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ABREVIATUHAS

ABHM: A

kAqrsurDangll'
. CCF:FiCramatograria. en: - Capa - Fing
- CLAR: - Cromatografia <~ de ' Liquidss™  de -Alta ~Resolucion.

DLYV: ' Dosls Letsl . al- 80%.

DNAsa:  Desoxirribonucieasa
EDTA: Acido ) etilen giamino tetracetico
EFAbM: . Ester  fenacilo del &cido p-~hidroxi miristico
EFA};: 7 tsteres - fenacilos de &cidos grasos
EFAL: - -Ester tenacilo del acido  laurico
CeFAM: CESter renacilo del dcido  miristico
Emé: ‘Ester. renacilo el acido  paimitico

THEPES: T Acido 4-(2-nidroetil)=1-piperazin-etanosulfénico

“KkDO:: Aﬁiao 3-0880xi=D-Manoc tuionico
“LP: . Lipopeolisacarido

008: .Oc?euec“svlano
Ti’}ufiﬂl)rbteinns de Membrana Externa
RNAsE: Riponucleass

808: Dodecil sulfato de sodio

TRIS: Tris~(hidroximetil)-aminametano
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m-negativa, mevil,

r aacreriaceée. T De

Kauttman-white

tmonetia " typhi

diterentes- especies de  ese

Ztyphl: tlene: ‘"una . envoltura celular consti-

',ltu’qu' pur 1a: fﬁémbf'qﬁa citopiasmética,. Ia  peptidoglicana y  la
"yme’r’néraﬁaf 'gxtéfﬁa: '(23‘) (l’lgura' 11'): ta primera se compone de
rosi‘ol\p‘iqos (predominantemente tostatiaitetanolamina, fosfatidit-
'gllﬁérnl vv cardiolipina) y una gran variedad de proteinas. Los
flageios- estan anciagos en. ef citopfasma y atraviesan |8 membrana
citoplasmatica. La peptidoglicana contiere rigidaz y estsé tormada

por cadenas paraielas de polisacaridos constituidos por acido

muramico 13 N-acetilglucosamina {8). La membrana externa esta
tormada por proteinas, tostolipidos y lipopolisacarigo (Les)y este
altimo ocupa aproxitnadamente el 45% de la superticie (9). La
membrana actba como barrera, mpidiendo la entraca de sustancias

toxicas como  antibioticos ¥ detergentes; contiene los receptores
para bacteridtages y colicinas, se relaciona con los procesos de
-CDﬂJugaDibn. division celular Y transporte ge sustancias al
interior de (3 celula (36,37 y  40). Asociagos a la membrana

externa se encuentran  -los  pHi y el antigeno . "V{",
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FIGURA

ESQUEMA DE LA ENVOLTURA CELULAR DE LAS BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS /33:.



Las oproteinas - de rﬁemoranév" ;itgrﬂé' (PME) .. se 'clasificnn en
proteinas principales Yy . menores (4v0.9). Lays primeras pueden
expresarse con mas de 100,060 ;uolas . por Celula 'y - se . nan . descrito
alrededor de diez dll‘ereﬁtes. aunque por lu’ géneral. solamente se
encuentran  cinco  de . ellas. en - la . bacteria.

Dentro- - de”-'las -.proteinas .. principales - estan:

1} Pr‘ut’e'\‘nasy'y fnatrices [+] porinas: relacionadas <on el

: de sistancias de " bajo- - peso  molecular.

transporte s pa.

mogificable’; por: ‘el_.celer; - relacionada . con los

procesos  ge  conjugacién’y - actus:como- - receptor.. de . fagos- y  colici-

" nas:

3) Llpnur;nteina “ue ZBr;l;n:"A‘e;tb_ umdn f:m)alenteniente s la
peptidoglicana .y su  funci6én es<mant‘enér ta’ integridad estructursl‘.
y tuncional ~ de 1s membrana,

4} arreglo ae estas proteinas se itustra en el esquema
propuesto per Osborn y Wu  (Figura 2).

Las proteinas menores intervienen como acarreadores en el
transporte de las sustancias ge aito peso mplecular a travas de . la
membrana.

Otro  componente importante ce la memorena externa es el LPg
ya que sg encuentra en gran cantidad y establece interacciones can
las otras moleculas que forman parte ge la membrana. Ef LPS 5 wun
complejo  macromolecular que representa el antigeno 0 Y 1a
endotoxina ae Ias bacteras gram-negativas; estructuralmente se

trats de un heterapolimero constituido por tres regiones diteren-

tes (d42) (Figura  3)
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FIGURA 2

ORGANIZACION DE LAS PROTEINAS EN LA MEMBRANA EXTERNA {39



t.~ -Antigeno 0.
¢.- 'Nocleo - o . Caore.

3.~ Lipido A,

1,- &I antigeno O -es un polisacsriop  constityido  por  unidades
aligosa‘crarirqicas ae repeticion; enire 1113 monosacaridos que la
nﬁ-man se ~ encuentran 106 azgcares  heutros,  diucsres  aminados Yy
a’l:bidyos uronicos. La - estructyrs oe - las wunioades de repeticion de
-ilag. _bacterias gram-negativas muestran gran giversidad ineluso
aehtro ge una misma especie Dbacterigna. kKsta opropiedad 8 permitido
"un'erenclar cepas de una misma especie.

2= El core o nocieo basal es una estructura Ccomoan para  las
emefobactemas y es similar para todas lag  bacterias gram-
negativas; L1 trata de un comple jo polisacaridico que puege ser
"dividido en dos secciones  (b1):

1} Region interna: sSe encuentra unige &l  Lipido A, ests
tormadsa por el acico Jeaesoxi=-D-inonocctulonico [LOI) y L~glicero~0=
manaheptosa.

2) Regidn éxterna: constituida por glucosa, galactosa Y
N-aceul-l)-glucosamina.

VL'nV IarFigrurarl Se muestra la ‘region del naclec basal de  §.

typhimurium,

bicapa externa de (0S-

3.~ Ef Lipido A, se inserta en
folipigos ¥ ie contiere st actividad de enoaotoxina. £sts tormada
por un gisgcarido oe  giucosaming  en  union  (#-6), tiene fosfatos o

pirofostatos en posiciones 1 y 45 el grupo hidroxilo det

aisacafrido de gtucosamina en posicibn 6 esta sustituido por. el



Az ETANOLAMINA

Figura.: STRUCTURA’ 'QUIMICA = DEL

trg’

. ,‘xuulou';mtexm REGION " EXTERNA-

(Heptosa=-KDo) : “(penta sacarido)

figura 4 REGION DCL - NUCLED. BASAL DE - S. - typhimuriim (51



“por acidos
. miristico,
v Vlimuoél “al:  grupo

formando . el ester

miristoximiristico. * Ademas . se

omo e etanolamina y _ cationes

“gue “se “unen, -a 0 |4 memursna “en - forma -ibnica (47). - is

- Vpregenc'ia'g o las - acidos’ gresos’ en’ el L'PFS. ‘le’ confiere . :su - actividad
"ééndd{oxlcn. , |:1 '—Venraccmnk quimica o -enzimatica. de e8tos, . heCE.  que
tal “actividaa desaparerca  (4%). En la . figure -5  se - muestrs - le
“estructurs - guimica - -dei. Lipido A de 5. typhimurium.

CONTROL. DE LA FIEBRE TIFOIDEA

ta - fiebre tifoidea es frecuente en 10s paises subdesarrolia-
aos, inciuyenao Maexico y tiene cofacteristicas
endemico-epidamicas. Este fenomeno se encuentra’  relacionado
directamente  con dericiencias  en el saneamiento ambiental y el
‘aprovisionamiento de agua potable.

pars -el control ge la fiebre tifodes, se incluye entre otras
posibilidades ls w;cunacnén. La primera inmumizacien en humanos se
realiz6 hace 90 ados cuando Wrignt en ingiaterra y Pfeiffer y
Xolle en Atemania, emplearon vacunas producidas con bacterias
inactivadas por calor. tstas vacunas se utilizaron en {a  India,
Egipto, {talia y Sudafrica, lugares donde se obtuvieron disminy-

a morbitincad  asi como  atenuacien de fos

cliones  significativas de

sintomas en ios individuos vacunados que sufrieron {a entermeaad

{42)



Figurs 8. ESTRUCTURA OEL - -LIPIDO A _DE. .. Ltyohimurium - (38). <+



vacunas elaboradas

bacterias muerias

ensayo ' controjado que  proporcionara

a .. del. . valor _ profilictico de  las
: irecna bajo el auspicio de la Organizacion
: c ‘la”'?‘sk u& /‘(OMS),' se " reslizeron estydios de campo en
‘Yurgo‘ai;vrié.' Guyvana, Polonia - v 1a URBS, en donde se nvestigée |a
eticacia  de vacunas preparages con caluias enteras de Salmonelis
typni  inactivadas con acetona, caior, ftenol y aicohol. De ios
resu{tados obtenidos en estas investigaciones, se conciuyd que ia
vacuna Inactivada con acetons designada con la letra K resulto ser
fa megjor, ya que I8 Dproteccién conreride no solo  fue de  mayor
grado, sino tambien de mayor duracion. {a vacuna inactivada con
calur y tenol designada con ia fetra L, manifesto menor  eficacia
que la K Y ia inactivada con calor evidenci6 ser la menos
erectiva, §e observée que I8 proteccién inducig@ por ung sola  QOSis
de |as vacunas K y L era aceptable; sin embargo el empien de gos
aosis proporcionaba uns inmunidad mas confiable ¥y ae mayor
duracion (24}, Estas vacunas tienen varios inconvenientes como el
de inducir Inmunidad de corta duracioh  por lo que es necesario
reinmunizar  cada dos o tres akos; la  vacunacion requiere 1a
aplicacion de dos inyecciones subcutaness - o intramuscuisres Y

produce efectos adversos . (fiebre, malestar general y postracion)



1
) debm‘o ~ala bfeseﬁcia de endotoxina. ‘ v '
' ‘Hasta ‘la techa ~se hon estudiado v daa‘%zv?.c_»un-'i'? que - se -adminls—
tran vpbr via oral y se elaboran con 'ba“ét‘er(,ﬂr-’:‘ fviVajs.’ Una - de ellas
sé breoara 'cony una cepa de .S‘alménellé ; typn: dependiente ge
estreptomicing y la otra ,cuﬁ buna mutante deticiente de
ubP-4-gafactosa - ‘epimerasa (designada por Lermanier como fy 2ia)
{16,45),- 18 erectividad de ambas vacunas tue valorace en volunta-
r(oainumanos. encontrandose resuitades. contradictorios en cuanto 3
ia proteccion confereids por las cepas dependientes de estreptomi-
“eingtt (28), tn  contraste, la vacuna de Germapier protegic al 871% de
108 individuos  inmynizades  cuando 1A dosis  de desofio  fue de
to7bacterias {DLYH0) {(15). Los estudios realizados en Ale jandria Y
Egipto indicaron que esta altima fue capal de inducir proteccién
en el Yo% oe (@ poblacion estudiada (80} Sin  embargo asta misma,
aplicads en Chile (1983) 8 una  poblacién  intantil, a8 raien  de  tres
dosis  administradas en c&psulas de caps  entarica, con intervalos
de 2 o 21 dias entre cada dosis, so6lo indujo una proteccién dei 8l
y -67% respectivamente  (14).

Recientemente, - 1as PML de 18s  Dbacterias  gram-negativas  han
adquirigo  importancia desde el punto de vista inmunoi6qico, ya que
por su {ocalizacien  son  eiementos clave en |a patogenicidad y en
la probatle ingucclon de proteccion contra enfermedades producidas
por estas pacterias {6,217}

isibasi Y cois. {22) aislaron, 5egan el matodo de schnaitman
PMLE de s, typhi 9,12 avi, contaminadas con 3% de LPS. tl
complejo  proteico-LPS administrado a una concentracion de 30 wa

por vig intraprerrilunea\. ingujo proteccién del: "100% en el modelo



murino, cuando se . realiz6 . cepa

nomsloga 5. typhi  tye .

el suero de conejo anti-f’ME-LPs ‘;ue‘ iityphi, protegi6 en un
100% a los ratones de. un reto ‘de 100 D'LBOVVV dge. ia ceps homologa de
5. typhi ty2 y de -- 5. ryphihurfum.

tstos  estudios. se  han efectuado ~ gracias a 105 meatodos
especificos ag extraccién de tas - PME {48). Sin embargo exite el
inconveniente de la contaminacisn dge fas mismas por el Ltrs
{endotoxina}, por o que es importante eliminaria, para anular
los etectos adversos que  produce cuando €5  AdMiNistreda  como
antigeno protector, por lo anterior es indispensable estar seguros
que jas PME estan * puras. De ahi - la necesidad de crear métodos
analiticos para su  deteccién (2,4).

METODOE  ANALITICOE PARA LA DETECCION DE L PS

Los metodos quimicoes indirectos gque Se emplean actualmente
para {a determinacion de (P8 se bosan en ia cuantificacién de:

1} X0O

2) Acidos  grases

Ve tos matou.os anieriores Se usa c¢omo ingice de contaminacién
por LPS en PME el mé&todo de Xarkhanis (2b), cuantificango el KuQ e
traves de uwna reaccion colorida  con el acido tionarbitarico;  sin
embargo  su sensiviliosd  es baja, ya que en ensayos previos
reslizagos con proteinas de 8. typhi obtenigas por el méetogo
de Hikaido (36), Baspareniemente se encuentran ilbres de kDO, pero
al cer usadas como inmunogenos en cone jos ademas de prodgucie
anticuerpos especificos anti-PMLE, inducen ta Formacion de

anticuerpos especificos anti-LPs. Ante estos resyitados - es



necesario © encontrar otra. técnica: ‘mas que pueda’ - determinar

en forma  indirecta ia  contaminacien en . LPS. -~ ‘Por 'esta. razén

‘se ‘.decidid determinar la”‘preseficl'a: de traves de ‘la- cuantifi~

.cacion ' del ABHM _por ‘Crm’namg“r}a 7a- Liquidos . de [ 'Alta  Resoluclon

(CLAR),:

Hamilton® "y _.Comai -(19), - separoron. - Acidos’ grasos en una  columna

de' gel'v d‘ev = silice, detec!anuu(os ‘@ ‘una longitud de onga de 206 nm;

‘Aveldano 'y " ‘cols "~ (1), lograron = separarlos por cromatografia de fase
' reversa; o sin i embargo’ 1a- apsorcion -de. €st0s & longitudes de onda de
195-206" 'nm.es’ relativamente escasa, por lo aQue fue . necesario

formar derivados de 4cidos arasos, entre los cuaies se han

‘reportado. . .esteres  de: 2-Nattacil (1), p-Metoxianiligas - (20),
v 1"-Naftac,i|‘amina (1), 2-HKitrofenilhidracinas (34), Antriimetiles-
»‘fterﬂz, (38) iy “tenilester (D,11,13,18,44,83). vara aumentar la

- 'sensipilidad’ aitimamente  se realizeron  derivados  fluorescentes  con
EATE ~bromoetil-T-acetoxicumarina (49) y la 3-bromome-

il-;Gz‘lk-ulm‘:e'toxi-!-metil-a-un)-quinoxa!inona (54).

£l estudic de derivados de @steres fenacilo de 4cidos  grasos

J(EFAG) - 'resulté adecuado para su  deteccion y  cuantificacién, Borch

() en 19 Th propuso ia preparacion de 65105 a8 partir oe la
we-bromoacetofenona y en ese mismo afio vurst (1) obtuvo Elr
derivado . cton 1a w-4~dinromoacetotenona, rinaimente Woon y tee
{%3) - modificaron el metogo de Horch y obtyvieron un {imite de
deteccion de 9 ng.

tn el presente trabsjo se investigé la. presencia de LPE  en
PME  por medio oe 13 cuantificacion por CLAR del easter ~fenaciio del
8cido  P-moroxi miristico (EFABM), obtenido- por ‘e metodo de Wood

¥ Lee.



o DBJETIVOS -

UBUETIVO: . BENERAL: -
‘Determinar  ‘el’ “contenido  de. -Lipopolisacsrido . como i contaminante

en” PME -de  Salmoneils  typhi.

OBJETIVOS PARTICULARES:

f) teparer jos esteres fenacilo  de -

"'jéraaps ‘por CLAR.

2) txtraer {os &cidos grasos. ge 188" P formar .- los &steres
Fenactio correspondientes.
3) Cuantiticar el ABHM " por  CLAR:

Sﬂrlmanella typhi.



Acetona a -200C,

 EXPERIMEMTAL

yor "y’ gaimonells

.bacterlanaﬁ: Salmonells typhi .0
‘ty hlm':irlum? donadas por el Instituto . Nacionat . de. : Higiene.
“Medio " Vue cultivo: medto  minimo A
- SDluc'lon de tlavado: Hepes 10 mM pH T.4,
: 1.2, Aislamiento de  PML.
~ ‘Hepes 10 mM pH 7.4, Triton X-100 A&l 2X.
- Tris 50 mM, EDTA 5mM pH 7.8, Tritén X-100 8l . 2X.
1.9, Purificacién  de  PME,
= Tris 10 mM pH 7.7 acicionado de 2X de SDS.
= Tris 50 mM pH 7.9, BDS 2% EUTA Y mM, NaGi 0.4M y 0.0%X de
- é-mercaptoetanol,’
= Columna  gephacryt  5-200,
~ Hepes 10 mM pH 7.4,
2.0. (OBTENCION DL ACIDUS GHASOE OE GUBPENBIONES  DE  pPME,
a1, Precipitacién qe PME.



2. Widrstisis© de  PME.

- NBOH - 4N,
- oL an,
- Clorotorme.

-~ Nap804  anhidro.

2.3, Cromatograffa en Capa fina (CCF) ‘para . 4cidos . grasos.

- sistema de disolventes orgénicost - “Cloroformo/Eter

acatico thidbet,

- Placas de Aluminio ce Silicagel 80 Faus(Merck . .Co)

4.0. METODOS ANALITICOS.

8.1, Cuantificacién de protefnas,

- Bolucion patrén de proteina: Albamina  sérica bovina ) ﬂlA
- Carbonaty de sodio al 2% (Solucién aicatina).
- . Tartrato de s00i0 y potasio al 2%

- Suifato de cobre pentanhidratado al 1%.

- Reactivo de Folin~Ciacalteaus.

3.2, Determinacion  de K00,

- Holucién  patrén: KDO  t mg/mi.

-~ Acldo  suifgrico  0.2K,

- Acigoc  peryodico 0.04M.

~ Arsenito  de sodio a8l 2.6%.

- Acido tiobarbitarico 0.6%,

- Oimetil sulfoxido,

Cetilico/Acido

0.1%. .



43, Guantificacion . del * -ABIiK:

3,34 Obtencien de - los . EFAG.

- Atidos. grasos | mg.

- wepromopacetofenona 10mg/ml en acémna.
= Trietilarnina 10 .mg/m{ en  acetona.

-~ Acido acético & mg/m{ en acetona.

3.3.2, CCF  de EFAG.
-~ bGistema de ocispiventes organicos: Hexano/Eter - etflico. - 90:10,-

-~ Placas de Aluminioc de 3ilicagel. Fays(Merck - Co) I

3.3,3. CLAR.

- Cotumna: QD&  Cyg, Oidmetro - de particuia 5“. gigmetro’” interno.

mm y longitud 2% cm.

- Fase mévil: Acetonitrilo/Agua 90:10.

4.0, Espectrofotometria - ge . INPrArroo.

- Aciges  grases:  Liurico, - miristico, . B-hidroxi - -mieistico

paimitico.
- w-bromoacetofenonsa.

- KkBr,

K]

14



1.0,

.kc,t‘)secna de las cepas . bacterianas

. emvn‘leadas ($almolelia typhi 0 a01 y

minimo A suplementado con O0.% de extracto de levadura vy

‘glucosa, en - un  incubador rotatorio  (New  Brunawick

-~ Bcientitic.~'Co.)’ 8 200 rpm deteniendo el crecimiemto hasta obtener

":71907 urﬂdadgs klett. Posteriormente f(as bacterias se cosecharon por
centrifugacién a 1 690 xg durante 145 minutos a 40¢ en una
centrifuga Sorvall RCHBC  (Yervall instruments  Dupont); ia pastilla
bacteriangd se resuspendio en  amortigusdor de Hepes 0.00 M pH 7.4

conservandose a -2009¢ hasta s5uU  uso.

2. Aislamiento de PME

La obtencion de PME de las cepas trabajadas se realizé de
acuerdo al metodo de Schnaitman (48}, para‘ etlo tas hacterias
cvsechadas en (8 tase de crecimiento l{ogaritmico se gjustaron &
ung absorbancia oe .0 8 690 nm; posteriormente Se  rompieron  por
sonicacion (Lab line uitratrip Labsonic system sohicator) por
pericdos de dos minutos a 180 wattsv en un bafo de hieto, se le
afiadieron 200 Wl de  UNAsa y HNAsa, asi como 0.5 ml de cloruro ge
magnesio  (MgClz 1 M) por  cada 10 mi de suspencién. kil rompiniento
celnlar se  continug nasta obtener yna apsorbancla  de 0.3-0.4. e

centrirngo ia suspenciér  sonicada & 1000 xg por 15 minutes a  4%9C,



CoePT sobrenadante

i minutoBs.

18 “envo

esia “se olut "x—mbjo al 2% en- M‘e‘ueS—:"__o.d‘m :
r’f-ﬁcci_on ‘Insc:)('ubl»e,' én Frltbn x;ibo {membrana extérina' :
cana)’ - se separs . por . ‘ultrééentrifuga:ibn en ‘ias 'culnqlclénes'»:éan:tés :
mencionagas y . se Ees.qsnenfuw‘ en L Tris HOL pH TR com"enien‘:un 2% “de
Triton  X-100- y - EDTA :’:5 ',an.’» éeguldo de una -incubacién 8 370C  durante

10 minutos, se ultrafentrifuéb’ 8- {00 - 000 xg durante 45 minutos &

379¢C, Las "del'_snbr‘enadante y se mantuvieron a

SToRe,

o PME

“pbtencion.-. de; | porinas -3 erectud empleando el metodo
descrito. . .por N‘iKmoo (36). Las pacterias cosechadas en fa fase

logaritmica de crecimiento se ajustaron a und absSorbanci2 de 1.0 &
660 nm, posteriormente se rompiercn por  Sonicacién  en  periodos  de
dos minutos en baro de hielo hasta disminuir 13 absorbancia 3 0.3,
Seguide oe la eiimmacion de las bacterias compietas por  centrifu~
gacién @ I 000 xg por 15 minutes, 18 envoltyra celular se obiuvo
por uitracentrifugacion a 100 000 xg por 30 minutos a 200C, esta
8e sojubilize en Tris 10 mM  pH .7 adiciopade e 2% de HU8, se
incubé 30 minutos a 3eo¢ y se uitracentrifugd fnuevamente, 3]
sedimento se someti6 8 uns segunoe  solubilizacién de acuerdo a8 las
condiciones  descritas anteriormente y por ultracentrifugacion se
obtuvo la peptidoglicana, las protleinas unidas a elig se extra-

Jeron incubando 12 thoras a 379C, con fris 90 mM pH 7.7 adicionado




Lo

NaCl= 0.4 M-y’ 0.08%™ de” 2-mercaptgetanol,

“por 80 minutos a 1889C; “ el sobrenadante

columna /g€ “Gephatryl  §-200° (80 tm x 2.6
Sdeflujo de 40 mi
para - la’  solubilizacién
cotecté el ii . .aproximadamente, donde se

encontrab

2.1,
Las
precipitaren’ . tomsando

volumenes de acetona ‘3 .

quedando . - en . la  pastilla’ Irarsb PHE.

g2, Hidrolisis ce PME 'y obtencien de acidos  grasos

A las. PME precipitadas -con - acetond se les agregée 1 ml de NaOl
4N, colocando 1a solucidbn ea una ampoileta, i3 cual se sello y se
calento "a {00%C  por M 'nroras. La  hidrolisis se acigificé con 2 ml
de  HCI 4N y los &cigos grasos librés Se eaxtrajeron coh cloroformo,
. pasteriormente se adicione  Nap80, anhidro, el extracto se filtré y

el  clororormo - fue evaporado en un baie maria.
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3, cer 7;pa'ra ocidos . grasos

grasos libres obtenidos anteriormente fueron

CCF, 7 utilizando - ‘como " ‘estandar ' los  scidos  lburico

CABHM. (30K ~cf“) oy palmitico  (Cyg)
mmunbioiogie, - Freiburg  de

ae - silicagel y wun

por:

Cloroformo/tter

‘placas en una

en “las. " suspenciones  ge < PME  se
de ‘Lowry (29), Culilizando albGmina  serica

proteina- ‘ge” referencia.

veterminacién de  LPS por  KDO

contenido ge LPs presente en las suspenciones - de PML Y

déierrﬁ‘ihq
povina™ “gomo
3.2.
£l
porinas se
ge KDO de

determino en forma indirecta cuantificando el contenido

acuerdo al método de Karkhanis (29), tmpleando yna curva

ae calibracion de K0  (Sigma Co.).

A

sultorico

enfrier

11}

wi de solucion oe proteinas se le akadio 3 mi de acido

0.2N, se calento 8 1000¢ durante 30 minutos; se aejo

la solucion, B8e centrtuge 8 4 000 xg, se ‘tom6 0.5 mi del

sobrenagante

acido

y =e le eadiciono 0.2b ml de acide operyodico O0.04N en

sulforico  0.12%H, dejando reposar esta solucieh 20 minutos 3



libres™. obtenidas - par - PME,

v .fueron “analizados por  CCF,

~estangares vl0s '4de: -los -acidos laurico,

‘miristico, .~ B=hidroxi.  miristico - imitico,eh - placas de  silicagel

" fluorescentes: "y un ~5iste'rna, de; .disolyentes.  organicos - ge Hexano/tter

Tetilito T (WoiOY

STEFABM.

; Despues’ T EHABM . en - las condiciones

antes - mencionagas,




Eluyente:. :

" Velocidad

“Volumen de -

Rango:." 0.1
Longitiia " ge’ wavelengnt:

Detector) )

(Beckman . 427 - integrator)

Qti.Egpecgrometria de intrarrojo de estandares 1 resactivos.

‘8e “trazaron . los espectros ge infFrarrojo a los estandares ae

écidoé - .grasos, laurico, miristico, ABHM y paimitico, para

kcmjnorouar que se estaba trabajondo con oS acides  respectivos.

Tambien se - le trazo ei espveclro a8 {8 w-bromoacelorenona.

Los espectros de intrarrojo se muestran en las  figuras

6,7,6,9 y 10 respectivemente.
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REBULTADOS

1.~ UBTENCIUN ©OE PME
suspension de PME  de  Salmonelia. typhi 0 . 901~ obtenidas

"por el metsdo de  Schnaitman, - contenia .43 . ma/mi . de  proteina.

2. 'PURIFICACION © DE ~PME
Las porinas de salmanellva: ‘t phimurlum obtenigas por et
procedimients  descriio”  por. Nikaido; -‘tuvieron una  concentracien . de

“proteinas . Tde Ut ‘mg/mi;

A= DETEBM(NACION DE KDO" EN" PME

sé elabore iniciaimente  una curva de calioracieh  de KLO,
utilizendo -~ ei  metogo  de Karkhanis, los resuitaco2  obtenidos se
enllstan' en la  Tabla

L"n la Figura 1 se observa la grafica de Absorbancia (Abs)
vs concentracion de  KDO.

Be determing ia contaminaciébn por LPE, cuantificando el
cﬁn!enldo dge KOO en las proteinas obtemdas  por los metlodos de
Schnaitman Y Nikaido, observandose ia ausencia de KO en proteinas
puriticadas por el metodo de Nikgido (Tabia iI).

CALCULOS:

KDO  (ug/ui) en  PHE

%  KDO= x 100

PME  (ng/ul} x %0 !



* Goncentracién: de

00 en g/m

4
6o '
. ; 6 0. 4‘9,;1’8
LT R 0.6243"
: ’157 S L e gees
Equaclon de 7 ia ’r‘ecta‘v
y = mx + b donde: ' .  7 : “m o Ooﬁdb .
“m”="pendiente de 18 recta T : =-000373
b = intercepto . ro= 0.9993
x = Concentracien de KUO {iug/ml) r8z  0.9986

y = Absorbancia a 548 nm
r = Coeficiente de correlacion

ré:  Coeficiente  de  determinacisn
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ABEORBANCIA a TBAB e

4 1 ot ; lg 156 Z!“ 24

COMCENTRACION DX X0 B ua/ml

figura .  GRAFICA Dt ABSORVANCIA  vs CONCENTRACION DE  KDU
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1. INDICE . DE - CONTAMINAGION | DE - LPE. POR - KDO EN . PME

Método de Obtencign = T npsorbancia e coﬁcenkraé%&n e XKDk

de proteinas - - " a Ba8nm : : KDO “en ug)ml i
Hchaitman
(proteinas de S, 84
typni 0 909)-:
Nikaldo o
(proteinas de”S. - 1050

typhymurium)




e “absorcien . del - AUHM,

se. puede . notar aue - el

considerablemente - en . 1a - regién - del . uitravioleta.

GRAYICR DX ABSORBANCI G vs LONGITID DE Onda

B R
[} w-HRORORCETOFENOM

A5

“vs)

aBsoRBANCIA
i |

b Iy

e
\

19 ne

) 4
T ¥

23

T T
54 21
OHGITUD D ONDR

Figura 12. GRAFICA Ot - ABSORBANCIA - vs = LONGITUD . DE' - ONDA



siguientes condiclones,
_‘vo‘b";uio el . cromatograma de {os ésteres fenacilo -de los
. §cl005 |auri£o (EFAL), miristico (EF AM), £raBM y paimitico (EFAP)
(}"Iguirja 13), ~con un tiempo de retencién de 11.3¢, 19.69, 8.94, y
19.2%5 - minntos respectivamente; donde se observa que el EFABM tiene

el. tiempo de retencion mas pequeRo aque los otros acidos grases.

H.-' CURYA ~DE- CALIBRACION OEL EFABM POR  CLAR

VLar~cuant|FI‘cac|cn del EFABM -] realizo por el método de
tstandar Eiterno. ) V

En - la:. Figura 14 38e uesira el cromatogrema del EFABM.

La Taibla it - presenta los resuitados de |8 curva de calibra-
clbn del. EFABM y en la figura 15 se observa {a grafica del ABC

'vs' ‘cantidag. de = EFABM  en. ng.
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ABSORBANCIA A 242 hm.

.JUKU\“ i

4 8 12 6 20min

Figura 13. CROMATCGRAMA DE  LOS8 EFAG  DONDE  1=LFABM (8.91), 2=trat

{11.32), 3=zEF AM {15.89), 4zEF AP (19.28).



SORBANC!

+ & min

Figura = t4. CROMATUGRAMA DEL EFABM
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CLAR

 4.T8s

20 ‘ 18.71Y
ag 3s.328
"o 80.60%

*valor promedlo ade cinco geterminaciones

.L'c'uat.;lbn de la recta:
Yz mx + b

donde

m = 1007

b =~0.74

r = 09998

r2z 0,999z



GKAFICA DE ABC vs CHNYIDAD DE EFAIM EN ng

T

Sumva

2}

ARKA. DAJO LA

"108' ‘.

figura

5. GRAFIGA DE" ABC vs “CANTIDAD  DE EFASM

P

EN

ng



7.~ DETERMINACION DEL ABHM EN . PME - POR  CLAW
Una ver obtenidos les  acides érasi_m _libres.  de las PME, se
analizo el extracto por CCF, yerlricénd’oy 1a. presencia del ABIM,

Posteriormente Se  Formaron 108’ EFAG sy - se -analizaron por  CLAR.

Los  cromatogramas’ Ge 105 - exiractos | provenientes de  las

proteinas obteniges por  10s ‘métodos. - de Echnaitman y  HNikaido, se

muestran en {35 Flgurés 17: respectivamente, donde se observa

que el EFABM se ‘éiucﬁén;ra, en- mayor . concentracién en las  proteinas
obtenidas gor el - matodo...de. SChpaitman, en  comparacien  con i8S

obtenidas. . por....el metodo ge - Nikaido.

£l porciento . de contaminacion de LPY  determinado por. el EFABM
en PMt s5e presenta en la Tabla IV, :

CALCULOS:

mg de "EFABM - en ;PME‘»

“ T AABHM oz

PME: mg/ml X tml
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ASSORBANCIA A 242 nm.

T M T -
=» L] 20 24 min

>
-4

Figura 16. CRUMATUGRAMA DL PME  OBTCNIDAS  PUR  EL  METOD® DE

SCHNATTMAN  LONDE 1=EFABM  (8.91  min).
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ABSORBANCIA A 242 am.

——

% 8 1z 16 20 me

Figura 1T, CRUMATOGRAMA DE  PML OWTENIDAS POR EL  METODO DE NIKAIDO

DONDE  1=EFABM  (8.28 min).
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CONTAMINAGION . DE. “LPS. POR. EL Al EN -

- ﬂétgéq de _obtencien - -

““de. proteinas

schinai tman




8= CUM’PARR»C((.‘N, DEL INDICE ™ OE - CONTAMINACION POR LPE EN  PME
e 'dgiérmlno el indice ge '~ contaminacién por PS8, cuantifi=
“cands- ub:s‘.;v éﬁmpues(&s quimicamente diferentes que forman parte de
‘;es‘ie;-‘jms cusles’ fueron el KDO y Bl ABHM.

ll’a' j‘éola ¥ se observa aque & cuantificecion del LFABM Dor.

QLAR, \UE.IECQB’; cantidsdes mas pequeRas de LPE en comparacion con el

metodo. de  Karkanis.

Método de gbtencién .de LP§
en proteinas ABHM
Schnaritman - B .78 .
. 041

Nikaido




,demqstrfado ) lque las PME de s,
do’ ue Nikaido, aparentemente se
; “pers. ‘al ser  utilizadas  como
de ‘prv'oduclr anticuerpos = anti-PMt
e‘Spgciﬂco anti-LPS, indicando
:Vl;ezon: s importante  determi-

5

cual fas

‘cbnt':er'\‘traclones ; el presente

. trabajjo; o mas  sensible

“'logr6 . cuantificanado el

la ‘region ultravioleta, por
ge " {os EYAG  (93), ya aue

-grupo - -Bromatico - presentan  mayor

- absorgion sy separacien  y  deteccien  por

U eLARy un}uvw ‘para  los  LIAG  (Flgura  13)
|06 EFAL, LFAM,  EFAMM y LEFAIF. Estos
en !

re&ulwdo.s‘f que - tardan en salir oe la

columna, los’ - e tenacilo, -esta refacionado

tante  con el

carbono @ como  con la atinidad de




presencia’~ del

de g “typhimy-"

i7), se observs

“gie - el pico ‘se " “encuentra - en menor  proporcien que el

anterior. Al - obtener - el porcentaje - de  contaminacién de LPS . por
 ABHM " para  los  dos metooos de extraccion de proteinas, se encontrd
que ias PME ae 5. typhimurium tienen un ihaice  ae contamina-

cion menor que las PME  ontenigas por el mstogo oe  SchnBitman; o

cual Ingica que por Bl metodo de Nikaldo, se pueden obtener las

PME - con menos porcentaje de contaminacion  por  LPS,

Comparando los dos metodos  que se emplearon para determinar

18 contaminacién por LPS  en PMLE  (Tabia V), se observé daque 18 CLAK

85 mas sensible que el de Karkanis. Por to- tanto. el _hecho de que

las . PME de §. typhimurium no muestren KDO, no significa que se

encuentren ilbres de LPS.

Por otro {ado, se puede observar que ei porcentaje de

contaminacion por P8 determinado por KDC y por ABHM no es isual,

ya que el KOO se - encuentra - en mayor porcentaje. Ltsto -se puede

explicar tomando = como base 1a estructura del Lipido A de: &,
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el hay 0 3. malecias de KLU por’ .2

KDO/ABHM - de’ 1b. . Los

elacion .. KDO/ABHM.|

o "ce'nia,yie'

‘detectar ..

por . el



LY2

TTGOMGLUBIONES

cuantificar’ el

. metedo . de

¥
‘cantaminacion’ .de  LPE en’

método ' de  Nikaido),

6 Uy sensibte::ya “que ' fue capaz . ge’ .cuantificar canti-
dedes_“tan . peqiefas- de  LPS que .no son deteciadas poc el . metodo de

. Karkanis: - -

3.~ La- relacion oe  KDU/ABHM, ~encontrage en forma  experimental
en 5. typhi 0 201, tue de 3/2 crespectivamente. Lo amnterior va
de acverdo 4. (a estructura aquimica del Lipido A rebortada para

&, typhimuriuvm.
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