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RESUMEN

Las PME de S.typhi 9, 12, d, Vi se encuentran expuestas en la superficie

de la bacteria. Por electroforesis en geles de poliacrilamida se demostrd que -
tenian pesos moleculares que iban de 14 a 70 kd. Estas protefinas confieren una
proteccifn activa del 100% en el modelo murino contra retos de hasta 1000 DLSO
de la cepa hombloga cuando se administraron concentraciones mayores de 10 ug.
La proteccion disminuye al 30%, cuando el reto se efectué con 500 DL50 de §. =
typhimurium.

Ensayos de inmunidad pasiva demostraron que los anticuerpos anti-PME confie
ren una proteccidn del 100% contra un reto de 100 DLSO de 1a cepa homdloga,mien
tras que se observé una proteccidn cruzada al reto con S. typhimurium a la mis-
ma DLSO' en donde la sobrevivencia fue del 80%. La proteccidn pasiva desapare-

cio cuando el anti suero anti-PME administrado se absorbié con Tas PME.

La presencia de anticuerpos de conejo anti-PME se demostrr no» el ensayo -
inmunoenzimdtico (ELISA), e inmunoelectrotransferencia; por este Gltimo se en-
contrd que los anticuerpos estaban dirigidos principalmente hacia el grupo de =

proteinas denominadas porinas.



ABREVIATURAS

A.C.F. : Adyuvante completo de freund

Anti-PME : Suero inmune anti-proteinas de membrana externa
Olgy ¢ Dosis letal al 50%

DNAsa : Desoxirribonucleasa

D.P. : Distancia proporcional

EDTA : Acido etilén diamino tetracético

ELISA : Ensayo inmunoenzimatico

Hepes : Acido 4-(2-hidroxieti1)-l-piperazin - etanosulfonico
I.P. : Via intraperitoneal

I.V. : Via intravenosa

Kd 6 Kd : Kilodaltones

KDO : 2-ceto-3-desoxioctanato

LPS : Lipopolisacdrido

PBS : Solucidn amortiguadora de fosfatos

PME : Proteinas de membrana externa

PSA : Persulfato de amonio

RNAsa : Ribonucleasa

sDS : Dodecil sulfato de sodio

$.5.F.: Solucidn Salina fisiologica

TEMED : N,N,N',N' - tetrametil etiléndiamino

Tris: Tris - (Hidroximetil) - aminometano




INTRODUCCTIGCN

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa causada por
la ingestidn e invasidn intestinal de Salmonella typhi. Esta es una bacteriz -
gramnegativa. movil, de 1a tribu Salmonellae y familia Entercbacteriaceae. De
acuerdo a la clasificacion de Kauffman-White Sa]mone}la typhi pertenece al gry
po D y comparte con las diferentes especies de ese grupo los antigenos somdti-
cos 9,12, los flagelos contienen el antigeno “ d " y en la superficie posee el

antfgeno " Vi ". La férmula: 9, 12, Vi denota a S._typhi en forma abreviada (1}.

Las primeras descripciones de la fiebre tifoidea se le atribuyen a Thomas
Willis en 1659, quien describid los diferentes signos y sintomas de la enferme
dad asi como la duracién y severidad-de Ta misma. A pesar de esto, durante aifios,
esta enfermedad se confundié con el tifo, y no fue sino hasta 1782 que Ruxham -
describio las dos enfermedades febriles como entidades clinicas diferentes; la

fiebre pltrida maligna (fiebre tifoidea) y la nerviosa lenta (tifn) {Z,3}.

Gerhard, en 1837, establecif claramente las diferencias clinicas que habia
rntre el tifo y la fiebre tifoidea, Jenner en 1850, en su libro titulado " So-
bre 1a identidad y no idantidad de las fiebres tifoidicas y tifosa", describié
detalladamente las manifestaciones clinicas y demostrd que las lesiones de las

placas de Peyer y nddulos linfdticos eran especificas de 1a fiebre tifoidea (3).

William Budd, en 1856, establecié que la enfermedad se transmitia a través
de alimentos y aguas contaminadas con material fecal proveniente de individuos
enfermos (2). Estos hallazgos motivaron al gobiernc britinico, en 1875, a esta
blecer leyes para mejorar las condiciones sanitarias de su pafs, con el objeto

de impedir la diseminacién de la enfermedad.
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Eberth, en 1880, describié 1a presencia del bacilo tifofdico en secciones
histolégicas de ganglios 1infaticos mesentéricos y en higado de pacientes con
fiebre tifoidea, Pfeiffer, en 1885, hizo el primer aislamiento del bacilo a -
partir de-heces ( 2 ). En el mismo afio, Pfeiffer y Kolle demostraron que el -
suero de pacientes convalecientes protegia a cobayos contra dosis letales del
bacilo tifoidico y en 1895 Widal describié la presencia de aglutininas especi-

{

ficas en el suero de pacientes con fiebre tifoidea y su aplicacidn en el diag-

nostico de la enfermedad ( 3 ).

La primera inmunizacidn experimental con suspensi6én de Salmonella typhh -
fué realizada con éxito en conejos por Frénkél y Simmons en 1886 y en ratones
por Bauner y Peipper en 1887, empleando en los dos casosmicroorganismos vi-
vos. Klikevich posteriormente empled bacilos muertos con el mismo propdsito y
este indujo a Wright en Inglaterra y simultdneamente a Pfeiffer y Kolle en Ale
mania a emplear, en 1897, por primera vez vacunas inactivas para la inmuniza-
cién de humanos. ( 4 ). La vacuna de Wright fué un cultivo en c;]do de don o=
tres Semanas de incubacidn, inactivado por calor a 60°C y preservado con fenol
a 0.5%. La vacuna de Pfeiffer y Kolle, preparada en medio sélido, también vue

una vacuna inactivada por calor a 56°C y fenolada ( 4 ).

Estas vacunas fueron utilizadas en la India, Egipto, Italia y Sudifrica -
donde encontraron disminuciones significativas en la morbilidad, asi como una
atenuacion de los sintomas de individuos vacunados que sufrieron la enfermedad

(a).

Em 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas con bacterias vivas atenua-
das, administradas por vfa oral. El efecto de Tas mismas fué estudiado en el -

ejército francés en donde, desafortunadamente, hubo muertes entro los indivi-
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duos y estas vacunas fueron sustituidas por vacunas elaboradas con bacterias -

muertas ( 5 ).

Las vacunas tifoidicas elaboradas con bacterias muértas en forma semejante
a.1as de los autores citados o modificadas en cuanto a dosis, vias de adminis-
tracién y procedimientos de inactivacién, siguieron utilizandose durante déca-
das sin conocerse su verdadero efecto protector, ya Fue se carecia de modeios
animales para probar su eficacia y no se lograba relacionar el efecto protec-
tor con algin indicador seroldgico. Esto hizo que hasta 1955 no se tuviera un
ensayo controlado que proporcionara informacion confiable acerca del valor pro
filactico de las vacunas (4,5). A partir de esta fecha bajo los auspicios de -
la Organizacidén Mundial de la Salud ( OMS ), se realizaron estudics de campo
en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unidn Soviética, en donde se investigs la
eficacia de vacunas.tifoidicas preparadas con células enteras de Salmonella -~
typhi inactivadas con acetona, con calor y fenol o con alcohol. De Tos resulta
dos obtenidos en estos estudios, se concluyé que la vacuna inactivada con aceto
na designada con la Tetra K, resultd ser la mejor ya que la proteccidén conferi
da no solo fué de mayor grado, sino también de mayor duracién. La vacuna inac-
tivadavcoﬁ'calor y fenol, designada con la letra L, resultd menos eficaz que -
Ta vacuna K y la proteccién obtenida con la vacuna inactivada con alcohol fué
menor que las dos anteriores. Se observé que la proteccidn inducida por una so
1a dosis de las vacunas K y L era aceptable; sin embargo, el empleo de dos do-

sis proporcionaba una inmunidad mds efectiva y de mayor duracidén { 6, 7 )

Los estudios realizados en 1968 por Hornick y colaboradores,en voluntarios
humanos, usando las vacunas K y L, demostraron que la proteccidn conferida por

estas vacunas estaba en funcién de la dosis a la que el individuo inmunizado -



estuviera expuesto ( 8 ).

E1 hecho de que estas vacunas parenterales protegieran Gnicamente ante ind
culos no mayores de 105 bacterias, junto con la alta toxicidad que era caracte
risticas de las suspensiones de bacterias muertas de S. typhi, motivé la bis--
queda deé un agente inmunizante mis efectivo y menos tfxico para la infeccidn -
tifoidica. Para ello, se recurrié nuevamente al uso de vacunas orales elabora-
das con bacterias vivas atenuvadas, propuestas desde 1925 por Besredka, puesto
que ya se contaba con mds informacidn acerca de l1os mecanismos inmunes locales
de1 aparato gastrointestinal, debido a los progresos alcanzados en el campo de

la inmunidad secretora durante la década de 1960 ( 9, 10, 11 ).

Hasta 1a fecha se han estudiado dos vacunas de bacterias vivas de adminis-
tracidn oral; una, proveniente de una capa dependiente de estreptomicina y otra
de una mutante deficiente.en UDP-4-galactosa epimerasa, designada como Ty2la -
por Germanier (.12,13 ). La efectividad de ambas vacunas fue vaiorada en volun
tarios humanos, encontrandose resultados contradictorios en la ﬁroteccién con-
ferida por la cepa dependiente de estreptomicina { 14 ), mientras que Tlos re-
sultados obtenidos al emplear la cepa de Germanier fueron satisfactorios. La -
vacuna protegid al 87% de los individuos inmunizados cuando la dosis de desafio
fué de 10 7 bacterias (DI50 ) siendo esta proteccidén mayor yue la inducida por
las vacunas parenterales { 15 ). Los estudios realizados en Alejandria, Egipto,
indicaron que la vacuna era capaz de inducir proteccidén en el 95% de 1a pobla-
cidn estudiada ( 16 ). Sin embargo, estudios realizados en Chile ( 1983 ) en -
una poblacién infantil demostraron que con tres dosis de la vacuna aplicada en
cidpsulas de capa entéricas con intervalos de dos 6 21 dias entre cada dosis, -

produjo una eficacia del 51 - 61 % respectivamente después de tres afios confir



mando 1a relacidn entre el niimero de dosis y la eficacia ( 17 ).

De las experiencias anteriores resalta el hecho de que se desconoce la natu
raleza del 6 de los antfgenos de S.. typhi relacionados con la proteccién y mds
aiin, la respuesta inmune del hombre frente a estos antfgenos de S. typhi. Han
sido numerosas las investigaciones realizadas dirigidas a la 1dentiﬁcacién de
Tos antigenos responsables de la inmunidad protector'a‘ en la fiebre tifoidea, -
estando 1a mayorfa de ellas orientadas particularmente al estudio de los antf-
genos presentes en 1a superficie bacteriana, tales como el ant.{geno somitico -
"0 ", el antfgeno flagelar " H " y el antigeno capsular " Vi ", Durante mucho
tiemno se pensé que el antfgeno somitico " 0 " jugaba un papel muy 1:!-,';or-tante'
en la protecciéh por 1o que se elabord una vacuna utilizando el Tipopolisacari-
do ( LPS ).' como antigeno; sin embargo, la proteccin obtenida fué escasa y dek
corta duracidn ( 7, 18 ). Por otra parte, se han realizado varios estudies en
pacientes con fiebre tifoidea y en individuos vacunados con diferentes tipos de
vacuna tifoidicas que sefialan la poca importancia de tos anticuerpos di "¢ c¢ns

contra el antigeno somitico " 0 " en la proteccién ( 5, 19, 20 ) .

En lo que respecta al antfgeno flagelar " H ", se ha demostrado que tampo-
" co estd relacionado con Ta immunidad protectora en la fiebre tifoidea Tully y
colaboradores en 1962 observaron que al immunizar chimpacés con una capa rugosa
de S. typhi, se inducia la produccidén de anticuerpos contra el antigeno “ H ",
pero no se obtenia proteccidn, aun en presencia de titulos altos de énticuerpos
antiflagelares ( 21 ). Anderson en 1968 demostr5 que en ratones immunizados con
una mutante sin flagelos de S. typhi, se obtenfa el mismo grado de proteccién -

que en aquellos inmunizados con la cepa mévil ( 22 ).
Por otro lado, se ha tratado de demostrar la relacién del antfgeno " Vi "
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en los mecanismos de proteccidn en la fiebre tifoidea. Los primeros estudios -
datan de 1934, cuando por primera vez, Félix y Pitt informaron de la presencia
de este antigeno en cepas de S. typhi aisladas de pacientes con fiebre tifoi-
dea, as{ como la presencia de anticuerpos contra dicho antigeno en el suero de
estos pacientes ( 23 ). Desde entonces, a la fecha, se han realizado numerosos
estudios, obteniéndose resultados contradictorios. L? falta de relacién de los
anticuerpos anti{ ~ Vi con 1a respuesta inmune protectora, ha sido demostrada -
por varios investigadores ( 11, 19, 24, ), no obstante, otros estudios revelan
que el antigeno " Vi " por si solo es capaz de inducir proteccién ( 8 ) y se -
ha sefialado 1a importancia que tiene este antigeno en la virulencia de la cepa
infectante, as{ como la conveniencia de conservarlos en la preparacidn de vacuy
nas ( 8, 24, 25 ).

La demostracidn de Youmans y Youmans en 1965 de que la fraccion ribosomal

de Mycobacterium tuberculosis era efectiva para inducir inmunidad en el ratdn

contra el microorganismo homélogo, condujo a investigar la capagidad protecto-
ra de estas fracciones en diferentes especies bacterianas encontrdndose actual
mente un gran nimero de referencias que demuestran la proteccidn conferida por

estos antfgenos ribosomales en microorganismos tales como : Vibrio ¢cholerae, -

Pseudomonas aeuroginosa, Staphylococcus aureus, Stregtococcus pneumoniae, Lis~

teris monocytogenes, Brucella abortus y otros ( 26, 27 ). En 1970, Venneman y
colaboradores demostraron que las fracciones ribosomales de $. typhimurium in-
ducian proteccidn en el ratdn contra la bacteria virulenta ( 28 ). Resultados
similares fueron informados en México por Molinari y Larralde ( 1974 ), quienes
trabajaron también con fracciones ribosomales de S. typhimurium ( 29 ). En tra
bajos posteriores, Molinari y Cabrera ( 1974 ) demostraron que las fracciones

ribosomales obtenidas de S. typhi inducfan proteccién en ratones ( 30 ).




Con el fin de demostrar al 6 los antigenos responsables de la proteccidn -
inducida por estas fracciones ribosomales, se realizaron varios estudios en -
Tos cuales se obtuvieron resultados muy diversos. En los priméros trabajos al
respecto, realizados por Venneman y colaboradores ( 1970 ) se describe al RNA
ribosomal como el antigeno protector ( 28 ). Johnson ( 1972 ) presenté eviden-
cia de que eran las proteinas ribosomales las que protegian a los ratones (31).
Smith y Biglye ( 1972 ) sugirieron que ambos antfgenés; el RNA y las proteinas
se requerian para obtener una buena proteccién ( 32 ) ; sin embargo, en traba-
jos realizados por Eisenstein ( 1975 ) y Misfeld y Johnson ( 1577 ), se demos-
tré que las fracciones ribosomales de Salmonella se encontraban contaminadas -
con LPS y proteinas de 1a envoltura celular ( 33, 34 ). Mds atin, en trabajos
posteriores, Misfeld y Johnson ( 1978 ) demostraron que las proteinas de la en
voltura celular de S. typhimurium protegian a los ratones contra la infeccidn
por esta bacteria, 'siendo el grado de proteccidn semejante al inducido por las
fracciones ribosomales ( 35 ). Estos experimentos ponen en duda ]a efectividad
ribosomales y apoyan por Mates y Yesipovisi ( 1976 ), de que los antigenos pro

tectores de Salmonella se localizan en la superficie de la bacteria ( 36 ).

En los G1timos afos, l1a membrana externa de las bacterias Gamnegativas ha
cobrado gran importancia y diversos investigadores han enfocado sus estudios -
hacia el papel que desempefian las proteinas de esta membrana en la relacién -
Huésped - pardsito, puesto que se consideraba, con base a su localizacién, que
son elementos clave tanto en la patogenicidad como en la proteccién contra en-
fermedades producidas por estas bacterias. E1 estudio de las proteinas de la -
membrana externa (PME) de las bacterias Gramnegativas, se pudo llevar a cabo -

gracias al advenimiento de métodos especificos para la separacion de membranas.



Miura y Misushima, en 1968, descubrieron por primera vez el aislamiento de la

membrana externa de Escherichia coli empleando para ello esferoplastos prepara-
dos con lisozima y EDTA, los cuales se lisaron asmaticamente, Sseparando poste-
riormente en un gradiente de sacarosa la membrana externa de la citoplasmitica
{ 37 ). Estos estudios demostraron que la membrana externa estaba censtituida
por 1ipidos, proteinas y por Vipopolisacdridos (fig.ﬁ). E1 procedimiento ante-~
riormente mencionado, fué modificado por Osborn c¢on el objeto de disminuir la
cantidad de 1ipopolisacdrido { 38 ). Schnaitman, en 1971, desgribiS una metodo
togfa que evita 1a preparacidén de esferoplastos Para 12 obtencidn de 1a membra
na externa. Consiste en el rompimiento de las bacterias en una prensa francesa,
seguida posteriormente de la solubilizaci6n de 1a membrana interna con un deter

gente no idnico { 39 ).

La identificacién de las PME fué posible gracias a 1a electroforesis en ge
Tes do poliacrilamida. Schnaitman fué el primero en reportar que E. coli conte
nia una proteina mayor, la cual constituye 70% de las proteinas totales dc la
membrana ( 40 } y poco despus, &1 y otros investigadores ( 41, 42, 43 ) demos
traron por electroforesis que esa proteina Mayor estaba constituida por cuatro

proteinas.

Schmitges y Henning describieron una proteina principal, que electroferéti
camente se podia separar en dos bandas { 44 ). Actualmente se sabe que el nime~
ro de las PME es variable y depende de la informacidn génetica de la bacteria.
Su expresion puede verse afectada por factores por factores tales como las con

diciones de cultivo, temperatura, mutaciones, etc.

Las proteinas de la membrana externa mds ampliamente estudiadas, han sido

las E. Coli y S. typhimurium. Di Rienzo, Nakamura e Inouye en 1978 y Osbern y
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Wu en 1980, hacen una revisidn externa de ellas ( 45, 46 ) estas se clasifica-
ron en proteinas principales y menores. Las primeras pueden ser o estar expre-
sadas con mds de 100,000 copias por células y se han descrito alrededor de 10,
aunque por lo general, solamente se expresan cinco de ellas en una bacteria.

Dentro de las proteinas principales o mayores encontramos :

1).- Proteinas matrices y porinas; relacionadas cory el transporte pasivo de
substancias de bajo peso molecular a través de la membrana.

2).- Proteinas modificables por el calor; relacionadas con los procesos de con-
jugacidn genética y que actian como receptores de fagos y colicinas.

3).- Lipoproteina de Braun; la cual esta unida covalentemente a la peptidoglii
cana y cuya funcién es la de mantener la integridad estructural y funcional -

de 1a membrana.

E1 arreglo de estas proteinas en 1a membrana se ilustra en el esquema pro-

puesto por los mismos autores (fig. 2 ).

Con respecto a la funcidn de las proteinas menores se ha demostrado que in-
tervienen como acarroadsores &n el transporte de las substancias de alto pesd mo
lecular a través de la membrana, también se relacionan con la replicacidn celu-
lar y entre ellas se encuentra la Gnica proteina de membrana externa que se ha

“emostrado que tiene actividad enzimdtica: la fosfolipasa A { 45, 46 )

Las evidencias de que estas PME estdn expuestas al medio externo 1levé a in
vestigar su eficacia como inmundgenos protectores. Frasch y colaboradores encon

traron que las PME de Neisseria meningitidis grupo B, eran buenos inmundgenos

cuando se inoculaban a conejos e inducian la produccion de titulos altos de an
ticuerpos, los cuales in vitro presentaban actividad bactericida mediada por -
complemento ( 47 ).
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ORGANIZACION DE LAS PROTEINAS EN LA MEMBRANA EXTERNA . (3 81



Buchanan y Arko demostraron que el antigeno capaz de proteger especifica-
mente contra la uretritis gonocdccica en chimpacés estaba presente en la mem-

brana externa de la Neisseria gonorrhecae ( 48 ). Posteriormente, evidenciaron

que las protefnas de dicha membrana, eran las que conferfan la proteccidn espe

cifica en cobayos a los que habfa inducido una infeccidn gonociccica experimen

tal ( 49 ). ¢

Kussi y colaboradores demostraron que las porinas extraidas de una cepa ru
gosa de S. typhimurium protegen al ratdn de un reto con una capa lisa de la -
bacteria, logrindose el mismo efecto de proteccidn con anticuerpos especificos

contra estas protefnas ( 50, 51 ).

Estudios realizados recientemente por Killion y colaboradores (1986) han sy
gerido que una porcidn de protefnas unida a Lipido A y LPS de una cepa de §. -

typhimurium puede ser requerida para inducir proteccidn en el ratdn contra re-

tos letales de la misma bacteria ( 52 ).

Tomdndose en consdieracidn ios antecedentes de proteccidn que se obtuvie-
ron en los modelos animales con la PME de otras bacterias Gramnegativas, se de
cidid estudiar el pbape'l que podrfan jugar las PME de Salmonella typhi como in-

munégenos protectores en un modelo experimental murino.
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OBJETIVOS

Objetivo General :
Demostrar que Tas PME de S. tzéhi actfan como {nmundgenos protectores de

la fiebre tifoidea en modelo experimental murtno.

Objetivos particulares :

{
1).- Aislar y caractertzar PME de §. typhi 9, 12, d, Vi, S. typhi Ty2 y S. -

typhimurium.
2).- Determinar la disis letal a 50% (DLso). de §. typhi 9, 12, d, ¥i, S. -

typhi Ty2 y S. typhimurium.

3).- Determinar 7a actividad protectora de las PME de §. typhi 9, 12, d, Vi =

en un modelo experimental murino.
4).- Obtener suero de conejo anti-PME de S. typhi? 9, 12, d, Vi y cuantificar

titulo de anticuerpos especfficos contra estas PME por un método inmunoenzimi

tico { ELISA ).

5).- Determinar 1a actividad protectorz dol suero anii-PHE en un modelo expe-

rimental murino,
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y SOLUCIONES
1.- MATERIAL BIOLOGICO
A).- Cepas de bacterias

Se trabajaron las siguientes cepas : Salmogella typhi Ty2 y Salmone-

11a typhimirium donadas por el Instituto Nacional de Higiene: Salmonella thypi

9, 12, d, Vi aislada de un paciente con fiebre tifoidea.

B) .- Ratones »
Se utilizaron ratones de la cepa NIH de 18-20 g. de un solo sexo. Es-
tos se emplearon para determinar la DL50’ asi como para los ensayos de inmuniza

cién activa y pasiva.
C).- Conejos

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda de 3 a 5 kg. Estos se emplearon, -

para la obtencion del suero inmune anti-PME de Salmonella typhi 9, 12, d, Vi.

2.~ SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

A).- Solucién salina fisioldgica ( S.S.F. )

Cloruro de sodio (Baker) 8.5 ¢g

Agua destilada ] 100 ml
B).- Agar BHI

Agar BHI ( Biexon ) 52 g

Agua destilada 1 L

c).- Agar nutriente

Extracto de carne ( BBL ) 0.9 g
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D).~

E).-

F).-

Peptona de caseina (Biexen)
Agar bacteriotégico (Biexon)
Agua destilada

Mucina al 5% en S.S.F.
Mucina gdstrica ( Sigma )

S.S.F.

LIPOPOLISACARIDO DE S- typhi Tiofilizado

{ Donado por el Instituto Nacional de Higiene)

1.5 ¢g
4.5¢g
300 m1

12.5 ¢
{ 250 ml

Se prepardlla solucién de LPS 3 1 mg/ml en S.s.F.

Medio minimo A
Fosfdto diabisico de potasip ( Baker )
Fosfito mobasico de potasio (Baker)
'Citrato de sodio ( Baker )

Sulfato de amonig ( Baker )

Sulfato de magnesio ( Baker )

70.0 g/1
30.0 g/1
5.0 gN
10.0 g1
1.0 g/1

A 50 m1 de modelo minimo A, se le agregan 450 mi. de agua destilada. Esto

se esteriliza a 121°C Por 15 min. y a 15 1p de presién, A todo 1o anterior se

G).-

Solucién de lavado
Hepes 0.01 M pH 7.4
Hepes ( Sigma )

Agua destilada

11

H).- SoTuciones amortiguadoras Para el aislamiento de las PME
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~ Hepes 0.01 M PH 7.4, Triton X-100 al 2z

Hepes 2.6 g/1
Triton X-100 ( Sigma ) . 20.0 g
Agua destilada 11
= Tris 50 mM, EDTA SmM pH 7.8, Triton X-100 a7 2%

Tris' ( Sigma ) ' ; 6.05q
Edta ( Sigma ) 1,861 g
Triton X-100 20.0 g
Agua destilada 11

I).- Soluciones para la cuantificacidn de protefnas por el método de Lowry,

~ Solucién para 1a curva patrgn de protefnas

Albumina sérica bovina ( Sigma ) 25.0 mg
Agua destilada 25 ml
- Reactivos Para la curva patrgn
Carbonato de sodio ( Baker ) ] 2.0g
Hidréxido de sodig 0.1 M ( Baker ) 100 m1
Tartrato doble gde sodio y potasio ( Baker ) 2.0 g
Agua destilada 100 mi
- Sulfato de cobre pentahidratade ( Baker ) 1.0g
Agua destilada 100 m1
Reactivo de Folin ciecolteu ( Merck ) 2 ml
Agua destilada 6 ml

J) .- De terminacign de KDO

- Solucién patrén de 2-ceto- 3-desoxioctanato ( kDO )
KDO ( Sigma ) 1.0 mg/ml G.1 ml

18



Agua destilada 0.9 ml.

- Acido sulfirico 0.2 { Monterrey ) 1.0 ml.
- Acido peryddico 0.04 M ( Monterrey ) 0.25 mi,
- Arsenitc de sedio al 2.6 % en dcido clori
hidrico 0.5 M ( Merck ) 0.25 mi.
- Dimetil sulféxido ( Sigma ) 1.0{ ml
K}.- Soluciones para la electroforesis en acrilamida
- Acrilamida { Biorad ) 30.0 g
N'N bismetilen acrilamida ( Biorad ) 0.08 g

Se afora a 100 ml con agua desionizada y destilada; se filtra en papel
Whatman # 41 y se mantiene a 4°C en un frasco ambar.
- Amortiguador tris-HCl 1.5 M pH 8.8
Trizma base (.Sigma } §.2 5
Ajustar el 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 a pH con HC1 2 N y aforar con agua destilada y desionizada a
100 ml.

~ Amortiguador de muestra

Amortiguador Tris - HCl pH 6.8 25 ml
SDS ( Sigma ) 2.0 ml
Azul de bromofenol al 1 5 ( Sigma ) 0.1 ml
Glicerol { Baker ) 10 m}
2- Mercaptoetanol ( Sigma ) 5.0 ml
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Amortiguador de corrimiento pH 8.3

Trizma base 3.0g
Glicina ¢ Sigma ) 14,4 g
SDS  ( Sigma ) 1.0g
Agua destilada y desionizada 11

Solucidn fijadora

Metanol ( Merek ) 400 m1

Acido acético ( Baker ) 70 m
Aforar con agua destilada a 1 1,

Solucidn colorante de protefnas

Metanol at 50% 454 m]
Acido acético 46 ml
Azul de Coomassie ( Sigma ) 1.2 g

Se ayita durapte 30 min. y se filtra en papel Whatman # 41-
Solucién decolorante para el azul de Coomassie
Metanol 50 m1
Acido acético . 25 ml

Aforar a 1 1 con agua destjJada

Gel separador para la placa de electroforesis

al 11.5 %
Acrilamida 11.5 m
Tris - HC1 1.5 M pH 8.8 7.5 m
Agua destilada ¥ desionizada 11.0 ml
SbS al 10 0.6 mi
TEMED ( LKB ) 0.01 ml
PSA 10. G.05 m
20



52 ~

., tris y acrilamida; se desgasifica la solucidn de
3-5 min. p2-a postericrmente adicionar o SDS, TEMED Y PSA.

- Gal dintrod.zocr za~2 13 placa de electraforesis

Acrilamida 2.5 ml
Tris - %01 0.3 M pH 6.3 3.75 mi
Agua dssiilada y desionizada Y 7.5 ml
S0S al 10% 0.5 m
TEMED 75w

PSA al 1Gc: 50 ul

1}.~ Soluciones utilizadas par: 2] ensayo inmunoenzimatico ( ELISA )

- Amortiguzccr de carhonatos oH 2.3

Carbonaty Zs Sodio { Jaker ) 7.04a
8icarbonaio 22 sodis ( Ba<er ) 2.8 g

Se disuelven las sales en 1 1 de agua

~ Amortiguadcr de fosfatos { P5S ) pH 7.3

Clorurg <e 3:dis 8.7 g
Fosfdre voncidsico de sodio { Saker ) 0.4 g
Fosfdtg ditdsico de sodio ( Baker ) 2.7 g
Agua destilziz y desiaonizada 11

- S0lucién ze lavaao
PBS 0.15 M & 7.2 11
Tween 0,18 ¥ o 7.2 : 1'ml
- Solucidn e bloqueo
PBS 0.15 M ch 7.4 » LT

Gelatina { Difco ) S 10.g
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M).

Solucidn diluyente para el 1 er anticuerpo y para el conjugado

PBS 0.15 M pH 7.4 11
Gelatina 5.0g
Tweeri 20 ( Baker ) 1.0g
Conjugado

Antigamaglobulina total de cabra, unida a peroxidasa ( Sigma )
{

Amortiguador de c¢itratos pH 5.6

Citrato de sodio ( Baker ) 29.0 g
Acido citrico ( Baker ) 4.1 g
Agua destilada 11

Solucidn para el sustrato de peroxidasa

Orte - fenilendiamina (Monterrey) 6.0 mg
Amortiguador de citratos 12 ml
Peréxido de hidrdgeno { Merck ) 10 w1

Soluciones utilizadas para la electrotransferencia

Amortigquador de transferencia

Trizma base 9.075 g
Glicina 43.2 g
Metanol 600 ml
Agua destilada 2400 ml

Amortiguador de fosfatos ( PBS )

La misma preparacidn que para la ELISA.
Solucidn de lavado

La misma preparacidn que para la ELIéA.

Solucidn de Bloqued
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PBS Q.15 M pH 7.2 1

-

Gelatina 15 g
Conrjugadn

Antigamaglobulina total de cabra unida

a peraxidasa 3 ml
Sustrato para el conjugado /
Tris - HC1 O.1 M pH 7.6

Trizme base 609 mg

Ajustar prt con =1 2 N, 1levar a 30 ml con agua destilada
Diamine bencidinag { Sigma } 25 mg
Perdxido de hidrdgsno al 30% { Merck ) 50 ul.

Tinta ching para tincidn

Tinta china ( Pelikan ) 0.25 m}

PBS tween 20 21 1% 250.0 =1
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METODOS
1.~ CULTIVO Y COSECHA DE LAS CEPAS BACTERIANAS.

Se sembrarén en placas de agar BHI por separado, Salmonella typhi 9, 12, d,

Vi Salmonelita typhi Ty2 y Salmonella typhimurium. Se dejaron crecer durante 24

horas a 37°C y se tomaron indculos nesados con asa bacterioldgico, los cuales
se depositaron en tres matraces de 125 ml cada uno,’que contenian 50 ml de me-
dio minimo A (Indculo). Después de un tiempo de crecimiento de 18 horas a 37°C,
se dividid cada indculo en partes iguales y se agregaron a botellas de cultivo
que contenian 1.5 1 de medio minimo A. Las botellas de cultivo se incubaron a
37°C en agitacidn constante en un agitador { New Brunswick Scientific Co.,INC
U.S.A.), durante 8 horas, deteniendo el crecimiento en la fase exponencial has
ta obtener una densidad 6ptica de 1390 unidades Klett.

Posterior al crecimiento, las bacterias se cosecharon por centrifugacidn a
1650 »g durante 15 min. 4 4°C en una centrifuga Sorvall RC5C (_Serva]l Instru
ments Dupont ); la pastilla se resuspendié en Hepes 10 mM a pH de 7.4 y se cen
trifugd de nuevo. La pastilla asi obtenida finalmente se resuspendid en Hepes

10mM pH 7.4 y se conservd a 20°C.

2.- OBTENCION DE LAS PME DE Salmonella typhi 9, 12, d, Vi.

Las bacterias en Hepes 10mM pH 7.4 se nomogenizaron durante un minuto ( ho
mogenizador Scrvall )}, para eliminar flagelo, cdpsula y antigeno Vi. E1 homoge
nizado se diluyé con Hepes 10mM pH 7.4 hasta obtener una densidad Gptica de -
1.2 a 660 nm ( Espectofotometro Beckman DU-7). La biomasa bacteriana colocada
en un bafio de hielo se liso por ‘11trasonido en un sonicador ( Lab line Ultra

tip Labsonic System ) por periddos de 2 min. a 180 watts. Al producto de Ta -
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sonicacidn se le afiadieron 200 ul de DNI\Sa y RNAsa ( Sigma ), asi como dos go
tas de clorurc de magnesio ( MgCL, ) 1 M por cada 10 ml de suspension. E1 rom
pimiento celular se continud hasta obtener una densidad 6ptica de 0.3 a 0.4 nm
de 1a suspensidn. Finalmente se centrifugé a 500 rpm por 15 min. a 5°C dos ve-
ces con el fin de eliminar células enteras. E£1 sobrenadante, producto de la -
centrifugacidn, se colocé en tubos de ultracentrifuga, y se centrifugda --
100,000xg durante 45 min. a 5°C { Ultracentrifuga Beckman L8-M ) con el fin de
sedimentar la envoltura celular, la pastilla resultante se suspendif en Hepes
10 mM pH 7.4 volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones. La envoltura
celular, contenida en 1a pastilla se resuspendié en una solucion de Tritén ==
X-100 al 2% en Hepes 10mM pH 7.4 y con el objeto de solubilizar y eliminar la
membrana citoplasmdtica se centrifugé a 100,000xg durante 45 min. a 5°C. La --
pastilla resultante se solubilizo en una solucidn de Tritén X-100 al 2% en Tris
50 mM EDTA SmM pH 7.8; la soluciSn obtenida se incubd a 37°C. E1 sobrenadante
contenia principalmente las PME, mientras que en 1a pastilla se encontraba la
-

peptidoglicana.

3.~ PRECIPITACION DE LAS PME de Salmonella typhi 9, 12, d, Vi

Las PME, se obtuvieron a partir del sobrenadante de la Gltima centrifuga-
cion. Para esto se tomé 1 volumen de sobrenadante y se precipitd con 6 volume-
nes de acetona fria. Todo lo anterior se dej6 reposar durante 12 h a -20°C. -
Posteriormente se centrifugd a 1650xg por 15 min. y se tomd el sobrenadante pa
ra resuspenderio en solucidn amortiguadora de TRIS 50 mM EDTA 5mM pH 7.8. Se

formaron alicuotas de 2 m) a una concentracién de 2 mg/ml y se conservaron a

-20°C para su uso posterior.
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4.~ CUANTIFICACION DEL CONTENIDO PME.

Se hizo de acuerdo al método de Lowry modificado ( 53 ), usando albimina sé

rica bovina ( Sigma ) para la curva patrdn.

5.- CUANTIFICACION DEL LIPOPOLISACARIDO ( LPS ) CONTENIDO ENLAS PME COMO CONTA
MINANTE.
E1 LPS se determinG en forma indirecta a través %e] contenido de KDO, usan-
do como curva patrénKpO ( Sigma ) y preparando la muestra problema de la si- -

guiente manera

A 50 ul de muestra de proteinas se le afiadié 1 ml de acido sulfirico 0.2 N
y se puso en el horno a 100°C durante 30 minutos, se dejo enfriar y pos terior-
mente se centrifugd a 2000 rpm, se tomo entonces 0.5 ul de la mezcla y se le -
afiadid 0.25 m1 de Acido Peryddico 0.04 N. en &cido sulfiirico 0.125 N, dejando-
lo reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Se afiadid 0.25 ml de Arsenito de
Sodio al 2.6 % en &cido clorhidrico 0.5 N y se dejo hasta que desapareciera el
color café enseguida se afiadid 0.5 ul de dcido tiobarbitiirico 0.6% dejando repo
sar esto 15 minutos a 100°C, por Ultimo se afiadid en caliente 1 ml de dimetil -

sulféxido y leyo a 540 nm ( 58 ).

6.- CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LAS PME de S. typhi 9, 12, d, Vi, §. -

typhi Ty2 S. typhimurim.

La electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida en presencia de SDS,
en condiciones reductoras y un sistema de amortiguador discontinuo. Las muestras

de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi, S. typhi Ty2 y S. typhimurium se precipitaron

con acetona fria durante 12 hrs. a -20°C y se resuspendieron en Amortiguador de

muestra a una concentracidén de 1 mg/ml, las muestras se hirvieron 5 min. y se -
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depositaron 30 ul de cada una, en forma alternada en los carriles de las pla-
cas de 16 x 14 cm y estas se colocaron en un sistema de electroforésis verti--
cal ( LKB Bromma ), siguiendo la técnica descrita por Laemli ( 54 ). Los marca
dores de pesos moleculares utilizados fueron alblmina sérica bovina, anhidrasa

carbénica y lisozima con pesos nm]ecu1afes de 66, 29 y 14 Kd, respectivamente.

E1 corrimiento electroforético se 1levé a cabo af 10°C, durante 6 hrs.aprox.
a 20 miliamperes. Al finalizar la electroforesis ( esto es cuando al frente de
corrimiento se encontrd a 1 cm. del final de la placa ), los galesse tifieron
con solucidn de Coomassie y se elimind el exceso de colorante empieando la so-
lucidén decolorante, cambidndola cada hora hasta que las bandas de proteinas re

velardgn claramente.
7.- DETERMINACION DE LA DL50

Para esto se utilizarcn las cepas de S. typhi 9, 12, d, Vi, S. typhi Ty2 y

S. typhimurium. Las bacterias crecieron en placas con BHI durange 18 hrs. des-
puds de este tiempo se resembro yelcrecimiento se detuvo en la fase exponencial.
€1 nimero de bacterias en esta fase se ajusté a 0.6 de D.0. a 540 nm. que equi-
vale aproximadamente a 109 bact./ml. A partir de la concentracidon de 109 bact/
ml. y utilizando un factor de dilucidn constanie se prepararon las siguientes

concentraciones de bacterias mostradas en el cuadro I.

Las bacterias de cada cepa fueron resuspendidas en mucina al 5% en S.S.F. «
estéril y se inocularon por via intraneritonial en 0.5 ml cada concentracién -
bacteriana a grupos de 10 ratomes NIH de un soio sexo con un peso de 18 a 20 g.
Como testigo se utilizaron 10 ratones ( para cada experimento ) inoculados uni

camente con 0.5 ml de micina en S.S.F. estéril. La sobrevivencia de los rato-
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CUADRO I

CONCENTRACIONES BACTERIANAS PARA EL
CALCULO DE LA DL, PARA DIFERENTES
CEPAS DE SALMONELLA

S.typhi 9.12,d.Vi S.typhi Ty?2 S.t yphimurium
( bact./ ml.)° {bact. /ml.} (bact./ml.)

8 Q00 000 2 000 000 200 000

1 800 000 400 000 40 Q00

320 000 80 000 8 000

84 000 16 000 1 600

12 800 3 200 320

2 560 64

aLAS BACTERIAS DE CADA CEPA FUERON RESUSPENDIDAS EN MUCINA AL 5%
EN S.S.F. ESTERIL ¥ SE INOCULARON 0.5 mi. DE CADA CONCENTRACION
BACTERIANA POR VIA INTRAPERITONEAL A GRUPOS DE 10 RATONES NIH.
SE UTILIZARON COMO TESTI1GO GRUPOS DE 10 RATONES INOCULADOS UNI-
CAMENTE CON 0.5 ml. DE MUCINA AL 5%« EN S.S.F.
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nes se evaluo a los tres dfas del reto para S. typhi Ty2 vy S. typhi 9, 12, d,
Vi, mientras que a los diez dias para S. typhimurium. La 0150 se determind por

el método de Reed y Muench ( 55 ) de acuerdo a la siguiente ecuacidn :

log DLy, = log di1450%- | 50% - ( % Mort dil{50%) log factor de dil.
( % Mort di1%50% ) - { % Mort d11450%)

Los datos encerrados entre corchetes representan la distancia proporcional
({ D.P. ).

50% - La dilucion de la concentracion que mata al 50% de la poblacidn

% Mort dii}§ 50% = La dilucién inferfor inmediata a la dilucién de Ta concen
tracion que mata al 50% de Ta poblacidn.

% Mort di1} 50% = La diTucisn superior inmediata a Ta dilucién de la concen

tracion que mata al 50% de 1a poblacién.

La D.P. se multiplica a su vez por el factor de dilucién y el resultado ob-
tenido se le resta al log de la dilucién en la cual el % de mortalidad fué me-
nor al 50%. Finalmente a aste resultads se le saca su antilog para obtener la -
DL50 .

8.- EVALUACION DE LA INMUNIDAD ACTIVA.
Para evaluar la inmunidad activa se inmunizaron por via I.P. grupos de
10 ratones de la cepa NIH, con diferentes concentraciones de las PME de S.typhi

9, 12, d, Vi, . El reto se realizo diez dias después de la segunda inmunizacién

con las PME, las cepas de Salmonella empleadas para el reto fueron : S. typhi -
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CUADRO II
PROTOCOLO DE INMUNIZACION ( PROTECCICN ACTIVA!

d L]
DIA INMUNIZACION VIA [PME‘LIg] DLao
125, 2.5, 5.0
(4] la. e
1o, 20, 30
128, 2.5, 5.0
Q. Ie
s 2 o, 20, 30
RETO CON: 20 s0. 100
oS. typhi 9,12,4,vi ' '
. 2s S Typhi Ty2 P 300, 500, IGO0
s S._typhi
= CS_typhimuriom .
91 OLso = 40 X 103 BACT./ai o~ ¢ PME - PROTEINA DE MEMBRANA. EXTERNA
% Disg: 150X 103 BACT. &l o ® NUMERO DE DOSIS LETALES AL SO % IDLgg !
UTILIZADAS PARA EL RETO
© DLgg: 160 BACT/ mh. ¢

e SE UTILIZARON 6 LOTES DE 10 RATONES NfH PARA CADA CONCENTRACION
® SEUTILIZARON LOTES TESTIGO INOCULANDO TRIS - EDTA , MUCINA AL 5% Y LPS { O 4ug y!t2ug)

® DESPUES DEL DESAFIO; EL EXPERIMENTO SE REGISTRO EN UN PERIODO OF 10 DIAS,SE EVALUO
LA PROTECCION COMO % DOE SOBREVIVENCIA.



9, 12, d, Vi y S. typhi Ty2 y Saimonella typhimurim 1os experimentos se lleva-

ron a cabo de acuerdo a 10 que se muestra en el cuadro 1I.

9,- OBTENCION DEL SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO ANTI-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi.

Se utilizaron 2 conejos Nueva Zelanda machos de 3 a 5 kg. de peso. E1 esque

ma de inmunizacidn se muestra en el cuadro III.

10.~ ENSAYO INMUNOENZIMATICO ELISA

Para 1a titulacién de los sueros de conejo anti-PME se empleo 12 técnica de

ELISA ( 56 ). Las PME de S. typhi 9, 12, d, Vi se diluyeron en amortiguador de

carbonatos 2 una concentracién de 2 mg / ml y se adicionaron a los pozos de ia
inmunoplaca ( Nunce-lnmune Plate I ) en un voldmen constante de 100 ul, lo ante
rior se dejo toda la noche a 4°C y al dfa siguiente se lavaron los pozos 4 ve-
ces con PBS - Tween 20 al 0.1 %. Posteriormente se le adicioné PBS yelatina al
1%, esto se mantuvo durante 1 hora a 37°C y se lavaron 4 veces de nuevo. Des-
pués del O1timo lavado se 1; agrego el suero de conejo anti-PME ( diluido en -
PBS - Tween gelatina 0.5 %, a diferentes diluciones partiendo de 1 : 50 hasta
1 : 3200 ; 1o anterior se incubo por 3 horas a 37°C se realizarén 4 lavados y
s& agrego suero de cabra anti-gamagliobulinas de conejo unidas a.peroxidasa. Des
pués de 1 hr, 30 min, a 37°C se lavardén y se les agrego el sustrato. Una vez =
agregado este dltimo se dejo en 1z obscuridad durante 10 min, y se detiene la
reaccidn con H,50,2.5N; las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (Mini
reader I1) a una longitud de onda a 450 nm.
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CUADRO I

PROTOCCLC DE INMUNIZACION PARA LA CBTENCION

DEL. SUERO ANT! — PME DE S.typhi 9,12, d, VI
DIA |INMUNIZACION| VIA DOSIS OBSERVACIONES
o 1a. s.c® 1.0 mg. ADYUVANTE COMPLETO FREUND
T 2a. s.c 1.0 mg. ADYUVANTE  COMPLETO FREUND ~
14 3a. Tvb 50 ug. TRIS — EDTA
21 4a. v 50 ug. TRIS — EDTA

%'S.C. — SUBCUTANEA
P Iv — INTRAVENOSA

LOS CONEJOS SESANGRARON EL DIA 28 POR PUNCION CARDIACA PARA LA
CGBTENCION -DE SUERO INMUNE ANTI — PME. EL SUERO SE CONSERVO A -20°C.



11.- ABSORCION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-PME DE S. typhi 9, 12, d, Vi. DEL SUERO
TNMUNE DEL CONEJO.

El suero hiperinmune de conejo anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi se absor

bid con las PME homGlogas en equivalencia. Para esto se realizo previamente

una curva de precipitacion cuantitativa. Una vez el suero absorbido se titulo
de nuevo por ELISA.

12.- EVALUACION DE LA INMUNIDAD PASIVA.

Para esto se empleo el suero de conejo anti-PME de Salmonella typhi 9,12,

d, Vi. E1 esquema de inmunizacidén y los retos con las diferentes cepas de Sal-
monella se muestran en el cuadro IV.

13.- INMUNDELECTROTRANSFERENCIA.

ta inmunoelectrotransferencia se realizo de acuerdo a la técnica de Towin
( 56 ). Se corrid una electroforesis en geles de poliacrilamida con las mues-

tras de PME de S. typhi ‘QJ 12, d, Vi, Salmonella typhi Ty2 y Salmonella typhi-

murium ademds un carril con marcadores de pesos moleculares de 45 Kd ( ovoal-
bimina } y 29 Kd ( Anhidrasa carbénica ), finalizada la electroforesis se reti
raron los geles de las placas y se colocaron en el sistema de electrotransfe-
rencia, evitando la formacién de burbujas de aire entre ambos: hecho esto el -
papel se colocd sobre la esponja que descansa a su vez sobre la rejilla del sis
tema: sobre el papel se marcaron con }ipiz el frente electroforético, tanto su _
1imite superjor como inferior asi como el lugar donde se colocd la muestra de -

PME en el gel; sobre el papel de nitrocelulosa se colocd otro papel filtro y

por {1timo 1a rejilla, armado el sistema se puso, en contacto con el amortigua

dor de transferencia, procurando que el gel coincidiera con el polo negativo y

a3



e

CUADRO

IV PROTOCOLO DE . INMUNIZACION

{ PROTECCION PASIVA )

HORA

INMUNIZACION

*VIA

DL o

SUERO  INMUNE -
ANTI- PME: S. 1yphi 9,12,d,Vi.

IV

RETO CON @

S. ixphi 9©,12,4d.Vi.
S.typhi Ty 2
S. typhimuriym.

Ie

50 y 100

e EL SUERO PREVIAMENTE SE
e SE UTILIZARON LOTES TESTIGOS ADMINISTRANDO . A RATONES NiH;,
SSF ESTERIL, SUERO NORMAL 0DE CONEJO, SUERO- NORMAL ABSOR-

BIDO CON PME Y DILUIDO 1:400.

® DESPUES DEL DESAFIO; EL EXPERIMENTO SE REGISTRO EN UN PE-
RIODO DE 10 DIAS, EVALUANDO LA PROTECCION., COMO EL < DE

SOBREVIVENCIA .

INACTIVO A S6°C /30 min.




el papel con el polo positivo dentro del sistema, ias condiciones a las cua-
les se realizd la electrotransferencia fueron de 100 miliamperes y 10 volts -

durante 18 hrs. el gel se tifio con azul de Coomassie para comprobar la trans-

ferencia.

E1 papel de nitrocelulosa se dividié en dos partes y se lavaron con PBS -
Tween. La parte que corresponde a la de los marcadores de pesos moleculares se
tifid con tinta china, mientras que la otra parte del papel se dejé en solucidn
de bloqueo durante 2 hrs. a 37°C transcurrido este tiempo se procedid a la in-

cubacidn del papel con el suero de conejo anti-PME de Salmonella typhi 9, 12,

d, Vi diluido 1:50 durante 3 hrs., se lavo el papel 4 veces con PBS-Tween y ~
agitacidn constante, cada lavado fué de 15 min., posteriormente al papel se le
adicionG el conjugado antigamaglobulina de conejo unida a peroxidasa diluido -
1:500 con solucién de bloqueo dejandolo durante hora y media; nuevamente se -
realizaron los lavados, 3 con PBS Tween y 2 con solucidn de PBS pH 7.2, siempre
con agitacidn constante do 15 min., por G1timo se realizd la incubacidn con el
sustrato, eliminando con agua dastilada el exceso de sustrato en el momento de

aparici6n de las bandas.

35



RESULTADOS

1.- OBTENCION DE LAS PME

La concentracidn de ltas PME de las cepas estudiadas y el contenido de LPS

presente como contaminante de las mismas, se enlistan en el cuadro V.

2.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS PME

En los patrones electroforéticos de las PME de las tres cepnas estudiadas,
‘se puede observar, bandas proteicas cuyds pesos moleculares van de 17 a 70 Kd
( fig. 3 ). En ellas se destaca la presencia de dos grupos de proteinas bien -
definidos; uno que va de 36 a 41 Kd, y otro de 23 a 28 Kd, asi como una banda

correspondiente a una proteina de aproximadamente 17 Kd.



CUADRO X
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE

PME Y KDO
CEPA PME mg/mi°| KDO mg/mi°® /s KDO
S.typhl ©,12.d, Vi 2.0 0.08 4.0
S.typhi Ty 2 1.02 0.0102 1.0
Styphimurium 1. 24 0.088 5.4

° DETERMINADO POR EL METODO DE LOWRY (53}

® DETERMINADO POR EL METODO DE KARKHANIS (58)

PME — PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA .
KDO~— 2 — CETO~ 3 ~ DESOXIOCTANATO .
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PERFIL ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS
DE MEMBRANA EXTERNA.

FIGURA 3 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las
PME de tres cepas de Saimonella; Carril 1 marcadores de peso
molecular: 66 KD Albimina sérica bovina, 29 KD Anhidrasa car-
bonica, 14 KD Lisozima : Carriles 2,3 y 4 PME de S. typhi 9,-
12, d, Vi; Carriles 5,6,7 y 8 PME de S. typhi_Ty2: Carriles 9
y 10 PME de S. typhimurium.
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[, - DETERMINAGION DE.LA DLgy

La DL50 para cada una de las cepas estudiadas se muestran en el cuadro VI.

CUADRO ¥T

DL« EN RATONES NIH PARA
DIFERENTES CEPAS DE SALMONELLA

CEPA DL o’

S_typhl 9.12,.d., Vi MACHO 150 X 10 BACT./mI.

S.yphi T y 2 MACHO 40 X 103 sacT./ml.
MACHO 160 102 BACT./ mi.

S. typhimurism, HEMBRA 1.6 X 10%BACT./ mi.

9 pLgo = DOSIS LETAL AL 50 * .

LA MORTALIDAD DE LOS RATONES SE REGISTRO A LOS TRES DIAS,
EXCEPTO EN L0OS EXPERIMENTOS CON S.typhimurium. DONDE LA PRUEBA
SE REGISTRO A LOS [0 DIAS LOS EXPERIMENTOS SE REALIZARON POR

TRIPLICADO, VERIFICANDO CUENTA VIABLE EN PLACAS DE AGAR NU-
TRIENTE .
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4.~ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTECTORA DE LAS PME OE S. typhi 9,12.d,Vi

En el cyadro VII, se observa que inmunizaciones en el ratdn de 1.25ug, 2.5

ug y 5.0 ug de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi; confirieron una proteccion del --

100 % al reto de 100 veces 1a [)L50 de la cepa homéloga, mientras que cuando -
10s ratones fueron inmunizados con ddsis mayores de 10 ug de PME, estos sopor=-

taron retos de hanta 500 Dlgg de la misma cepa registrindose un 100% de sobre

vivencia. ™

Estas mismas protefnas confirieron una proteccidén semejante cuando el reto
se realizd con S. typhi Ty2, concentraciones de hasta 5.0 ug fueron capaces de
inducir una proteccidn al ratén del 100%, cuando se retaron con 100 DLSO' Con
la administracion de concentraciones mayores de 10 ug se observd una sobrevi-
vencia entre el 90% y el 100 % al reto de hasta 1000 veces la DLgq de‘ S. typhi
Ty2 { Cuadro VIII ).

Por otro lado en ratones inmunizados con concentraciones menores de 5 ug -
de PME y retados con 20 DL_,’0 de S. typhimurium, se observd una sobrevivencia -
del 70%, concentraciones mayores de 10 ug confirieron un2 sobrevivencia del 3G

cuando se retaron con 500 DLgy de S. typhimurium, cuadro IX.

En las figuras 4 y 5 se observd el porcentaje de sobrevivencia de los rato
nes Niy inmunizados con 1a désis minima ( 1.25 Ug ) y mdxima { 30 Ug ) de PME,
al reto con 20 y 500 veces la DL50 de las tres cepas de Salmonella trabajadas.

La cantidad de LPS presente como contaminante en 30 ug. de PME de S.tyhpi
8, 12, d, Vvi; confirid al ratén una proteccién del 40% al reto con la cepa ho
méloga, esta proteccidn desapareci6 cuando el reto fué com S. tvphi Ty2 -
S. typhimurium (figura 6 ).
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CUADRO YIL

ROTECCION ACTIVA: SOBREVIVENCIA DE RATONES

IH INMUNIZADOS CON PME DE S.typhi9.12.d.Vi
Y RETADOS CON S.iyphi 9.i2,d.Vi

CONCENT. NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50 % (DLsol.

PME ug | 20DLgo | 50 DLgo | 100 Dlgg| 300DLgg | 500DLgg
.25 10710+ 10710 10710 7710 1710
2.5 10/10 10710 9/ 9 9/ 10 /10
s.0 10710 10710 10710 9/10 10710
10.0 o/ 9 Y& 0’9 °/9 °/9
zo.0 o/ 8/ 9 ) 9o/ 9 s/ 9
20.0 as8 8/ 8 8/8 a/8 8’8

GRUPOS TESTIGOS | NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50%(DLso!]
20DLgg 50 DL gq 100 DLsg
SIN INMUNIZAR 2795 F 7 5 [o 2P -]
TRIS — EDTA N D 175 ND
LPS 0.4 ug. N D 47 5 /5
LPS 1.2 ug. ND 47 5 2758
.

+ SOBREVIVENCIA / TOTAL
NO DETERMINADO

* SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE.

e LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 DIAS
POSTERIORES AL RETO. DURANTE EL PERIODO DE INMUNIZACION SE
REGISTRO MORTALIDAD EN LOS RATONES POR LO QUE NO SE MANE-
JARON GRUPOS HOMOGENEOS EN NUMERO.
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CUADRO YIIT
ROTECCION ACTIVA. SOBREVIVENCIA DE RATONES

T

i INMUNIZADOS CON PME DE S.typhi 9.12.d, Vi
Y RETADOS COM S.typhi T y2

CONCENT. | - NUMERG DE DOSIS LETALES AL 50 % ( DLgg ) A
PME ug | 20 DlLgo| 50 DLgo | 100 DLso| 300 DLso | 500 Diso| 1000 Digg)
i.28 e/1w0* 7710 3710 4710 0/10 1710
2.% 778 T/78 5/8 37 8 378 0o/ 8
5.0 8s8 as8 6/8 &6/ 8 3/ 9 4/ 8
10.0 8/78 as 8 8/8 10/ 10 10 710 10710
20.0 sso os9 o/0 10710 1010 s/10
30.0 77 75 \ 17 10/ 10 s/10 o9
GRUPOS TESTIGOS ‘ NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50 % {DLggl) |
120 DLsy | 50 DLgo | 100 DLsg| 300 DLgy

SIN  INMUNIZAR WAL o/s8 o/ss np®

INMUNIZADOS CON :

TRIS — EDTA o/ 10 ose orse ND

LPY 0.4 ug. ND os8 oss 0s5

LPS 1.2 ug. N D V75 o7/5 1/7%

+ SOBREVIVENCIA/ TOTAL -
9 NO DETERMINADO.

SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE.
LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 DIAS

POSTERIORES AL RETO. DURANTE EL PERIODO DE INMUNIZACION SE REGISTRO

MORTALIDAD EN LOS RATONES POR LO QUE NO SE MANEJARON GRUPQS
HOMOGENEOS EN NUMERO.
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CUADRO IX

ROTECCION ACTIVA. SOBREVIVENCIA DE RATONES
iH INMUNIZADOS CON PME DE Styphi 9,12,d.Vi

Y RETADOS CON S.typhimurium.

CONCEN T . {NUMERODE DOSIS LETALES AL 50%(DLgo)
PME ug. |20DLgp | 100 DLgg| 300 DLgg| 1000 DLgq
1.25 r/710% 3710 0 /10 1710
2.8 3/10 6/ 10 1 710 2710
5.0 3710 1710 1/ 9 2710
10. © T/710 4/ 10 3 /710 27 10
20.0 e/ 8 2/ 9 3709 17 9
30.0 4/ 7 27 9 277 3/ 7
GRUPOS TESTIGOS |NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50%(DLl.so)
200L 5o 100 DL go S00DL g0
SIN. INMUNIZAR - 0 /5 o/ s ND®
TRIS— EDTA ND o/ s 0/ 5
LPS 0.4 ug. - 0/5 175 175
LPS 1.2 up 17 4 o/ a 0/s5

+ SOBREVIVENCIA TOTAL
o NO DETERMINADO

SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE
LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 DIAS
POSTERIORES AL RETO DURANTE EL PERIODO DE INMUNIZACION SE

REGISTRO MORTALIDAD EN LOS RATONES POR LO QUE NO SE MANEJA-
RON GRUPOS HOMOGENEOS EN NUMERO
-
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5.- TITULACION DEL SUERO DE CONEJO ANTI-PME DE S typhi 9, 12, d, Vi POR EL -
METODO DE ELISA.

En 1a figura 7 se muestran las curvas de ti tulacion de : Suero de conejo -
no inmune, suero de conejo anti-PME y suero de conejo anti-PME absorvido 2 en
equivalencia con PME, como se puede observar la dilucidn 1:400 de suero inmu
ne presentf una absorbancia mayor de 1.0, mientras que el suers preinmune y -
el suero inmune absorbido, no alcanzaron en ninguria de las diluciones emplea -

das esa positividad.

2 Absorcisn del svero de conejo anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi.

E1 suero de conejo anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi se absorbid con 30 ug

de PME de S. typhi 9, 12, d, Vijpara verificar la absorcién de los anticuerpos

anti-PME ‘se realizaron ensayos de ELISA.
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typhi 9, 12, d, Vi.

Los resuitados de proteccién pasiva, obtenidos en diversos experimentos,
se presentan en los cuadros X, XI y XII. Se observa que el suerc inmune anti-
PME de S. typhi 9, 12, d, Vi. protege en un 100% ( sobrevivencia ), a los rato
nes NIH; utilizando para el reto, 100 veces la DL50 tanto S. typhi 9, 12, d,
Vi como S. typhi Ty2 . En cambio, el suero inmune protegisé a los ratones en -

un 80%, cuando el reto fué con 100 veces la DL50 de S.typhimurium.

Al emplear un suero inmune diluido 1:400 se observd una proteccion del 40%

y 60 %, al reto con S. typhi 9, 12, d, Vi v S. typhi Ty2 respectivamente.

La capacidad de proteccién del suero inmune descendié por debajo del 20%
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cuando este se absorbid con las PME ( figura 8 ).

En la figura 9, se observa la sobrevivencia de los ratones NIH inmunizadps

con suero inmune, compardndose la accibn protectora de este suero, con un sue-

ro normal de conejo.

7.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

E1 suero de conejo anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi reconocid con mayor -

intensidad al grupo de PME con pesos moleculares de 36 a 41 Kd tanto de la ce-

pa homéloga, como de S. typhi Ty2. Ademis se observa reactividad cruzada hacia

las PME de S. typhimurium, ( figura 10 ).
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CUADRO X

PROTECCION PASIVA . SOBREVIVENCIA DE RATONES
NIH INMUNIZADOS CON SUERO INMUNE ANTI-PME
DE S.typhi 9,12,d,Vi. Y RETADOS CON S.iyphi

2.,12,d, Vi
INMUNIZADOS NUMERO DE DOSIS LETALES
COoH : AL 50 % (DL gg)
50 DLgo 100 DL g0
SUERO INMUNE 10710+ 10710
SUERO INMUNE DIL. 1:400 N D@ 4710
SUERC INMUNE ABSORBIDO CON 2 /710 2710
PME Y DIL 1:400
SUERDO NORMAL 17 s o/ 5
S.S.F . 0s s ND
+ SOEREVIVIENTES 7 TOTAL,

S ND -~ NO DETERMINADO

e A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERO {NMUNE ANTI—PME
POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETADOS UNA HORA ODESPUES SER IN-
MUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL .

e LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON,DURANTE LOS 10
0lAS POSTERIORES AL RETO.

50



CUADRO XL

PROTECCION PASIVA | SOBREVIVENCIA DE RATONES
NiH INMUNIZADOS CON SUERO INMUNE ANTI-PME
DE S.typhi 9,12,d,Vi Y RETADOS
S.typhi T y 2.

INMUNIZADOS NUMERO DE DOSIS LETALES
CON : AL 50 %% (DiLgg)
50 DL go 100 DL.go
SUERO INMUNE 107 |O+ 10710
SUERO [INMUNE DIL. 1:400 ND® 6 /10
SUERO INMUNE ABSORBIDO ND 1710
CON PME Y DIL .1.400

SUERO NORMAL ND 17 5
S.S.F. 0o’s5 0/ 5

+ SOBREVIVIENTES / TOTAL
9 ND — NO DETERMINADO

e A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERDO INMUNE ANTI — PME

POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETADOS UNA HORA DESPUES ODE SER
INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL.

e LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON ., DURANTE LOS 10 DIAS
POSTERIORES AL RETO.
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CUADRO XTI

PROTECCION PASIVA. SOBREVIVENCIA DE RATONES
NiH INMUNIZADOS CON SUERO INMUNE ANTI-PME

DE S.typhi 9.12,d,.Vi. Y RETADOS
CON S.typhimurium.

INMUNIZADOS NUMERO DEDOSIS LETALES
CON : AL 50% (DLgp)
80 DL so 100 DL.go
SUERD INMUNE tos 10t 8 /10
SUEROC INMUNE DIL. 1:400 .17 10 ND?
SUERO INMUNE ABSORBIDO CON o/ 110 ND
PME Y DIL, 1:400
SUERO NORMAL /7 5 [ 8-
S.8S.F. o/ 8 ND

+ SOBREVIVLIENTES / TOTAL .
9 ND — NO DETERMINADO

° A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERO INMUNE ANTI-PME
POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETADOS UNA HORA DESPUES ODE SER
INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL .

' LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON, DURANTE LOS 10
DIAS POSTERIORES AL RETO . ’
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

45 K

29 K

FIGURA 10 Inmunoelectrotransferencia de las PME de
las cepas de Salmonella estudiadas, reveledas con
un suero de conejo anti-PME de § typhi 9, 12, d,
Vi diluido 1:50. Carril 1 Marcadores de peso mo-
lecular {tefiidos con tinta china); 45 KD Ovoalbi-
mina, 29 KD Anhidrasa carbénica. Carril 2 PME de S.
typhi 9, 12, d, Vi. Carril 3 PME de S. typhi Ty2.

Carril 4 PME de S. typhimurium,
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DISCUSION

E1 patrdn de corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida, de -
las PME de las tres cepas de Salmonella estudiadas, demostré la presencia de
un grupo de tres proteinas cuyos pesos moleculares iban de 36 a 41 Kd, otro de
23 a 28 Kd y un Gltimo constituido por una proteina de 17 Kd. Esto fue muy si-
milar a lo encontrado por Kamio para S. typhimurium sobre todo en lo que co -

rresponde a las llamadas porinas cuyos pesos moleculares van de 36 a 38 Kd -
(59 ).

La similitud en pesos moleculares no indica que todos los determinantes an

tigénicos sean iguales, pero que en sus moléculas podria haber partes comunes

y partes especificas.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la inmunidad activa, se demostrd

que concentraciones de 19 ug, 20 ug y 30 ug de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi. -

confieren una proteccion del 100% en el ratdn, soportando retos de 500 y 1000
veces la DL50 tanto de Ta cepa hom6loga como de S. typhi Ty2. Sin embargo, 1a
proteccién fue del 30% al reto con 500 DLgy de S. typhimurium. Por otro lado,
1.25 ug de PME fue la ddsis minima que indujo proteccidn Jel 100% al reto de -

20 DL50 para la cepa homéloga 90% para S. typhi Ty2 y 70% para S. typhimurium.

Resultados similares de protecciGn con PME fueron descritos por Kussi y co
laboradores ( 50,51 ), quienes demostraron que las porinas de una cepa rugosa
de Salmonella typhimurium asi como un suero de conejo anti-porinas protegieron

a ratones de la cepa Balb/c de la salmonelosis murina.

E1 presente trabajo, demostrd que los ratones inmunizados con las PME de S.

typhi 9, 12, d, Vi. quedaron protegidos parcialmente ante el reto con S. Typhi
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murium. Estos experimentos de proteccidn cruzada estdn relacionados con el he
cho de que Tas PME de estas enterobacterias tengan determinantes antigénicos -
comunes. Los trabajos de Tokunaga ( 60 ) y Lee ( 61 ) apoyan esta hipétesis, -
ya que el estudio del pérfil peptidico de las porinas de S. typhimurium y £. -
coli, demostré que habia secuencias de aminodcidos en comin dentro de la estruc

tura primaria de estas proteinas.

Los experimentos de proteccidén realizados, demostraron en el modelo murino,
la participacion de las PME de S. typhi en los mecanismos de proteccién contra
la infeccion experimental por Salmonella. Estas proteinas al igual que las PME
de otras bacterias Gram-Negativas como Neisseria gonorrahose, Neisseria meningi

tidis, Haemophilus influenzae y Salmonella typhimurium inducen proteccidn en -

animales de experimentacién ( 47, 49, 6, 50, 51 ).

Killion y Morrison { 52 ) demostraron que la administracién de un complejo

de Lipido A - proteinas - LPS de S. typhimurium; ratones de la cepa C3H/Hed in-

[+ 8

uj6 una protcccidn del 100% 2 un rets de 100 veces la DLgy de 1a cepa homoléga,
mientras que el LPS sélo protegia en un 40%. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en los experimentos de bmtecciﬁn realizados en ratones con 1.2 ug -
de LPS de S. typhi, en los cuales hubo proteccion del 40% a un reto de 100 DLgg
de la cepa homdloga, en cambio no se induj6é proteccidn por esta molécula, cuan-
do el reto fue con S. tzg.h'i Ty2 6 S. typhimurium. Estos resultados no deben des

cartar la posible participacidn de LPS en los mecanismos de proteccidn.

Experimentos de inmunidad pasiva, efectuados en el modelo de ratdn, demos-

traron que suero inmune anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi, confirié una pro- -

teccion del 100% de sobrevivencia hacia retos de 100 veces la DLgq de S. typhi

murium fue del 80%. La proteccidn pasiva desaparecid cuando el suero inmune se
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absorbidé con las PME, 1o que sugiere que son los anticuerpos especificos anti-

PME los responsables de la proteccidn.

Los experimentos de inmunidad pasiva reflejan también proteccidn efectiva
al reto con la cepa homéloga y proteccidn parcial al reto con S. typhimurium.
El mecanismo de proteccién cruzada se pedria explicar a través de los resulta-

dos obtenidos en la inmunoelectrotransferencia, ya que el suero inmune de cone-

Jo anti-PME de S. typhi 9, 12, d, Vi empleado, reconoce también las PME de S. -

typhimurium y en especial a las que corresponden al grupo de las porinas.

Con base a los resultados obtenidos, se sugiere la participacidn de Tas po-
rinas como inmundgenos protectores, sin embargo serd necesaria su purificacidn
para conocer el papel que juegan en 1os mecanismos de proteccién hacia la in-
feccifn experimental con Salmonella y ser propuestos como posibles candidatos -
para la elaboracidén de una vacuna que permita la inmunoprofilaxis de 1a fiebre

tifoidea.
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CONCLUSIONES

1.~ Las PME de S. typhi 8, 12, d, Vi; S. typhi TyZ2 y S. typhimurium son simila

res ya que sus pesos moleculares van de 17 a 70 Kd. En éstas, se destacan un ~
grupo cuyos pesos moleculares van de 36 a 41 Kd las cuales corresponden a las

dencminadas porinas.

2.- La inmunizacibn de ratones NIH por PME de S. typhi 9, 12, d, Vi. induce -

protecci6n contra retos de la cepa homGloga. Y existe proteccibn parcial cuan-

do el reto es con S. typhimurium.

3.- E1 LPS de S. typhi confiere proteccifn parcial al reto con la cepa homols-
ga, por 1o tanto no se puede descartar su posible participaci6n en los mecanis

mos de proteccifn.

4.- Los experimentds de inmunidad pasiva, demostraron proteccitn efectiva al -
reto con la cepa homéloga y proteccién parcial al reto con $. typhimurium, Es-
ta proteccibn cruzada aparentemente esta dada por los anticuerpos dirigidos --

contra las porinas.

5.~ Las porinas probablemente son las que juegan el papel principal en los me-

canismos de protecci6n contra 1a Salmonelosis experimental murina.
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