Figura 6. 
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2.7.2. Corrimiento de 1a e1ectrotransferencia 
La unidad formada por e1 pape"! de nitrocelulosa y el gel entre las -­

dos rejillas se introduce en ia cuba que contiene el amortiguador de tran.§_ 
ferencia y ia unidad refrigerante que forma parte del equipo; después se -
colocó la fuente de poder a manera de tapa de la cuba cuidando· que el po­
·10 positivo qued¡'! del íado del apape1 y el polo negativo del lado del gel. 
La e1ectrotransferencia se realizó a 250 miliamperes y 25 voits. E1 proce­
so se llevó un minimo de i6 horas y un máximo de 18 horas. Después de ---­
transcurrido este tiempo se saca ia unidad formada por el gel y el papel , 
donde el gel se deja tiñendo en solución colorante para electroforesis du­
rante una hora y e1 pape·1 de nitroce1u·1osa se corta en dos partes una de 
las cuales se deja en solución de bloqueo durante al menos 2 horas; la par 
te restante se deja lavando en solución de PBS- Tween, para después teñir­
la 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 P~S-lween se somete a 
tres lavados más con la misma solución, para después aplicarle la tinción 
con tinta china durante 2 a 4 horas. 

Después de que la parte de papel de nitrocelulosa que se encontraba -
en ia solución de bloqueo, permaneció aili al menos 2 horas, se somete a -
incubación con el antisuero durante tres horas a temperalura ambiente o t2_ 
da la noche a 5° C, corrí éndose control es adecuados. Transcurrido e·1 tiempo 
se hacen 4 iavados de 10 minutos, con 1a solución de lavado, posterior a -
este paso se adiciona el con.jugado anti-gama g·1obulina humana o de conejo 
unida a peroxidasa y di.luida 1:1000 en la solución de b"loqueo, esto duran­
te una hora y media, pasado este tiempo se hacen 4 ·1avados con agitación -
de 10 minutos cada uno, íos dos primeros con solución de lavado y los dos 
últimos con PBS pH 7.2. Finalmente se añade el sustrato que permanece en -
contacto con el papel durante 20 minutos, para después eliminarse con agua 
des ti lada .. 
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2.8. OBTcNClON UE ANTISUEROS 

Se utilizaron 8 conejos Nueva Zelanda machos de 3 a 5 kg cada uno pa-­
ra 11 evar a cabo un esquema de inmunización . ; previo a este esquema se san­
graron todos los coneJos (10 ml cada uno ) por la vena marginal de la oreja 
para la obtención de suero preinmune. 

Esquema de inmunización 
-Día cero. Se inocuiaron 1 mg de proteínas de membrana externa (PMEj 

en 1 m·1 de adyuvante completo de Freunci (ACF) por la via subcutanea, en 2 
conejos por cada una de las siguientes cepas: ~· typhi 9,12 d Vi, ~·~ 
Ty21a (germanier) ,¿_. typhi "0';901 y S. typhimurium. 

-Dia 7 y 14. Se repitió el mismo ees~uema del día cero. 
-Día 21. Se inocularon 100 microgramos de PME en 0.1 ml de solución -

salina fisiológica estéril cie cada cepa trabajada, por duplicado ( en dos 
conejos) por la vena marginal de la oreja. 

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

2.9. DOBLE iNMUNODIFUSIUN 

Se colocaron 5 ml de agarosa ai 1.2% sobre un portaobjetos limpio y -
desengrasado. Después de soiidificar se hicieron perforaciones : un pozo 
centra·¡ y 6 pozos periféricos equidistantes del centra·1 0.4 cm, en el pozo 
centra 1 se coloco en una placa el suero inmune y en ·1 a otra el suero pre-­
inmune respectivo, en los pozos periféricos de ambas placas se colocaron 
las PME de las siguientes cepas: 

2_. typhi 9, 12 d Vi, ~- typhi Ty2, 2_. typhi Ty2la, ~· typhi "O" go1 y 
S. typhimurium. 

Las placas permanecieron a temperatura ambiente durante 24 horas pos­
teriormente se lavaron con solución salina fisiológica durante dos dias y 
un día mas con agua destilada. Después de los lavados las placas se seca-­
ron y se tiñeron con azul de Coomassie Briliante, durante 3 a o minutos. 
Finalmente las placas se decoloraron con la solución decolorante hasta -­
la aparición de las bandas de precipitación. 
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RESULTADOS 

1) AISLAMIENTO Y WANTIFICACIUN DE PRUTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 
En ei cuadro IV se muestran los resultados del contenido de proteína 

y de lipopolisacárido presente en las preparaciones de proteínas de membra­
na externa de cada una de las cepas estudiadas. 

Cuadro lV . CON!ENlDO UE PHOTElNA Y LIPOPULISACARIUO (como KDO). 

CEPA PROTEINA ml total es KDO % 
mgiml * mgiml ** KOO/prot. 

s. t_yQhi T_y2 l.02 86 0.012 l. o 
s. tyQhi 9,12 d Vi 1.0 86 0.012 1.0 

s. tyQhi "0"901 1.48 86 0.012 0.85 

s. tyQhi Ty2la 1.16 86 0.04 3.0 

s. tyQh1murium 1,24 86 0.06 5.4 

E. coii Hb 0.56 66 0.002 0.3 

E. coli 358 l.0 86 0.004 0.6 

E. coli K12 1.04 86 0.015 1.4 

* Determinado por el mé-wdo de Lowry (39). 

** Oeterminado por ei método de KDO {40). 
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2) ELECTROFORESIS VEKTI~AL EN G[LES DE POLlACRILAMIUA 

Las figuras J y 8 muestran los patrones electroforéticos en geles de 
pol1acrilamida de las proteínas de emembrana externa de cada una de ·1as ce­
pas estudiadas; se observa que sus pesos moleculares en todos los casos -­
van desde 17 kD a 70 kü y de acuerdo a la intensidad de las bandas en el -­
:gel distinguimos tanto proce1nas mayores como proteínas menores. Entre las 

cepas ae Salmoneila estudiadas hay similitudes, principalmente entre las -­
proteínas mayores con pesos moleculares de 36 kD a 41 kD, de 23 a 28 kD y -
de alrededor de ~7 kU ( figuras 7 y 8, carriles 2 al 6 i, en cambio entre 
las cepas de E. coli escudiadas solamente existe similitud en una proteína 
de 36-37 KD y otra de 17 ku ( figuras 7 y 8 carriles 8 al 10). En el cua-­
dro Y se muestran los pesos molecuiares de las proteínas mayores de cada -­
una de las cepas. 
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Figura 7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POUACRILAMIIJA. 

Carril no. i.- Marcadores de peso molecular (albúmina sérica bovina 
66kD, aibúmina de huevo 45 kD, anhidrasa carbónica , 
29 kD y l isozima 14 kD) 

1 
·-l .. > 

no 2.-
no 3.-

no 4.· 

no. b. -

no 6. -

no 7.-
no a:-
no 9.-

S. typhi 9,12 ct Vi 
S. typhi "O" 901 
S. typhi Ty2 
S. typhi Ty2la 
S. typh1murium 
Marcadores de peso molecular· 
E. coi i Hb 
E. col i 358 

no lü.- E. coli Kl2 

.2l.-L!tt .. 1.44 .1 c. .a. 

z ·3 4 5 6 1 

.1 •.. i:J 
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Figura 8. ELECTROFOKES!S EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Carril no 1.- Marcadores de peso molecular 

no 2.- s. t~Qhi 9,12 á Vi 

no 3.- s. t~Qhi 11011 901 

no 4.- s. t~Qhi T_y2 

no 5.- $. t~Qhi T~oi:la 

no 6.- s. t~Qhimur1um 
no 7.- Marcadores de peso molecular 

no 8.- E. coli i-ib 

no 9.- E.col 1 358 

no lú.- E. coli J<.12 

.i.ff-.. fS ... E5E!E§%.··o. ... · G 

29 l!ll, 
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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 POLIACRI LAMIDA 

CEPA ~-~ ~- typhi 
9,12 d Vi "º" 901 

s. typhi 
Ty2-- ~-~ 

Ty21a 
~- t.:iPhimurium 

No. de bandas 
proteicas 7 6 5 7 7 
principales 

Pesos mol. 41.5 41. 5 41. 5 41. 5 41. 5 
aproximados 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 
de mayor a 36.7 36.7 29.2 30.6 31.0 
menor en kD 28.2 28.2 23.2 28.:; 29.5 

27.2 27.0 17.0 23.0 28.0 
22.0 17 .o 22.1 23.5 
17.0 17 .o 17 .o 

CEPA s· col i Hb E. coli 358 f.. coli K12 

No de bandas 
proteicas 2 4 4 
principales 

Pesos mol. 36.7 40.0 45.0 
aproximados 17 .o 37.0 37.7 
de mayor a 23.5 31.0 
menor en kD 17 .o 17.0 
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3) DOBLE INMUNOUIFUSION 

La figura 9-I (parte superiori muestra los resultados de la reacción 
entre el suero anti-proteinas de membrana externa de S. typhi 9,12 d Vi y 

las proteínas de membrana externa (P~E) de las diferentes muestras de ---­
Salmonel ia; se destaca ia banda de precipitación de identidad total con -­
las PME de s. typhi "O" 901, s. typhi Ty2la y S. typhimurium y de identidad 
parcial can S. typh1 Ty2, mientras que el suero anti-PME de S. typhi"0"901 
presenta identidad total con todas las cepas de Salmonella estudiadas (fi­
gura 9-Il); resultados similares se obtuvieron con sueros anti-PME de---­
S. typhi TyZla y anti-PME de S. typhimurium (figur~ 10-III y IV); los sue­
ros preinmunes en todos los casos fueron negativos (figuras 9-I, 9-II, 10-
111 y 10-IV en su parte inferior). 

El cuadro VI resume las observaciones de estos resultados por doble 
inmunodifus1ón. 
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Figura 9 (partes I y II). DOBLE INMlJNOUIFUSION DE. LAS PME DE LAS CEPAS OE 

SALMONELLA ESTUDIADAS Y LOS SUEROS DE CONEJO INMUNES Y PREINMUNES 

CONTRA PME DE S. typhi 9,12 d Vi y S. typhi ''O" 901. 

Piaca I ( parte superior} Pozo no 1.- PME de s. typhi 9,12 d Vi 

2.- PME de s. typhi "O" 901 

3.- P~1E de s. typhi Ty2 

4.- f'ME de S. typhi Ty2ia 

5.- P:.íE de s. typhimurium 

6.- Solución salina fisiológica 

Pozo central: Suero anti-PME S. typhi 9,1~ 

Placa I (parte inferiori. Pozos dei 1 ai 6 iguai que la placa sup. 

Pozo central : suero preinmune 

Placa II (parte super1orj Pozos del 1 al b igual que la placa sup. 

Pozo central: Suero anti-PME S. typili "0"901 

Piaca I 1 (parte inferior} Pozos del 1 al 6 igual que piaca I superior 

Pozo central: suero preinmu,e. r l 11 

1 
2 .2 1 

3 6 '::O: 3 
6 

5 -~ ~ 
5 

2 
2 

6 3 
6 3 

5 4 
4 
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Figura 10 (parte III y IV). DOBLE INMUNODIFUSION DE LAS f'ME DE LAS CEPAS 

DE SALMONELLA ESTUDIADAS Y LOS SUEROS DE CONEJO,INMUNES Y PREI.!:1_ 

MUNES CONTRA PME DE S. typhi Ty2la y S. typhimurium. 

Placa III (parte superior) Pozo no 1.­
Pozo no 2. -
Pozo no 3.­
Pozo no 4.­
Pozo no 5.­

PME de s. 
PME de s. 
PME de s. 
PME de s. 
PME de S. 

t,vph i 9,12 d Vi 
typhi "O" 901 
t.vphi T,Y2 
tyohi Ty2la 
typhimurium 

Placa I II 

Placa IV 

Placa IV 

f 

(parte inferior) 

(parte superior) 

(parte inferior) 

6 

·;; 

~~- Á 
~ z .. 

'.,-~"· .. } 
".f 

~J. 

5 4 

2 

3 

4 

Pozo no 6.- Solución salina fisiológica. 
Pozo central: suero anti-PME s. typhi Ty2la 
Pozos del 1 al 6 igual que la placa III sup. 
Pozo central: suero preinmune 
Pozos del 1 al 6 igual que la placa III sup. 
Pozo central: suero anti-PME S. typhimurium 
Pozos del l al 6 igual que placa III superior 
Pozo central : suero 

ilT 
A V 

2 6ª3 5 -4 

2 

6 3 

s 4 
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CUADRO VI. REACCIONES DE PRECIPITACION EN GEL DE AGAROSA 

ENTRE LAS PME DE LAS CEPAS DE Sa1mone11a ESTUDI~ 

DAS Y LOS SUEROS HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS CONTRA 

LAS MISMAS. 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

ANTI SUEROS s. typhi s. typhi s. typhi L.tlPb.i s. typhi 

s. typhi 

9,12 d Vi 

s. typhi 

"O" 901 

s. typhi 

Ty2la 

S. typhimu­

rium 

9,12. d Vi "O" 901 

IT IT 

IT IT 

IT IT 

IT IT 

IT "ldentida.d total 

1P : lde.ntide.d pll.'TCia.' 

Ty2 Ty21a 

IP IT IT 

IT IT IT 

IP IT IT 

IT IT IT 
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4) INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Sueros de pacientes con diagn6stico el ínico y bacteriológico de fie-­
bre tifoidea, reconocen pri AC i pa 1 mente proteínas de membrana externa con 
pesos moleculares de 36 a 41 kD y de 17 kD en las cinco cepas de Salmone-­
lla (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-­
proteínas de membrana externa de S. typhi 9,12 d Vi , S. typhi "O" 901 y~­
typhimurium , reconocen en los tres casos, principalmente a las PME de -
36 a 41 kD , así 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. ELE~TROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE LAS PME DE LAS 
CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS, REVELADAS CON SUEROS DE PACIEN-
TES CON DIAGNOSTICO DE FIEBRE TIFOIDEA. 

Carril no 1.- s. t,l'[!himurium 
no 2.- s. t,l'[!hi T,l2la 
no 3.- s. t,l'[!hi T,zi2 
no 4.- s. t,l'[!hi "O" 901 
no 5.- s. tyehi 9 ,12 d Vi 
no 6.- 10: Las mismas cepas que están en los 

Carril a.- s. typhimurium 
b.- s. tyehi Tj!2la 
c.- s. t)'.ehi Ty2 
d.- s. tyehi 9,12 d Vi 
e.- Marcadores de eso molecular 

3 4 5 7 oma~Jcde 

\ ·• 

\.! : 
\, 
' ' 

·~-~~~j~ . . f 

carriles del 1 al 

-Carril es de 1 no. 
fiebre tifoidea. 

al 5 revelados con suero de paciente con diagnóstico de 

-Carriles del no. 6 al no. 10 revelados con suero de paciente con diagnóstj_ 
ca de fiebre tifoidea , diluido 1:50. 
-Carriles del "a" al "e" teftidos con tinta china. 

5. 
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Figura 12. ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE LAS PME DE 

TODAS LAS CEPAS ESTUDIADAS, REVELADAS CON SUERO DE PACIENTE 

Carril 
CON DIAGNOSTICO DE FIEBRE TIFlOIDEA. 

no 1.- E. col i Kl2 
no 2.- E. coli 358 
no 3.- E. coli Hb 
no 4.- s. t,¿'Qhimurium 
no 5.- s. tl'eh i · Ty21a 
no 6.- s. t.)'Qhi T):'.2 
no 7.- s. tyehi 11011 901 
no 8.- s. t,¿'Qhi 9,12 d Vi 
no 9.- s. t):'.Qhi 9,12 d Vi 
no 10. -Marcadores de peso molecular. 

2 3 4 5 ·. 6 7 .3 

··: 

.i .. ! 

-Carriles del no. 1 al 8 revelados con suero de paciente con diagnóstico -
de fiebre tifoidea diluido 1:50; 
-Carriles no 9 y no 10 teñido con tinta china. 
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Figura 13. ELECTROTRANSFEREtlCIA A PP.PEL DE NITROCELULOSA DE LAS ?ME DE 
LAS CEPAS DE SALMONELLA ESTUDIADAS, REVELADA CON SUERO DE 
CONEJO ANTI-PME DE S. typhi 9,12 d Vi 

Carril no 1.- s. typhimurium 
no 2.- s. t~phi Ty21a 
no 3.- -s. typhi Ty2 
no 4.- s. typhi "O" 901 
no 5.- s. typhi 9 ,12 d Vi 
no 6.- s. typhi"O" 901 
no 7.- s. typhi 9,12 d Vi 
no 8.- Marcadores de oeso mol 0~•1l"r 

2 3 4 5 .6 7 8 

1 

"" 

.. 
.... . ;._ 

·. 

-Carriles del no 1 al 5 , revelados con suero de conejo anti-PME de 
S. typhi 9,12 d Vi, diluido 1:5. 

-Carriles del no 6 al no 8 te~idos 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 l.- ~- col i Hb 
no 2 .- E. col i 358 
no 3 .- E. col i Kl2 
no 4.- s. tygh imu ri um 
no 5.- s. timhi Ty21a 

no 6.-_ s. tyghi 9 ,12 d Vi 
no 7.- s. typhi 11011 901 
no 8 .- s. tyghi Ty2 
no 9.- s. typh i 9,12 d Vi 
no 10. Marcadores de peso molecular. 

Carril a y f.- s. tyghimurium 
by g.- S. typhi Ty2la 
c y b.- s. typhi Ty2 
d e i.- s. tyQhi 11011 901 
e Y j .- s. tyQhi 9,12 d Vi'. 

ú t , . 5 6 • 8 s 10 a :: e -
-~-

::,;.- . 

. 
a .e ,.· 

i 

¡, 
j 

:.' 

f! :· :• 

g h 

-Carriles del l al 8 revelados con suero de conejo anti-PME de S. typhi 
9,12 d Vi, diluido 1:20. 
-Carriles 9 y 10 teñidos con tinta china. 
-carriles del a al e revelados con suero de Conejo anti-PME de S. typhi 
"O" 901 diluido 1:20. 
-Carriles del f al j revelados con suero de conejo anti-PME de S. typhimu­
rium diluido 1:20. 



DISCUSION 

La composición y expresión de las proteínas de membranas externa --­
(PME) de las bacterias gram-negativas está regulada entre otros factores -
por las condiciones de cultivo (4), por tal motivo se emplearon las mi~mas 
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 logarítmico en todos los casos, por lo que la canti 
dad de PME aislado fue semejante entre todas las cepas trabajadas (exce_e.to 
E. col i Hb) 

De las PME aisladas de Salmonella typhi ( cuatro diferentes cepas) -­
así como de S. typhimurium destaca-un grupo de tres proteínas principales 
con los pesos moleculares de 36 kD a 41 kD. Estas proteínas por su tamaño 
se tratan de las proteínas formadoras de canales o pozos (4,7); sin embar­
go, será necesario confirmar por otros métodos su peso molecular ya que -­
el obtenido por electroforesis en geles de pal iacrilamida es ligeramente -
superior al reportado por otros autores (11), quienes para las porinas de 
S. typhimuri-¡;m han encontrado que son de 36 kD a 38 kD! Además se deberá -
determinar otras características fisiocoquímicas tales como punto isoeléc­
trico, hidrofobicidad, capacidad de formar poros J.!! vitro, etc. Por otro -
lado, el medio de cultivo empleado solamente permitió que se expresaran e~ 
mo proteínas princirrtles a trez de lus cuatro µorinas de~- typhimurium -­

ello se debe a que la proteína phoE sólo se expresa en condiciones limita­
das de fosfato inorgánico (11); por lo que será necesario cultivar S. ty-­
.E!:i_:!. en dichas condiciones para determinar si es capaz de sintetizar esa -
porina. Es importante hacaer notar que a pesar de haber obtenido concentr.!!_ 
cienes semejantes de proteína entre las cepas de E. coli ( Hb, 358 y K12) 
de éstas únicamente se aisló una proteína que correspondería a las porinas 
de 37 kD, este resultado no coincide con los encontrados para E. coli ---­
(8/r) de donde se han aislado tres porinas ( 8). Diferentes factores tales 
como los nutrientes del medio de cultivo o bien la carga genética de las -
bacterias , probablemente influyeron en la expresión de porinas en estas -
cepas de E. coli. 



43 

Otro grupo de proteínas principales presente únicamente en las cepas 
de Salmonella , lo constituyen aquellas con pesos moleculares de 23 kD a 
28 kD. sugiriendo ser especificas de la tribu Salmonella. En contraste -­
con este hecho, se encuentra una proteína de 17 kD, la cual está presente 
en ambos grupos de bacterias, sugiriendo ser común para la familia de -­
Enterobacterias, sin embargo deberá ampliarse el grupo de análisis para -
confirmar estas observaciones. 

la presencia de lipopolisacárido en todas las preparaciones de PME 
obedece , en primer término, a que se trata del principal componente de la 
membrana externa (ocupando el 45'.b de la superficie bacteriana) y en segun­
do lugar, a que algunas PME necesitan unirse de manera no covalente al l i­
popolisacárido para llevar a cabo sus funciones biológicas (2). 

los resultados de las reacciones antígeno-anticuerpo apoyan la 
existencia deproteinas especificas de cepa visto ésto como una banda· de 
precipitacipon con identidad parcial al hacer reaccionar en doble inmuno­
difusión sueros de conejo anti-PME con las PME de las cinco cepas de~-­
monella, también observamos una banda de precipitación de identidad total 
a las protPinas comune~ de esµecie. Empleando el método de inmunotransfe--­
rencia se puso de manifiesto que las proteínas especificas de especie pare­
cen ser las porinas, ya que son éstas las r.econocidas principalmente por -
sueros ~e pacientes con diagnóstico de fiebre tifoidea, además estos sue-­
ros también contienen anticuerpos que reconocen la proteína de 17 kD tanto 
de Salmonella como de _E. col i. Es necesario hacer notar que el l ipopol isa­
cárido presente no influye en la reactividad entre las PME y los anticuer­
pos específicos contra éstas, ya que sueros de conejos anti-PME absorbidos 
con lipopolisacárido conserv~n su reactividad contra las protefnas. 

El cruce antigénico entre las porinas de S. typhi y S. typhimurium -­
plantea la probable similitud en más de un 50% en sus secuencias de amino­

ácidos debido ésto a un posible origen ancestral común, o bien, que en la 
superficie bacteriana se localicen tanto regiones homólogas para las pori­
nas de ambas cepas como regiones particulares de cada proteína. Por otro -
lado, la presencia de anticuerpos específicos contra ]as porinas de las -
cepas vacuna1es de S. typhi en sueros de paciente con fiebre tifoidea su-­
gieren Ja probable participación de ]os componentes proteicos de la mem---
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brana externa en la inducción de inmunidad protectora contra esta enfer-­
medad; sin embargo, será necesario su purificación para estudiar su papel 
como inmunógenos en la fiebre tifoidea. 
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CONCLUSIONES 

1) Las proteínas 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 pr.2_ 
teínas principales con pesos moleculares de 36 kD a 41 kD. las cuales se 
tratan de las porinas descritas en otras bacterias gram-negativas. 

2) Las porinas de S. typhi 9,12 d Vi (aislada de paciente con diagnóstico 
clínico y bacteriológico 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 Vi y las de cepas vacunales de la mis-­
ma son antigenicamente similares. 

4) Sueros de paciente con diagnóstico clínico y bacteriológico de fiebre 
tifoidea presentan anticuerpos específicos 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, ~j Ty21a, así como S. typhimurium se aislaron por el método de 

Schnaitman, con el objeto de caracterizarlas y compararlas entre ellas así 

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 protección en el m_Q 

delo de ratón a un reto con la misma bacteria {32). 

Los patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida de las PME de 

las cinco cepas estudiadas de Salmonella mostraron similitudes importantes 

en un grupo de proteínas con pesos moleculares que iban desde 36 kD a 41 kD, 

así como proteínas de 28 kD y en una proteína única muy cercana a los 17 kD. 

Estos mismos grupos de proteínas fueron reconocidos tanto por sueros de pa-­

cientes con diagnóstico de fiebre tifoidea, como por sueros de conejo inmun_l 

zados con las PME a través de la inmunotransferencia. Además, existen reac-­

ciones cruzadas entre las cepas estudiadas, visto esto ya sea por inmuno---­

transferencia como por precipitación en gel ( doble inmunodifusión). 
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