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La porina ompC recombinante se obtuvo a partir-de Escherichia 

~ UttJ02/pSTlJ que contenia el qen ompC de Salmonella typbi Ty2. 

Esta porina se purific6 por el mátodo de Nikaido (36) y se 

veriric6 el qrado de pureza por electroforesis. 

se encontró que la DLso de Salmonella typhi 9,12, ,d,Vi fue, 

para BALB/c de 6x105 bacterias/ml y para <;H/Fej, de l,5Xl06 

bacterias/ml. 

La actividad protectora de la porina recombinante ompc se 

evalu6 empleando un modelo murino. 

cuando los ratones fueron inmunizados con 10µq de la porina 

recomhinante, se obtuvo una protección de 20% en la cepa <;H/Fej, 

contra el reto con 500 Dti,o. 

cuando se illl:lunizaron con Sµg de la pori~a recombinante, no 

hubo protecci6n contra el reto de 500 D~. Se usó como testigo un 

lote inmunizado con 10 µg de porinas obtenidas a partir de 

Salmonella typhi 9,12,d,Vi. La protección fue del 1oot contra el 

rato con 500 DLso• 

La actividad protectora también se evaluó para la cepa BALB/c, 

la cual se inmuniz6 con 10 µq y 5 µg de la porina ompc 

recombinante, posteriormente se ret6 con 500 DLs0, los resultados 

mostraron una protección de 10.st y Sl respectivamente. Se trabaj6 

a la par un testigo inmunizado con porinas obtenidas de Salmonella 

~ 9,12,d,Vi con el cua1 se obtuvo una protecci6n del 1oot. 
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1.-INTROOUCC~ON. 

1.1 Genera1idades de 1a respuesta inmuno16gica. 

El sistema inmunológico está constituido por una gran variedad 

de estirpes celulares articuladas en una red de interacciones que 

permiten, diferenciar lo propio y lo ajeno (14). 

Al entrar el ant1geno al organismo se inicia la respuesta 

inmunológica con la fagocitosis de éste por las células del sistema 

fagocitico mononuclear. Los macrófagos y otras células 

presentadoras de antígeno (CPA), digieren las fracciones proteicas 

a péptidos ( 5) 

glicoproteinas 

y los expresan en su membrana en unión a 

codificadas por el sistema principal de 

histocompatibilidad. El macrófago procesa los antígenos protéicos 

por dos vías diferentes: 

a) Endógena; Pre~erentemente relacionada con los ant1genos 

virales, los péptidos antigénicos se expresan en 

moléculas de histocompatibilidad de clase I (56). 

b) Ex6gena; Comprende aquellos ant1genos que se captan mediante 

la ragocitosis, los péptidos se expresan en 

moléculas de clase II (56). 

Esta primera fase, llamada de procesamiento y presentación de 

antigeno, es esencial para activar a los linfocitos T inductores. 

Los linfocitos T inductores o cooperadores Th (CD4•) reconocen al 

antígeno unido a moléculas de histocompatibilidad de clase II. Una 

vez activados los Th, proliferan y producen diversos mediadores 

solubles como las linf ocinas que conducen a la fase efectora de la 

respuesta inmunol6gica. Algunas de estas linfocinas son; el 



interfer6n gamma y las Interleucinas 2, 4, 5 y 6. 

Los linfocitos T citotóxicos (coa•), juegan un papel muy 

importante en la respuesta inmune celular, éstos a diferencia de 

los linfocitos T inductores, reconocen ant1genos en el contexto de 

moléculas de clase I. 

Los Te al activarse secretan linfocinas, como interleucina 2 

y e.l interferón gamma y tienen actividad 11tica contra células 

infectadas principalmente por virus y células tumorales (34). 

La fase efectora de la respuesta inmune la podemos clasificar 

en dos grandes ramas; 

a) La humoral; donde la actividad biológica depende de los 

anticuerpos y el complemento. 

b) La celular; donde se involucran eventos de hipersensibilidad 

retardada y citotoxicidad mediada por células. 

Existen otros mecanismos efectores no espec!ficos muy 

importantes que dependen de los macr6fagos, por ejemplo la 

fagocitosis y liberación al medio de productos biológicamente 

activos como la interleucina 1, factor de necrosis tumoral y 

algunos componentes del complemento. 

La comunicación de todos los elementos mencionados conforman 

el concierto inmunológico el cual se establece a través de la 

liberación de mediadores solubles y del contacto intimo celular. 



1.2 ~iebre tiroidea. 

1.2.1 Historia. 

La primera resefla de 1a fiebre tifoidea se atribuye a Thomas 

Willis,_ quien en 1659 describió e1 cuadro cl1nico. 

Sin embargo, durante muchos anos se confundió con el tifo, y 

no fué sino hasta 1782, cuando Ruxham diferenció ambas entidades 

cl1nicas como la fiebre peitrida mr!ligna (fiebre tifoidea) y la 

nerviosa lenta (tifo) (17). Posteriormente en 1837, Gerhard, 

estableció las bases del diagnóstico diferencial entre ambas 

enfermedades. 

Jennar en 1850, analizó las lesiones de las placas de Peyer y 

n6dulos linfáticos, y puntualizó que eran especificas para la 

fiebre tifoidea (46). 

William Budd, en 1856, determinó que la fiebre tifoidea se 

transmite a través de la ingestión de alimentos y aguas 

contaminadas con materia fecal proveniente de individuos enfermos 

(18). 

Eberth en 1880, logró aislar al bacilo tifo1dico de ganglios 

linfAticos mesentéricos e bigado de pacientes con fiebre tifoidea, 

y posteriormente en 1885, Pfeiffer, lo aisló a partir de heces de 

pacientes enfermos (18). 

Widal en 1895 deScribió la presencia de aglutininas 

especificas en el suero de pacientes con fiebre tifoidea y su 

aplicación en el diagnóstico de la enfermedad (46). 
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1.2.2 Generalidades. 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa 

causada por la ingestión e invasión masiva de Salmonella typhi. 

El cuadro cl1nico se caracteriza por s1ntomas sistémicos como 

fiebre, malestar general, cefalea y dolor abdominal, que 

frecuentemente se presentan can exantema transitorio, 

espleno111egalia y leucopenia. Las complicaciones más importantes 

incluyen hemorragia intestinal en el 2 al 8%: de los casos y la 

perforación que se presenta en el 3 al 4\. La tasa de letalidad es 

alrededor del 1t, sin embargo, en los casos complicados puede 

ascender hasta el JOt (26). No existen reservarlos animales, siendo 

el hombre el elemento más importante en la cadena de transmisión de 

la enrermedad. 

1.2.3 Salw.onella typhi 9,12,d,Vi. 

Salmonello tvnhi es un bacilo no esporulado perteneciente a la 

familia Enterobacteriaceae, tribu Salmonellae y especie typhi. 

De acuerdo con la clasificaci6n de Kauffman-White (8), 

Solwonella tmhi pertenece al qrupo D y comparte los antiqenos 

som6.ticos 9 y 12. Los flagelos contienen el antigeno "d", y en la 

c&psula se encuentra el antigeno capsular "Vi n, formado de un 

homopolimero lineal de ácido alfa-1,4,2-desoxi-2-N-

acetil9alactur6nico, que se ha relacionado con la virulencia de 
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la bacteria. La nomenclatura 9, 12, d, Vi denota a salmonella typhi en 

forma abreviada (figura 1). 

Salmonella typhi es una bacteria intracelular, Gram negativa, 

m6vil, mide 2 a 3 µm de longitud por o.6 µm de ancho, citof1lica, 

anaero~ia facultativa, fermenta la glucosa con producción de ácido, 

no metaboliza la lactosa ni la sacarosa. 
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Figura l. - Estructura antigénica de las bacterias Gram­
neqati vas. Abreviaturas: FL, fosfolipidos; ME 
membrana externa; PG peptidoqlicana; EP espacio 
periplásmico; MC membrana citoplasmática; LPG 
lipopolisácarido (Tomado de 9). 
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1.2.4 Diagn6stico. 

El cultivo de Salmonella typhi a partir de la sangre ha sido 

consid~rado corno la prueba definitiva para el diagnóstico; el 

aislamiento a partir de las heces, de la orina o de la bilis son 

pruebas menos convincentes (26). 

Uemocultivo: La sangre del enfermo cultivada en el medio doble 

de Ruiz-castañeda permite el aislamiento del 

germen en mAs de BOt de los casos si la sangre se 

extrae durante una elevación febril. 

Coprocultivo. Es positivo desde el final de la primera semana en 

la enfermedad natural y en las inoculaciones 

experimentales algunos sujetos comienzan a 

eliminar Salmonella typhi desde el primer dia. 

Mielocultivo: Ofrece las mayores oportunidades de éxito en el 

aislamiento de Salmonella tvphi en el medio 

Mendoza y se logra más del 90% de resultados 

positivos. 

serolog1a: La reacción de Widal tiene una sensibilidad de 80% 

y, s6lo hace el diagnóstico; pero no sirve 

para el pronóstico o para guiar el tratamiento ni 

para predecir las reca!das o complicaciones. 

Biometr1a hem~tica: Los hallazgos ütiles son leucopenia (menos de 

s,ooo leucocitos/mm3), ausencia de eosin6filos, 

los niveles de hemoglobina tienden a ser bajos. 



1.2.s Respuesta ima.une. 

salmonella typhi penetra al organismo a través de la boca, se 

multiplica en el intestino delgado, y penetra la membrana basal 

intestinal sin causar dano importante en los tejidos. Es fagocitada 

por macrófagos y transportada a los ganglios linfáticos regionales 

donde se multiplica activamente, dando una fase de bacterernia. 

Posteriormente se distribuye en el sistema fagocitico mononuclear, 

donde se reproduce y es liberada nuevamente al sistema 

circulatorio. 

La bact{:!ria ocasiona un proceso inflamatorio, en los ganglio~ 

linfáticos, bazo e h!gado, con muy escasa cantidad de 

polimorfonucleares y gran acumulación de mononucleares, en el 

interior de los cuales es capaz de proliferar (17). 

Aunque la fisiopatolog!a del padecimiento no está totalmente 

esclarecida, se sabe que gran parte de las manifestaciones clínicas 

son provocadas por la liberación de endotoxina la cual induce 

fiebre, hipotensión arterial, leucopenia y estirnulación policlonal 

de linfocitos B (18). 

1.3 vacuna9 contra Salmonella typhi. 

En 1886 se realizó la primera inmunización experimental 

contra la infección por Salmonella typhi. Frankel y Simmons 

lograron proteger a conejos inyectándoles dosis de bacteria viva. 

Posteriormente Klikovich demostró que los bacilos muertos son 



capaces de inducir protección alentando a Wright en Inglaterra y 

Pfeiffer y KOlle en Alemania a utilizar, por primera vez (1887), 

vacunas inactivadas para la inmunización de humanos (26). 

Asi, la vacuna de Pfeiffer y KCHle, preparada en medio sólido, 

estaba constituida por bacteria fenolada inactivada por calor a 

56°C (42). 

En 1955, la organización Mundial de la Salud (OMS), promovió 

la realización de estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia 

y la Unión soviética, para determinar la eficacia de tres vacunas 

preparadas con células enteras de Salmonella typhi inactivadas con 

acetona, calor-fenal o alcohol. La vacuna inactivada con acetona 

(Vacuna l<) , confirió una mayor y mAs duradera protección. La vacuna 

inactivacla con calor y fenal (Vacuna L), mostró eficacia intermedia 

y la inactivada con alcohol fue la menos efectiva (42). 

Tully y col, en 1962, inmunizaron chimpancés con una cepa 

rugosa de Salmonella typhi, obteniendo elevados titules de 

anticuerpos contra el ant!geno 11H11 , sin embargo no evitaron la 

infección con la bacteria. 

En 1970 Wong, logró purificar el antígeno "Vi", sin 

desnaturalizarlo y demostró que era inmunogénico y seguro (42). 

En 1975 Germanier y Furer desarrollaron la cepa de Salmonella 

.tmhJ. Ty21a (13), la cual protegió el 95% en ensayos cl!nicos. Esta 

cepa tiene una mutación en el gene gliE que le causa una 

deficiencia en la enzima ODP-4-galactosa epimerasa. sin embargo en 

estudios posteriores realizados en una población endémica de fiebre 

tifoidea en Chile, la vacuna mostró una protección apenas del 51 al 
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67t (13). Además se demostró por técnicas de mutación puntual que 

el datio no se encuentra ünicamente en el gen flill.E. 

stocker en 1981, desarroll.6 las cepas de Salmonella typhi 

541Ty y 543Ty, las cuales contienen mutaciones en íll:QA y J2.Y.t:.A. La 

mutación en el gen .ru;:QA genera dependencia por aminoé.cidos 

aromáticos, en tanto que al inactivar BYLA se genera un 

requerimiento por adenina. sin embargo al evaluar su actividad 

protectora en ensayos c11nicos, despertaron pobre respuesta inmune 

(6). 

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de 

antlgeno "Vi". Ambos resultaron ser buenos inmun6genos, sin 

embargo, uno de ellos generó reacciones adversas, debido a su 

contenido de lipopolisacárido contaminante (45). Actualmente está 

en vías de sa1ir a1 comercio una vacuna hecha de este antígeno por 

1os 1aboratorios Mérieux, en Francia. 

En la actualidad se estudian las cepas CVD906 y CVD908 

obtenidas por Levine y colaboradores derivadas de las cepas de 

Salmonella typhi ISP1820 y Ty2 respectivamente(G). La cepa CVD90B 

es una mutante ill:QC y .ill:QD, altamente inmunogénica, que en ensayos 

clínicos genero altos titules de anticuerpos IgG y IgA. 



1.4 Proteínas da 1a membrana externa. 

1.4.1 Genera1idades. 

Miuria y Mizushima, en 1968, obtuvieron por primera vez la 

membrana externa de Escherichia col!, empleando para ello 

esferoplastos preparados con lisozima y EDTA, los cuales fueron 

1isados osmóticamente, separando las membranas externas por 

gradiente de sacarosa (32). 

Osborn, modificó la técnica con el fin de obtener las 

membranas externas con menor cantidad de lipopolisácarido (38). 

Schnaitman (1971), obtuvo las membranas externas por un nuevo 

método, el cual consistía en el rompimiento de l.as bacterias en una 

prensa francesa, seguida de la posterior sol.ubilización de la 

membrana interna con el detergente no-i6nico tritón x-100 (48). 

Schnaitman fué el primero en reportar que Escherichia coli 

conten!a una proteína principal o mayor, la cual constituye el 70% 

de las prote!nas totales de la membrana (49). 

Schmitges y Henning describieron una proteína mayor, la cual 

electroforéticamente se podía separar en dos bandas ( 4 7) • En la 

actualidad se sabe que el nG.mero de PME es variable y depende de la 

información genética de la bacter !a y su expresión se puede afectar 

por condiciones de cultivo, temperatura, mutaciones, etc (27)ª 
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1.4.2 Clasificación. 

Las prote1nas se clasifican de acuerdo con su abundancia en la 

membrana en prote1nas principales y prote!nas menores (J1,7) •. 

Proteínas principales. 

Las proteinas matrices o porinas, que intervienen en el 

transporte pasivo de sustancias de bajo peso molecular a través 

de la membrana (36). 

- La proteína modificable por el calor (OmpA) , actüa como receptor 

de fagos y colicinas (7). 

- La lipoprotelna de Braun, la cual está unida covalentemente a 

la peptidoglicana y cuya función es la de mantener la 

integridad estructural y funcionalidad de la membrana (9,51). 

La organización molecular de las proteínas mayores en la membrana 

de bacterias gram-negativas, ha llevado a investigar su eficacia 

como inmun6genos protectores (figura 2). 

Proteinas aenores. 

Intervienen como acarreadores en el transporte activo de 

sustancias de alto peso molecular y que están relacionadas con la 

división celular. Entre ellas se encuentra la única proteína de 

membrana que tiene actividad de fosfolipasa A (9,37). 



Proteínas malnce, 
o 

Lipoproleína de BIClllll 

Figura 2. Organización de las prote1nas en la membrana 
externa (Tomado de 27). 



l.4 

1.4.3 Porinas. 

Las porinas son proteínas de membrana externa de peoo 

molecular de 31000 a 48000 daltones, su composición de aminoácidos 

indican una moderada hidrofobicidad y un indice de polaridad del 

45%. Presentan un punto isoeléctrico de 4.5 a 4.6 (35). 

Reciben e1 nombre de porinas porque se arreglan en forma 

regular en la membrana externa formando trímeros, que forman poros 

o canales que permiten la entrada pasiva inespecifica de pequeftas 

moléculas hidrofllicas a través de la membrana externa (fig 

23) (22). 

En Escherichia coli las porinas son codificadas por los genes 

ompc, ompF, y phoE. Estos genes son expresados en condiciones de 

baja osmolaridad, alta osmolaridad y baja concentración de 

fosfatos, respectivamente (JJ,54). 

La proteína modificable por el calor está codificada en 

Escherichia coli por el gene ompA y probablemente se encuentra 

fuertemente asociada al lipopolisacárido (J.1, 52). Los genes ompA de 

~y s.typhimurium han sido aislados y secuenciados (J,12). 

' 

1 

1 
:.~ r 



Figura 

l.5 

3. Conformación tridimensional de porinas. Modelo 
propuesto por Jap para la porina Pho E, en l.989 
basado en estudio de critalograf 1a electrónica con 
una resolución de 18 Aº (Tomado de 22). 
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1.s Antecedentes de Investiqaci6n en México. 

En el Centro de Investigación Biomédica del D.F (División de 

Inmunoqu1mica), se pretende la obtención de una vacuna contra la 

fiebre tifoidea, que sea capaz de inducir protección de larga 

duración, de gran efectividad en una sola dosis y sin reacciones 

colaterales, y que su producción a gran escala sea rápida, segura 

y económica. 

Los estudios realizados se han enfocado a evaluar la inmunidad 

protectora de las protelnas de membrana externa (PME} de salmonella 

~, de las que se ha demostrado lo siguiente: 

-Las PME de Salmonella tyP...hi obtenidas con una contaminación 

del 4% de lipopolisacárido (LPS), protegen al reto con 1000 DLs0 de 

la bacteria homologa (19). 

-Los anticuerpos anti-PME de Salmonella typhi desarrollados en 

conejo, protegen pasivamente al ratón contra el reto de la bacteria 

viva(19). 

-Durante la fase de convalescencia, el suero de pacientes con 

fiebre tifoidea tienen anticuerpos de clase IgG dirigidos contra 

las porinas de Salmonella typhi (37,4). 

-Las porinas de Salmonella tvnhi, protegen el 90% en el modelo 

murino cuando se inmunizan con lOµg y se retan con 100 DLso (20). 

Las porinas de Salmonella typhi, protegen el 90% en el modelo 

rnurino cuando se inmunizan con JOµg y se retan con 500 DLso (20). 
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-Los Anticuerpos monoclonales anti-porinas protegen el 60% al 

reto de 20 DL50 de salmonella typhi y los anticuerpos monoclonales 

anti-LPS no tienen efecto protector (21,40). 

-se formuló una preparación de porinas de Salmonella tyohi 

estéril con una concentración de lOOµg/ml, se probó en un modelo 

murino y demostró ser segura y no pirogénica (J9). 

-se midió la capacidad de las porinas Salmooella typhi de 

inducir activación de macrófagos de ratones C3H/FeJ dependientes de 

linfocitos T in vitro. ·se encontró que los macrófagos fueron 

capaces de eliminar aproximadamente el 50% de la bacteria 

intracelular infectante (40). 

-se obtuvo un conjugado porinas-toxoide tetánico con actividad 

protectora contra el reto de l.000 DI.so de Salmonella typhi en la 

cepa C,H/FeJ (21). 
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1.6 Porina omp e recom.binante. 

En la actualidad se está tratando de obtener a las porinas por 

métodos de DNA recombinante para eliminar contaminantes como el 

LPS. 

Haller y col {1975), obtuvieron cepas de ~chia coli 

K12, mutantes de las proteínas principales de la membrana celular 

(16). 

Inouye y col (1983), secuenciaron la región promotora del gen 

ompc en Escherichia coli (53). 

Calva y col (1987), aislaron el gen que codifica para la 

porina ompc y la clonaron en Eschericbia coli HBlOl y P678-54 (43). 

Venegas y col (1988), clonaron en Escherichia coli, el gen que 

codifica para la expresión de una porina de 36 KDa de Salmonella 

~(58). 

Vaara y col (1989), secuenciarot1 el gen ompH, reportado de 

~nella typhi, que codifica para la expresión de la proteína 

ompH, de 16 KDa (24). 

McGroarty y col (1990), obtuvieron la cepa RAM122 a partir de 

Escherichia coli K-12, la cual contiene una deleci6n en la porina 

Ompc, de los aminoácidos 103 al 110 (57). 

Cabello y col (1990), en el Departamento de Microbiolog1a, 

New York Medica! College, Valhalla, USA, obtuvieron el ONA de cepas 

de Salmonella typhi procedentes de Perd, México, Chile, India y 

Inglaterra, y compararon el genoma para la expresión de prote1nas 

de la membrana externa (10). Y en 1978, caracterizaron y clonaron 
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la porina de 36 KDal Ompc de salmonella typhi en Escherichia coli 

UH302. La clona recombinante fue identificada por su capacidad de 

dotar a Escherichia coli de la susceptibilidad a bacteriófagos 

porina espec1ficos y por la aparición en la membrana de una nueva 

prate1na a 36 KDal (1). 

El plásmido pSTlJ, se obtuvo a partir de Salmonella typhi 

Ty2, de la cual se extrajo el ONA y construyó un cósmido ( 1). 

Posteriormente este cósmido se introdujo por transducción en 

Escherichia coli UHJ02. 

La bacteria Escherichia coli UH302 fue obtenida a partir de la 

cepa P400, por selección sucesiva a los fagos Tulb, Tul~ y Tull 

(6). 

Para determinar la presencia del cósmldo recombinante, en 

Escherichia coli UH302, se seleccionó con el bacteriófago P221, el 

cual tiene como receptor en Salmonella typhi a la porina Ompc (1). 
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2.-PDNDAMENTACION DEL TENA. 

La fiebre tifoidea es uno de los principales problemas de 

salud en América Latina. Durante 1990, se presentaron 

aproximadamente 89, '391 casos, que representan una incidencia de 

20.a casos/100,000 habitantes, que ha llegado a ser hasta de 150 

casos/100,000 habitantes en Chile. 

En México en 1989 se notificaron 16,852 casos que representan 

una tasa de 20 casos/100,000 habitantes y se registraron 692 

muertes que representan una mortalidad de o.02¡100,000 habitantes 

(2). 

El grupo de edad más afectado es de 15-44 años, que representa 

el 58.62% de los casos, lo cual equivale a más de 500,000 días 

laborables perdidos. 

Las estrategias propuestas para el control epidemiológico de 

esta enfermedad incluyen, el mejoramiento de la infraestructura 

sanitaria, campanas de educación sanitaria a la población, control 

de portadores tifoldicos y desarrollo de vacunas profilácticas. 

El mejoramiento de la infraestructura implica mucho tiempo y 

dificultad, sobre todo en paises subdesarrollados, ya que para ello 

es necesario no sólo mejorar el nivel económico de la población 

sino también elevar su nivel de educación, siendo más viable el 

desarrollo de vacunas profilácticas. 
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El desarrollo de una vacuna consiste en una serie de pasos que 

comprende, la identificación del agente inmunogénico, 

identificación y caracterización de los antigenos protectores, 

evaluación del inmun6geno en animales, ensayos de respuesta 

inmunológica en humanos, y por último la evaluación y producción a 

nivel industrial. 

La División de Inmunoquimica, se ha enfocado a estudiar las 

PME de Salmonella typhi. Durante el desarrollo de esta tesis se 

evaluó la actividad protectora de la porina OmpC recombinante, como 

posible agente inmunogénico para la obtención de una vacuna contra 

1a fiebre tifoidea. 
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3. - PLANTBAHIBNTO DEL PROBLEMA. 

Por estudios anteriores se sabe que el complejo de porinas de 

Salmonella typhi obtenidas por Nikaido (36), tienen actividad 

irununogénica, en el modelo murino. 

Sin embargo no se ha evaluado la actividad protectora 

independiente de cada porina ya que no se cuenta con un método 

adecuado para la separación de las porinas a partir de §..almonella 

~· 
El Dr. Cabello y colaboradores, obtuvieron la cepa ,Escherichia 

~ UHJ02/pSTl3, la cual tiene el gen que codifica para la 

expresión de la porina Ompc de Salmonella typhi, y la cual fue 

donada a la división de Inmunoqu!mica para la obtención de esta 

proteína recombinante. 

Se purificó la porina ompc recombinante, por el método de 

Nikaido (36) y posteriormente se evaluó la actividad protectora de 

esta, en el modelo murino empleado CJH/Fej y BALB/c. 



~.-MODELO EXPERIMENTAL. 

Determinación de la DI.so de Salmonella 

.tl!l!hJ. 9,12,d,Vi en ratones BALB/c y 

<;H/Fej. 

caracterización, siembra y cosecha 

de Salmonella typhi 9,12,d,Vi y 

Escherichia Q.Q..U UH302/pST13. 

Obtención de proteínas de la membrana 

externa y porinas de Salmonella typhi 

y Escherichia coli UHJ02/pST1J. 

Purificación~ caracterización y 

cuantificación de las porinas. 

Inmunización de cepas murinas con 

porinas de Salmonella tVPhi y porina 

ompC recombinante de Escherichia coli 

UHJ02/pSTlJ. 

Reto de cepas con 500 0~0 de la 

bacteria viva. 

23 
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OBJETIVOS. 

Objetivo qeneral. 

-Aislar la por ina recombinante Ompc y evaluar el papel que 

juega en la inducción de protección en un modelo murino contra el 

reto a Salmonella typhi 9,12,d,Vi. 

Objetivos particulares. 

-Purificar y caracterizar la porina recombinante Ompc de 

Salmonella typbi 9, 12,d, Vi expresada en Escherichia coli 

UH302/pST13. 

-Evaluar la capacidad de inducir protección activa de la 

porina recombinante Ompc en un modelo murino de fiebre tifoidea 

empleando como cepa de reto a ~monella typhi 9,12,d,Vi. 

-comparar la respuesta inmune que presentan dos cepas 

endogámicas de ratones con diferente capacidad para responder a 

porinas. 
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6.- HIPOTBSIS. 

Se sabe que dos de las porinas de Salmonella typhi 9,12,d,Vi 

inducen protección en modelos murinos contra el reto de la bacteria 

hom6loga, por lo tanto al inocular la porina ompC recornbinante de 

Salmonella typhi, ésta será capaz de inducir una respuesta 

protectora menor a la de las dos porinas de Salmonella typhi juntas 

en el mismo modelo murino. 
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7.- MATERIALES Y HBTODOS. 

7.1 Aniaales da experimentaoi6n. 

Se trabajó con ratones hembras de las cepas <;H/Fej y BALB/c, 

de 11-13 g, para retos con 500 0~0 de Salmonella typhi 9,12,d,Vi. 

se trabajó con ratones hembras de las cepas c 3H/Fej y BALB/c, 

de 16-18 q, para determinación de la DI.so de Salmonella tvnhi 

9,12,d,Vi. 

Ambas cepas fueron mantenidas en el Instituto Nacional de 

Higiene de la SSA. 

7.2 Bsqueaas de imaunizaci6n. 

Para evaluar la capacidad de la porina recombinante 

de inducir inmunidad activa en el modelo experimental murino, se 

formaron grupos de 10 ratones de 11 a 13 g de peso. 

Se inmunizaron y retaron por v1a i. p de acuerdo con el 

siguiente esquema de trabajo: 

DI.a de 

Inmunización. 

o -------------
15 -------------
25 Ola de reto con 500 

Inmunización con 

porinas Ompc rec (µg) ~ 

Lote 1 Lote 2 

5 10 

5 10 

o¡,,,. 

* Cepa de reto; salmonella typhi 9,12,d,Vi resuspendida en 



mucina al 5% en solución salina. 

Grupos testigo;Ratones inmunizados con mucina al 5% en 

solución salina, solución salina isot6nica y 

porinas de Salmonella typhi 9,12,d,Vi. 

27 

El grado de protección se evaluó como la sobrevi vencía a los 10 

d1as del reto. 

7. 3 Dosis Letal Media (DL~m> 

Se creció Salmonella typhi 9,12,d,Vi durante 16 hrs a J7ºC en 

agar BHI, seguido de una resiembra en el mismo medio, las bacterias 

se cosecharon a las B hrs. de cultivo (fase de crecimiento 

logarltmico). 

El cultivo bacteriano se ajustó a una concentraci6n de 109 

bacterias/ml en solución salina isotónica (0.6 de o.o a 540 nm), a 

partir de esta suspensión se siguió el esquema de trabajo que se 

describe a continuación; 



suspensión de bacteria 

(1x109), o.o o.59 a 540nm. 

lrnl susp. 

+ 9ml ssr. 

L 
** 

Diluciones seriadas 

en Mucina (5% en SSI). 

lxl08 lml susp. 

+ 9ml ssr••• 

1x107 _J 
1Xl06 

1x105 

Diluciones seriadas 

en SSI. 

lxl04 ___ .__.,...._ ____ 1x103 • 

1x103 

lxl02 

1x101 

+9ml SSI. ! 
ix102----Diluci6n 1: 2. 

1x10 1 ----Direita~ ml. 

28 

Conteo de UFC en 

A.N*** 

se sigue el mismo esquema para las diluciones subsecuentes. 

** suspensiones empleadas para las inoculaciones. 

*** SSI.- Solución salina isotónica. 

A.N.- Agar nutritivo. 

U. F. e. -Unidades formadoras de colonias. 
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A partir de la suspensión de bacteria en mucina (mucina 

g~strica de cerdo al 5% en solución salina estéril), se inocularon 

o.s ml, por v!a intraperitoneal, a grupos de 10 ratones 9, de 16-

lBg de las cepas C,H/Fej y BALB/c. 

como·grupo testigo se emplearon ratones inyectados con o.s ml 

de mucina al 5% en solución salina. 

se registró la sobrevivencia por 3 dlas a partir de la 

inoculación, posteriormente se determinó la OL50 de acuerdo al 

método de Reed y Muench (44), segan la siguiente fórmula: 

Log DL,,0= Log dil<50\ - (D.P) X Log factor de dilución. 

En donde: 

Log dil<50%= Logaritmo de la dilución inmediata inferior a 

la dilución que mata al 50% de la población. 

D.P= Distancia proporcional 

D.P:a 50% - <50% 

>50%- <50% 

En donde; 

50%= Dilución de la concentración que mata al 50% de la 

población. 

<50%=Diluci6n inmediata inferior a la dilución que mata al 

50% de la población. 

>50% 0 Diluci6n inmediata superior a la dilución que mata al 

50% de la población. 
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7.4 caracterización de las copas bacterianas. 

Se trabajó con Escherichia coli UHJ02/pSTlJ y Salmonella typhi 

9,12,d,Vi. El aislamiento de las bacterias se realizó en los medios 

de cultivo BHI y Macconkey. 

Para corroborar que se estaba trabajando con la bacteria de 

interés se realizaron las siguientes pruebas bioqu1micas: 

fermentación de glucosa y sacarosa, producción de H2S, movilidad y 

descarboxilación de la ornitina y lisina para lo cual se emplearon 

los siguientes medios: 

- Agar l1ierro y triple azúcar (TSI) • 

- Agar de hierro y lisina (LIA). 

- Movilidad Indol ornitina (MIO). 

- Citrato de Simmons. 
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7.5 cultivo y cosecha de la bacteria. 

Escherichia coli UHJ02/pST13, se sembró en placas de agar BHI 

y se dejó crecer durante 24 horas, a J7°c, se tomó un in6culo el 

cual se depositó en un matraz de 500ml que contenían 250 ml de 

medio m1nimo A. 

Después de un tiempo de crecimiento de 19 horas a 3 7°C, se 

dividió cada inoculo en partes iguales y se agregaron a garrafones 

que conten1an 1.5 lt de medio mlnimo A, complementado con 0.1% de 

extracto de levadura y o. 5% de glucosa, los garrafones se incubaron 

a 37ºc con agitación de 200 t"pm durante 8 horas deteniendo el 

crecimiento logar!tmico. 

Posteriormente se centrifugó a 4000 rpm/20minutos ( Sorvall 

RC-58 Refrigerated Superspeed centrifuga). Para obtener la pastil.la 

bacteriana. 

7.6 Aislamiento de proteínas de la membrana externa. 

La obtención de PME de las cepas trabajadas se realizó de 

acuerdo con el método de Schnaitman (SO), para ello las bacterias 

cosechadas en la fase de crecimiento logarítmico se ajustaron a una 

densidad óptica de 1. o a 660 nm; posteriormente se rompieron 

mediante sonicación a 180 watts (Lab Line Ultratrip Labsonic system 

sonicator) por periodos de 2 minutos en baño de hielo hasta 

disminuir la absorbancia a o.J. 
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Para eliminar bacterias enteras de la suspensi6n sonicada ésta 

se centrifugó a 7000 x q durante 15 min, del sobrenadante se 

sediment6 la envoltura celular por ult1·acentrifugaci6n a 200 ooo x 

g/45 minutos a 4ºC (LB ao ultracentrifuge Beckman Instrumenta, 

rnc.), la cual se solubiliz6 con Tritón x-100 al 2% en Hapas 0.01 

M pH 7.4. La fracción J.nsoluble en tritón x-100 (membrana externa 

y peptidoglicana) se sedimentó por ultracentrifugación en las 

condiciones antes mencionadas y para lograr la extracción de las 

PME se resuspendió en Tris-HCl pH 7.2 que conten!a Tritón x-100 al 

2t y 5 mM de EDTA, se incubó durante 10 min a J7°c y posteriormente 

se Ultracentrifugó a 200 000 x q/45 min/37ºc. Las PME se 

recuperaron en el sobrenadante y se mantuvieron a -70ºC hasta que 

se utilizaron. 

7.7 Obtención de porinaa. 

La pastilla bacteriana obtenida a partir de la cosecha se 

resuspendi6 en amortiguador de tris-HCl O.lM pH 7.4 hasta obtener 

una densidad óptica del a 660nm (espectrofot6metro Beckman OU-7), 

la bacteria colocada en un bafto de hielo se rompió por ultrasonido 

por periodos de l minuto por 3 minutos de descanso (Lab-line­

Ultratip Labsonic system), hasta obtener una densidad de 0.4 a 660 

nm. El lisado as1 obtenido, se trat6 con DNasa y RNasa incubándose 

durante 30 min en un bano para disminuir la viscosidad y eliminar 

los ácidos nucléicos. 
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Se concentraron las membranas por Ultracentrifugaci6n 

(Ultracentrifuge rotors All Beckman preparativa) a 35000 rpm 

durante 30 minutos a 4ºc, se solubilizaron en Tris O.lM, pH 7.7, 

SOS (dodecil sulfato de sodio ) al 2%, se incubó a 32ºC durante JO 

minutos, posteriormente se Ultracentrifugó a 45000 rpm durante 30 

minutos a 2oºc y el sedimento se sometió a una segunda 

solubilización en las condiciones descritas anteriormente. 

El sedimento de este segundo proceso, contenía peptidoglicana, 

de donde se extrajeron las proteínas unidas a ella solubilizandolas 

con Tris 50 mM, NaCl O. 4M y 2-mercaptoetanol O. 05%, se incubó 

durante 2 horas a J7ºC, y se ultracentrifug6 a 20000 rpm durante 1 

hora a 2oºc obteniendose en el sobrenadante la porina recombinante. 

7.8 PUriricaci6n de porinas por cromatogra~ia de 

cn:alusi6n molecular. 

El sobrenadante obtenido con anterioridad se pas6 a través de 

una columna de Sephacryl s-200 

Chemical co) con un flujo de 

( 80 cm por 2. 6 cm, Pharmacia 

4ml/hr. Se recolectar6n las 

fracciones, detectandose la presencia de proteinas a 2so nm. La 

cantidad de muestra colocada fué de 8 ml y, se recuperaron en un 

colector (LKB Instruments). La porina racombinante se dializó 

contra NaCl 0.1M. Para utilizar nuevamente la columna, se lav6 con 

un volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel. 



7.9 Blectroforesis de proteínas en geles de 

poliaorilamida (SDB-PAGE). 

El gel de poliacrilamida se corrió en una unidad 

electroforética para geles verticales en placa (Midget 

Electrophoresis Unit LKB) en condiciones reductoras y sistema de 

amortiguadores discontinuos, de acuerdo con el método de Laemmli 

(28). 

Se utilizó como amortiguador de muestra Tris 0.125M pH 6.8, 

que contenía SOS al 2%, 2-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y 

azul de bromofenol al o. 005%. El gel superior conten1a 5% de 

acrilamida, 0.13\ de bis-acrilamida, 0.1\ de sos en Tris-Hcl 0.5M 

pH 6.8. El gel separador contenla 11.2\ acrilamida, 2.5\ de bis­

acrilamida, 0.19\ de sos en Tris-HCl 1.SM pH e.a. 

El corrimiento electroforético se llevó a cab6 durante 3 

horas, empleando lSmA por placa y como amortiguador de corrimiento 

se utilizó Tris 0.025, glicina 0.192 M, SOS al 0.1%, pH 8.3. 

Posteriormente, los geles se tii\eron durante 30 minutos en una 

solución de azul de Coomassie R-250 al o. 25\ en metanol-ácido 

acético-agua (227:46:227) (50). Se destineron empleando una solución 

de metanol-ácido acético-agua (30:7:63) (50), hasta que el fondo del 

gel fue transparente. 
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7.10 cuantificación da protainas. 

La cuantificaci6n de la porina recombinante, se realizó de 

acuerdo al método de Lowry (29), empleando albOmina sérica bovina 

como prote1na de referencia (Sigma Chem Co). 

se sugiere el rango de 10 a 250µg de prote1na para establecer 

la curva. 
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a.- RESULTADOS. 

0.1 caracterimaci6n de Balmonella typhi 9 1 12,d,Vi. 

se caracterizaron las bacterias antes de emplearse y los 

resultados son los siguientes: 

Agar hierro y triple azúcar (TSI). 

Fermentación de la lactosa (-) 

Fermentación de la sacarosa (-) 

Fermentación de la glucosa (+) 

H2S (+) 

Agar hierro y lisina (LIA). 

Descarboxilaci6n de la lisina (+) 

H~ (~ 

citrato de Simmons (-) 

- Medio MIO. 

movilidad (+) 

Producci6n de indol (-) 

Oescarboxilaci6n de la ornitina (+) 



a.2.- caracterizaoi6n 4e Escherichia coli UH302/pST13. 

- Aqar hierro y triple azocar (TSI). 

Fermentación de la lactosa (-) 

Fermentación de la sacarosa (-) 

Fermentación de la glucosa (+) 

H2S (-) 

Aqar hierro y lisina (LIA). 

Oescarboxilaci6n de la lisina (+) 

H2S (-) 

Citrato de Simmons (-) 

Medio MIO. 

movilidad (+) 

Producción de indol (+) 

Oescarboxilaci6n de la ornitina (-) 

e.3.- Obtenci6n de las protoinas da la membrana externa de 

Esoheriohia coli OB302/p8Tl3 • 
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Las proteínas de membrana externa se obtuvieron por el método 

señalado, se solubilizaron en amortiguador de fuerza iónica elevada 

y se corrieron en condiciones reductoras. 



38 

En el gel de poliacrllamida (figura 4), fué posible ver la 

banda de la prote1na ompc recombinante (carril 3) , la cual se 

encuentra entre 36-40 KDal. Se colocaron protelnas de la membrana 

externa de otra variedad de Escherichia coli que no contiene el gen 

que codifica para la expresión de la porina OmpC, por lo tanto la 

banda correspondiente no aparece en el gel de poliacrilamida 

(carril 2). En el carril 1, se colocaron las prote1nas de la 

membrana externa de Escherichia coli UH302/pST13, que contiene el 

gen para la expresión de la porina Ompc recombinante, la cual 

aparece como una marcada banda, a la misma altura que la de la 

porina ompc recombinante de el carril 3. 
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2 3 

Figura 4. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para las 
proteinas de la membrana externa. En el gel se 
comparan membranas de E. coli UH302/pST13 (carr~l 
1), con otra variedad de E. co1-i que no contine el 
plásmido pSTlJ, que codifica para la porina Ompc 
(carril 2) y en el carril 3 se muestra la porina 

OmpC recombinante obtenida por el método de 
Nikaido. 



8.4.- Obtención y purificación de la porina racoml>inante 

Ompc. 
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Las porinas fueron purificadas, eluyendo en una columna de 

Sephacryl s-200. Donde se ve que a una absorbancia de 280 nm, en la 

fracción nümero 19 hay un pico máximo, el cual es debido a la 

presencia de lao porinas (gráfica 1). 



Elución de OmpC recombinante. 
Sephacryl S-200. 

Abaorbanola a 280nm. 

Porln• d• E. coll UH302/pST13. 

Fracciones de columna. 

Núm. da Fracción. 

-serles 1 
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GrAr1ca 1. Eluci6n a través de columna de Sephacryl s-200 de 
porina Ompc recombinante, obtenida a partir de 
~erichia coli UH302/pST13. 
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s.s.- Caraaterizaai6n de la porina OmpC recombinante. 

Se corrieron las porinas, de Eucherichia coli UH302/pST13 en 

geles de poliacrilamida, donde se corroboró su identidad. Para 

Escherichia coli UH302/pST13, sólo se obtuvo una banda entre 36 y 

40 KDal que corresponde a la porina OmpC (figura 5). 

En el caso de salmonella typhi 9,12,d,Vi se ven claramente dos 

bandas de porinas, no se sabe a que porina corresponde cada banda, 

sin embargo se sabe que una de las bandas corresponde a la porina 

OmpC. 
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5. Corrimiento electroforético en condiciones 
reductoras de las porinas. En los carriles 3 y 4, 
se encuentra la porina ompc recombinante, obtenida 
de Escherichia col i UH302/pST13 a diferente 
concentración y en el carril 2, las porinas 
obtenidas de Salmonella typhi 9,12,d,Vi. En los 
carriles 1, se encuentran los marcadores de pesos 
moleculares que corresponden a: Fosforilasa b 
(93), Albúmina bovina (68Kd), ovoalbOmina 
(45Kd), Anhidrasa carbónica (25Kd) y lisozima 
(14Kd). 
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e. 6. - cuantificaoi6n de las proteínas por el método de 

Lovry. 

se realiz6 una curva estandar con ABS (gráfica 2), donde se 

ley6 la concentración de prote!na que se encontraba presente en 

alícuotas de 10 µl, obteniendo posteriormente el valor medio de la 

concentración que fué de 5.8 mg/ml de porina recombinante, y l.O 

119/ml de porinas de salmonella typhi 9,12,d,Vi. 
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Curva estandar de Lowry. 
Cuantificación da proteína. 

0.4 ............................................ . 

0.3 

300 

µg da proteína. 

- Absorbancla. 
F.•land•r:ABS. 

Gráfica 2. curva estandar empleada en la cuantificación de 
porinas por el método de Lowry. 
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a. 7. - Determinación de DL50. 

Se inocularón lotes de 10 ratones de la cepa BALB/c y c3H/Fej, 

hembras de 16-18 gr, con las siguientes dosis de Salmonella typhi 

9,12,d,Vi; 104, 105 ~ 106, 107, 108• 

Los resultados se muestran en las gráfica 3 y 4, donde se 

observa que para c 3H/Fej n la dosis de 1x107 se ha muerto la mitad 

de la población, a diferencia de BALB/c que se observa que la dosis 

se encuentra entre lxl05 y 1x106. 

Posteriormente se determinó la DI.so empleando el modelo 

estadístico de Reed y Muench, la cual fué para BALB/c de 6x105 

bacterias/ml y para C,H/Fej fué de l,Sxlo' bacterias/ml. 



47 

Dosis Letal Media. 
Cepa C3H/Fej. 

100 ............... . 

80 ................ . 

60 ............... . 

40 ............... . 

20 

o L.__;. _ _,...,='---
Mucfna10 exp3.10 exp410 expBIO exp630 exp720 expB. 

Dosis de bacteria lno·culada. 

19% de muertos. 

Gráfica 3. Respuesta de cepa C,H/Fej, a diferentes dosis de 
Salrnonella typhi 9,12,d,Vi. 



Dosis Letal Media. 
Cepa BALB/c. 

100 

80 

60 

40 ............... . 

20 .............. . 

Muclna. 10exp3 10exp4 10exp5 10exp6 10exp7 

Concentración de bacterias inoculadas. 

lfiil % de muertos. 
Raton•• h.mbr .. d• 1~18 g d• pHo. 
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Gráfica 4. Respuesta de cepa BALB/c, a diferentes dosis de 
filllm.Qnella typhi 9,12,d,Vi. 



e.a.- Evaluaci6n de la actividad protectora (cinética da 

sobrevivencia). 
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Se siguió el esquema de inmunización descrito en la 

metodología para ambas cepas, retando el d1a 25 con 500DLs0, 

posteriormente se registró la sobrevivencia por 10 dias, los 

resultados se muestran en las gráficas 5 y G. 

Los resultados obtenidos mostrar6n una protección de 20% en 

ratones C 3H/Fej, ante el reto de 500DLs0 , cuando estos fuer6n 

inmunizados con 10 µg de porina recombinante Ompc. cuando se 

inmunizar6n con 5 µg no hub6 protección ante el reto de SOODLso· La 

actividad protectora para BALB/c inmunizados con 10 µq y 5 µq de 

porina recombinante, ante el reto de SOODLs0 fuá de 10.5% y 5% 

respectivamente. Para ambas cepas se usó un lote testigo, el cual 

se inmunizó con 10µ9 de porinas obtenidas a partir de Salmanella 

~ 9,12,d,Vi donde la protección fué del 100% ante e1 reto de 

sooor,,0 • 



Cinética de sobrevivencia. 
Cepa C3H/Fej. 

3 4 5 6 7 8 

Diaa posteriores al reto. 

Concentraciones. 

-10 ug Omp C (roe). + 5 ug 0"1p C (rec). 

"* 10ug porlnaa S.typhl -+-Solución salina 10ul 
Reto con 500 DL50 d• S. typhl. 

50 

9 10 

Gráfica s. Evaluación de la actividad protectora (cinética 
de sobrevivencia), para la cepa ~H/Fej. 



Cinética de sobrevivencia 
Cepa BALB/c. 

% de sobrevlvencla. 
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120~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

100•*-~-'lf-~*-~l!E-----;)lé-----;<é---i<é---ij¡--___,.E---ilE--~ 

80 

60 

40 

2:[__~~~~~~~~=··=··±···=··=···±··=··=···~··=···~· 
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Olas posteriores al reto. 

Conc9ntraclonea. 

- 5 ug da OmpC rec. + 10 ug de OmpC rec. 

"*10ug Porlnas S.typhl -e-sol. salina 10ul. 
Reto con 500 DLSO d• s. typhl. 

Grá:fica 6. Evaluación de la actividad protectora (cint!tica 
de sobrevivencia), para la cepa BALB/c. 
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9. - DISCUSIOH. 

La fiebre tifoidea es un grave problema de salud pública en 

México y otro paises del mundo. Para el control epidemiológico de 

esta enfermedad se han propuesto las siguientes alternativas; 

1) Mejoramiento de la infraestructura sanitaria, saneamiento 

básico, vigilancia y control de portadores tifoidicos. 

2) Desarrollo de vacunas profilácticas. 

Para la profilaxis de la fiebre tifoidea en nuestro país, se 

cuenta con una vacuna reconocida oficialmente, la cual es elaborada 

con bacteria muerta por calor, la inmunidad es de corta duración y 

presenta efectos colaterales adversos debido a la presencia de LPS. 

Tratando de solucionar esto en la actualidad muchas 11neas de 

investigación cient1fica están enfocadas a la generaci6n de nuevas 

vacunase El estudio de las PME de las bacteria Gram-negativas ha 

cobrado importancia, ya que se les considera elementos clave, por 

su naturaleza y localizaci6n, ya que inducen habitualmente la 

producci6n de anticuerpos de alta afinidad y que favorecen la 

respuesta celulare 

En estudios realizados con anterioridad se ha reportado que 

las porinas de Salmonella typhi 9,12,d,Vi protegen el 100% ante el 

reto de 500DLs0 , el inconveniente de estos ensayos fue que se 

trabajó con mezclas de cuando menos tres prote1nas, todas con una 

alta homología molecular y por lo tanto difíciles de separare 
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Empleando técnicas de biolog1a molecular fue posible la 

obtención de la cepa de Escherichia coli UH302/pST13, la cual 

contiene el gen que codifica para la expresión de la proteína Ornpc 

de Salmonella typhi 9,12,d,Vi. A partir de esta cepa se obtuvo la 

prote1na recombinante por Nikaido (36) y posteriormente se 

realizarón ensayos de protección en las condiciones indicadas en 

la metcdologia y se observó que la porina Ompc recombinante no 

protegía en ambas cepas murinas, ante el reto de 500 DLs;0 de la 

bacteria hom6loga, a pesar de que se sabe que las porinas obtenidas 

a partir de Salmonella typhi protegen el 100% al mismo reto. 

Los resultados nos llevan a pensar que la actividad protectora 

de las porinas de Salmonella tvnhi es debida al complejo de 

porinas con el LPS y que la actividad protectora no la confiere la 

porina Ompc por si sola. 

Por todo lo seftalado este trabajo debe considerarse como un 

ensayo introductorio en el estudio de la actividad protectora de 

las porinas de ~lla typhi y buscar nuevos modelos 

experimentales que nos permitan obtener porinas puras y evaluar su 

actividad protectora, pretendiendo a futuro la obtención de un 

agente inmunogénico puros, para la elaboración de nuevas vacunas 

contra la fiebre tifoidea. 

Durante la parte experimental se evaluó la resistencia a la 

bacteria viva en ambas cepas murinas, encontrandose para <;H/Fej 

una dosis letal mas elevada que para la cepa BALB/c, bajo las 

mismas condiciones experimentales. 

10.- CONCLUBrONBG. 
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1.- La porina Ompc fue obtenida y caracterizada, bajo las 

condiciones reportadas en la metodolog!a. Encontrandose una banda 

en aproximadamente 36 KDal, que corresponde a la porina Ompc. 

2.- La porin;t OmpC no protege ante el reto de 500 DI.sor de la 

bacteria viva en ambas la cepa t;H/Fej y BALB/c. 

3.- La cepa <;H/Fej, es mas resistente a la bacteria viva, que 

la cepa BALB/c, siendo para <;H/Fej la DI.so de 1, sx105 bacterias/ml 

y para BALB/c 6x105 bacterias/ml. 

4. - La intensidad de la respuesta protectora de la porina OmpC 

en ambas cepas murinas es semejante. Siendo mayor en la cepa 

c;tt/Fej, que es de un 20%, y para BALB/c de 10. 5%, cuando se 

inmunizó con 10µg de porina recombinante. 
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PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES. 

Entre los nuevos modelos experiMentales a futuro, se propone; 

1.- Unir el LPS a la porina OmpC recombinante, y evaluar su 

actividad protectora en modelos murinos. Esto nos permitirá 

analizar la respuesta inmune del complejo. 

2.- Obtener por ingeniería genética, las porinas recombinantes 

respectivas de Omp A, Omp F y Pho E. Y evaluar su actividad 

protectora en modelos murinos. Esto permitirá determinar, 

si es la mezcla de las porinas o alguna de ellas 

independiente es la que confieren actividad· protectora ante 

la infecci6n por salmonella typhi. 

3.- obtención de anticuerpos monoclonales, que permitan separar 

las porinas obtenidas por el método de Nikaido a partir de 

Salmonella typhi, y probar su actividad protectora de estas 

en un modelo murino. 

4.- Evaluar la actividad protectora de la porina Ompc 

recombinante ante el reto de 50, 100, 200 DLsa. 



llNBXO. 

Preparación de medios. 

-Aqar Nutritivo. 

extracto de carne (BBL) 

peptona (Difco) 

agar (Bioxon) 

agua destilada c.b.p 

J.00 g 

5.00 g 

15.0 g 

1 Lt. 

Disolver y esterilizar a 15 Lb por 15 min. 

-Inf'usi6n Cerebro y coraz6n. 

Infusión con cerebro de ternera (Difco) 200 g. 

Infusión con corazón de Buey (Difco) 250 g. 

Proteasa y peptona (Difco) 10 g. 

Bacto-Dextrosa (DircoJ 2 g. 

Cloruro de sodio 5 g. 

Fosfato de sodio 2 .s g. 

agua destilada c.b.p l Lt. 

Disolver y esterilizar a 15 Lb por 15 min. 
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Preparación de soluciones. 

-Amortiguador de fosfatos pH 7.4 

cloruro de sodio (Merck) 

fosfato ácido de potasio (Baker) 

fosfato dibásico de sodio (Baker) 

agua destilada 

-Tris so mM pH a.o, sos 0.2%. 

tris (Sigma) 

EDTA (Sigma) 

sos (Sigma) 

-Acrilamida. 

Acrilamfda (Biorad) 

N,N-Bismetilén acrilamida (Biorad) 

8.7 g 

2.7 g 

0.4 g 

1 l. 

6.05 

1.86 

2.00 

g/l 

g/l 

g/l. 

30.0 

o.so 

57 

q 

g 

Aforar a 100 ml con agua destilada y desionizada, filtrar en papel 

Whatman 41 y mantener a 4 ºe en frasco color ambar. 
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-Amortiguador Tris-HCl 1.5 M pH B.O 

Tris (Sigma) 18.15 g 

Ajustar el pH con HCl 2N y aforar con agua destilada y desionizada 

a 100 ml. 

-Amortiguador Tris-HCl o. 5 M pH 6. B. 

Tris (Sigma). 6.00 g 

Ajustar el pH con HCl 2N y aforar con agua destilada y desionizada 

a 100 ml. 

-Amortiguador de corrimiento electroforético. 

Tris (Sigma) 

glicina (Sigma). 

SOS (Sigma) 

3.00 g. 

14.4 g. 

1.00 g. 

-solución decolorante para azul de Coomassie. 

Metano! (Merck) 

ác. acético (Baker) 

agua destilada. 

so.o ml. 

25, o ml. 

925.0 mi. 



-Solución colorante de Cooroassie. 

metanol al 50% (Merck) 

ác. acético (Baker) 

azul de Coomassie (Sigma) 

454.0 ml. 

25.0 ml. 

1.20 9· 
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