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J.- RESUMEN 

Con el objeto de identüicar regiones antigénicas de la porina Omp C de Salmonefla 
typhi 9,12, Vi:d, la secuencia de ésta se analizó mediante algoritmos de predicción de 
epitopos para linfocitos B. Se seleccionaron dos regiones 246-254 y 285-303, por presentar 
características reportadas como típicas de los epitopos reconocidos por linfocitos B y 
posteriormente se sintetizaron en fase sólida. 

Con estos péptidos se inmunizaron ratones y se obtuvieron anticuerpos dirigidos 
contra estas regiones. Se titularon los sueros en ensayos de ELISA usando corno antígeno 
a la porina rOrnp C, el reconocimiento de estos anticuerpos hacia la porina nativa, nos 
permiten afirmar que los péptidos elegidos constituyen determinantes antigénicos expuestos 
en la porina. Después se analizó la capacidad de estos anticuerpos para reconocer a la 
bacteria completa, el anfilisis por citometría de flujo demostró que estas regiones se localizan 
en la superficie de la bacteria, por lo tanto son reconocidas por linfocitos B. Y para 
determinar si los anticuerpos anti-péptido son capaces de hacer un reconocimiento 
diferencial entre PMEs, se llevaron acabo ensayos de ELISA con PMEs de diferentes cepas 
de Sa/mo11e/la y Esc/ierichia, así como un ensayo de inmunoprecipitación. En ambos 
estudios. se encontró que los sueros policlonales no son capaces de distinguir entre 
S11/mo11el/a y Eschericl1ia, debido a la similitud que existe entre las PMEs de ambas cepas 
y a la policlonalidad del mismo. · 

Se concluye que los péptidos 246-254 y 285-303 están expuestos en la porina y en la 
superficie de la bacteria, lo que permite afirmar que son epitopos de B, que podrían jugar 
un papel importante en el control de la infección, mediada por complemento. 



11.-INTRODUCCION 

Las porinns son las principales proteínas de membrana externa de las bacterias Gram 

negativas, éstas proteínas con pesos moleculares de 38 a 40 KDa, se ensamblan como 

trímeros y forman poros o canales que permiten la difusión facilitada de pequeñas moléculas 

hidrofilicas al interior de la bacteria (36). 

Las porinas identificadas en Esc/1eric/1ia coli y en Salmo11ella typhimurium, son Omp C, 

Omp F y Pho E, mientras que Omp D, al parecer es exclusiva de Sa/mo11ella typhimurium. 

De acuerdo a su secuencia nucleotídica estas cuatro porinas presentan una homología de 

hasta el 69%, lo que sugiere un origen ancestral común y explica sus similitudes en peso 

molecular, punto isoeléctrico y papel biológico y solo difieren en su selectividad y afinidad 

por grupos iónicos. La estructura de las porinas presentan una gran estabilidad en presencia 

de detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), y las sales biliares, son altamente 

resistentes a la acción de algunas proteasas (35,36). 

Estructura de las porjnas. 

Dentro de la familia de porinas de Escheric/1ia y Salmo11ella, las más estudiadas son Omp 

F y Pho E de Esc/1erichia coli, pero debido a su gran homología se considera que la 



estructura de las otras porinas es muy similar y se sabe que están formadas por tres 

monómeros idénticos de forma cilíndrica semejante a un barril (12). 

El monómero de las porinas es un polipéptido de 336 residuos en promedio, su 

composición de aminoácidos indica una moderada hidrofobicidad y un índice de polaridad 

del 45% , con un punto isoeléctrico de alrededor de 4.5. Los estudios cristalográficos más 

recientes realizados en Omp F y Pho E, con resolución de 2.4 A y 3.0 A respectivamente, 

muestran que la unidad estructural es un barril IJ formado por 16 regiones de hojas anti

paralelas enlazadas en sus extremos por horquillas y por largas asas con algunas a hélices 

intercaladas. El cilindro se forma al cerrarse las estructuras ll de manera Pseudo-cíclica, 

mediante un enlace iónico entre el extremo carboxilo de la hoja ll-16 y el extremo amino de 

la hoja lll (12). 

En el centro del barril se forma un canal inclinado con respecto al eje longitudinal. 

La entrada del poro está restringida por las asas largas y disparejas que se extienden hacia 

el centro generando un diámetro de 11 A a 19· A. La salida del poro al espacio 

periplásmico, en cambio, tiene dimensiones de 15 x 22 A, y está definida por las vueltas ll. 

El mayor número de modificaciones en la secuencia proteica entre una y otra porina se 

localiza en estas asas, y por tanto son éstas las responsables de la diferencia en el tamaño 

de entrada de los poros (12). 
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Los monómeros de las porinas se ensamblan en el espacio periplásmico de la bacteria 

para Incorporarse a la membrana externa y formar trímeros (6). Contrariamente a lo que 

antes se pensaba, los canales no se fusionan entre sí, sino que permanecen separados a lo 

largo del trímero por una distancia de aproximadamente 35 A (12). 

La principal contribución a la formación del trímero es el entrecruzamiento de las 

regiones hidrofóbicas de las vueltas B 1-5 y B 16, donde los diez residuos carboxilo de la 

región B 16, en particular el último (una fenilnlanina muy conservada en las porinas), son 

esenciales para el correcto ensamblaje y estabilidad de las porinas (10,49). 

Ex¡iresjón y función de las porinas. 

Las porinas se encuentran en Ja superficie de la bacteria en cantidad relativamente 

elevada, pueden estar expresadas con más de 100 000 copias por célula, por lo que 

constituyen una de las proteínas más abundantes en términos de masa (35,36). 

Las condiciones de crecimiento, como la osmolaridad y la temperatura, regulan Ja 

expresión de las porinas. En un medio de cultivo común (que contenga fuentes de carbono, 

nitrógeno, factores de crecimiento y sales minerales), solo Omp F, Omp C y Omp D se 

producen; ya que pho E únicamente se expresa bajo condiciones de escasez de fosfatos 

(38,26). La expresión de Omp F se reprime por la temperatura y la osmolaridad elevadas, 

por Jo que algunas cepas prácticamente no sintetizan esta proteína a 37° C ni en presencia 
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de aproximadamente 0.9% de NaCJ. Por el contrario, Ja expresión de Omp C, se ve 

favorecida con niveles elevados de sales (36). Tabla 1 

La fisiología de las porinas como canales posiblemente se justifica como un medio de 

supervivencia de las bacterias en el ambiente del hospedero, rico en sales biliares. De 

manera que las porinas son ideales para repeler estos compuestos hidrofóbicos cargados 

negativamente (36). 

Al realizar estudios i11 vilro en los que se reconstituyen las porinas en membranas 

lípidicas, se ha demostrado que las porinas de Esc/1ericl1ia coli son permeables a trisacáridos 

y tetrapéptidos, lo cual implica que permiten el paso de nutrientes y iones a través de Ja 

membrana externa de Ja bacteria (6). 

• No hay información que muestre Ja especificidad del poro hacia los solutos, sino que 

aparentemente son las propiedades fisicoquímicas de los solutos las que determinan su 

velocidad de difusión a través de Ja porina, siendo tros las principales: a) el tamaño, b) la 

carga eléctrica y e) la hidrofobicidad del soluto. 

lnmunogenicidad de las porinas de S11/mo11c//a tvphi 

La estructura de las porinas de Salmo11e//a typhi no ha sido estudiada, sin embargo, se 

cuenta con suficientes evidencias para decir que desempeñan un papel imponante en Ja 

s 



inducción de una respuesta inmune contra la fiebre tifoidea (9.12,21,22,24,37). 

Isibasi y colaboradores, empleando un modelo murino han demostrado que la 

inmunización con un complejo de proteínas de membrana externa (PMEs) de Sa/mo11ella 

typhi, induce una respuesta inmune protectora, contra el reto de la bacteria homóloga hasta 

con 1000 DLso. en cambio esta protección disminuye al retar con Sa/mo11e/la typhimurium 

en las mismas condiciones (24 ). 

Se demostró que un suero anti-proteínas de membrana externa (PMEs) de Sa/mo11el/a 

typhi, empleado para inducir protección pasiva en ratones, reconoció con mayor intensidad 

a las porinas de las diferentes cepas de Salmo11e//a utilizadas en un ensayo de 

imnunoelectrotransferencia. Este hecho evidenció que las porinas podrían ser los antígenos 

responsables de la inducción de protección (24). 

El empleo de anticuerpos monoclonales de'isotipo lgM anti-porinas de Salm011e//a typhi 

9,12, Vi:d confirió una protección del 60% al reto con 20 DL50 en el modelo murino 

mientras que los anticuerpos monoclonales anti·lipopolisacárido no indujeron protección 

(39). 

Las porinas de Sa/mo11e//a typhi son también inmunogénicas en el humano. Esto se 

demostró, al evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes con fiebre tifoidea en fase 

convaleciente, se encontraron anticuerpos de clase lgG dirigidos contra ellas (37). De igual 
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modo, la administración de Ja vacuna antitifoídica oral indujo Ja producción de anticuerpos 

anti-porinas en los sujetos estudiados (9). 

Se demostró que las porinas de Salmo11el/a ryphi, Salmo11el/a typhimurium y Escliericliia 

coli son capaces de inducir Ja proliferación ui vitro de linfocitos de ratones NIH inmunizados 

con PMEs de Salmonella typhi, y más aún, que Ja respuesta a las porinas de Salmo11ella 

ryplii no se debió a Ja presencia de LPS ( 19). 

Posteriormente la inmunización con cantidades tan pequeñas como 10 µg de porinas 

purificadas de Salmo11e//a typlti, confirió protección al 90% de los ratones NIH retados con 

500 DI.so de Ja misma bacteria. En cambio no se indujo protección al reto con Sal111011ella 

typliimurium en las mismas condiciones, lo cual demuestra una respuesta especie-específica 

hacia las porinas (22). 

Con el fin de continuar el estudio del papel inmunológico de las porinas en la respuesta 

inmune contra la infección por Salmo11el/a rypl1i en el modelo murino, se inició la 

identificación mediante algoritmos de predicción de epitopos de las regiones antigénicas 

reconocibles por linfocitos B, en Ja porina Omp C de Salmo11e//a typhi. 
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PORINA 

OmpF 

e 

OmpD 

Pho E 

Tabla I. Características de las porinas de: 
a)Escherichia coli y b) Salmo11e//a typ/1imurium (12,36) 

Receptor a Peso Diámetro Regulación 
Fagos o Molecular Aproximado de la 
Colicinas KDa (nm) Síntesis 

a)Tul a, T2, 32.7 1.2 Reprimida por 
11'1, 11'2 alta 

. b)TI'S, Col A 39.3 1.2 osmolarldad 

•)Tul b, Mcl 36.0 1.1 Dcsrcprimida 
PA2,434,SSI, poralla 
11'5, 11'6 osmolaridad 
b)PH42, PHIOS 

39.8 1.3 PH221 

a)No licnc No tiene No tiene Depcndienlc 
b)PH31, PH42, 
PHSI 

38.0 1.3 de AMPc 

a)TC23,TC45 36.8 1.2 Des reprimida 
b)No ldcntif. 36.0 1.2 por escasez de 

fosfatos. 

La antigenicidad de una proteína reside en una parte restringida de la molécula conocida 

como delerminante antigénico o epitopo. Esta región está accesible en la superficie de Ja 

molécula y es reconocida por los paratopos o sitios de unión específica de una molécula de 

anticuerpo. Los paratopos están presentes en Jos extremos de cada uno de Jos Fab de Jos 

anticuerpos y consisten en regiones hipervariables de residuos que se unen al antígeno (42). 

8 



Con base en el estudio. de un gran número de regiones identificadas en diversas 

proteínas, se ha podido establecer que: 

1.- Los epitopos reconocidos por linfocitos T necesitan que el antígeno sea procesado 

por una célula presentadora de antígeno (CPA), y lo reconoce en el contexto de moléculas 

de histocompatibilidad. El linfocito T realiza este reconocimiento a través de su receptor de 

membrana TCR. Actualmente Rammensee (15,16,45) ha demostrado la presencia de 

patrones denominados motifs en las secuencias reconocidas en la molécula de clase 1 del 

complejo principal de histocompatibilidad del ratón y generalmente corresponden de 8 a 9 

aminoácidos, de la misma manera también se han reportado las secuencias para la molécula 

de clase 11 (29,44) siendo de 15 a 16 aminoácidos. En ambos casos éstas secuencias 

corresponden a un haplotipo determinado. 

2.- Los epitopos reconocidos por linfocitos B consisten en aminoácidos que pueden o no 

ser contiguos en la secuencia, pero que se encuentran unidos en la superficie de la proteína 

debido al plegamiento de la cadena polipeptídica (52). 
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Métodos de predicción de epito(lOS. 

- Algoritmos de predicción. 

Los algoritmos de predicción se han utilizado principalmente para dilucidar la estructura 

secundaria y terciaria de proteínas partiendo de su secuencia de aminoácidos. Estos han 

tenido más éxito para las proteínas globulares. Sin embargo, en el caso de proteínas 

transmembranales, la limitante es que muy pocas de éstas han sido cristalizadas y analizadas 

por difracción de rayos X (17,49,13). 

Para la búsqueda de cualquier estructura en una proteína, hélices hojas plegadas, o en 

nuestro caso sitios antigénicos, se deben conocer las funciones y objetivos de los algoritmos 

y a la par considerar los datos experimentales y características de la secuencia en estudio. 

Esto nos permitirá elegir el método adecuado aplicable al caso de predicción (17). 

A continuación se señalan algunas de las características generales de los sistemas de 

predicción: (8,18,32,33): 

1.- Buscan una propiedad estructural o figura que se relacione con el sitio antigénico. 

En este sentido la predicción de sitios de células T a partir de una secuencia, es mús 

adecuada que para la de epitopos de B si consideramos que los sitios reconocidos por 

linfocitos T siempre son fragmentos del antígeno, péptidos, asociados a una molécula del 
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complejo principal de histocompatibilidad en la superficie de una célula presentadora. Lo 

cual no involucra el reconocimiento de alguna conformación espacial como en el caso de 

epitopos de B que reconocen al antígeno en su forma nativa. 

2.- Evalúan la significancia estadística de la correlación entre esta propiedad y el sitio 

de estudio. Es decir, para ser útil en predicción no debe aparecer muy frecuentemente en 

toda la secuencia. 

3.- La evaluación del algoritmo se realiza comparando los sitios antigénicos predichos 

con los sitios reportados como inmunodominantes en una base de datos. 

Se ha empleado una variedad de técnicas para la búsqueda de estos sitios antigénicos 

dentro de las proteínas. Entre ellas las más utilizadas han sido la fragmentación química o 

enzimática de la proteína, la clonación de fragmentos genéticos, y la elaboración de péptidos 

sintéticos. Recientemente, con la introducción de los métodos que permiten la s[ntesis 

simultánea de muchas secuencias cortas, los péptidos sintéticos se han empleado como el 

medio primario para la identificación de los epitopos (46). 

Una estrategia para el mapeo de epitopos puede ser la de sintetizar varios péptidos con 

secuencias traslapadas que en total abarquen la secuencia completa de la proteína. Sin 

embargo, esto resulta demasiado costoso y laborioso, por lo que otra alternativa es la síntesis 

de péptidos seleccionados mediante una predicción de epitopos. 
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En la actualidad se cuenta con diversos programas computacionales elaborados a partir 

de estudios y modelos matemáticos, los cuales permiten establecer predicciones de las 

regiones de Ja proteína que puedan ser antigénicas. 

Por otro lado se ha descrito, que entre las características más importantes de Jos 

epitopos para inducir la respuesta inmune de la célula B, se encuentran las de ser las 

secuencias más expuestas en Ja superficie de Ja proteína, ser altamente hidrofilicas, cargadas 

y flexibles. Para establecer las predicciones de epitopos reconocibles por células B se tienen 

varios programas. El programa ANTIGEN (5), asigna un valor de hidrofilicidad a cada 

aminoácido de Ja proteína, de acuerdo a Ja escala de Levitt (20), y tomando fragmentos de 

seis aminoácidos, promedia sus valores. Así analiza regiones superpuestas a lo largo de toda 

Ja secuencia y selecciona la región más hidrofilica como un probable determinante 

antigénico. FLEXPRO, basa sus predicciones en el modelo de flexibilidad o movilidad de 

Jos antígenos, estudiado por Karpluz y Schulz. Con base en estudios de resonancia magnética 

nuclear y análisis cristalográficos a muy alta resolución, se determinaron coeficientes de 

agitación térmica (valores Debye-Waller), que representan d desplazamiento mínimo de 

cada átomo en un promedio determinado de posiciones (27). Tomando en cuenta el factor 

Debye-Waller para el carbono alfa de los aminoácidos, el algoritmo selecciona aquellas 

regiones a lo largo de la secuencia, que muestren los valores de movilidad más elevados (5). 
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ID.· FUNDAMENTACION DE IA ELECCION DEL TEMA 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa, causada por Ja ingestión 

e invasión masiva de Salmo11ella typ/1i. Se caracteriza por síntomas sistémicos como fiebre, 

malestar general, cefalea y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con exantema 

transitorio, esplenomegalia y leucopenia (28). 

La infección se adquiere por la ingestión de alimentos o agua contaminada con la 

bacteria, el elemento más importante en Ja cadena de transmisión es el portador 

asintomático, ya que este microorganismo afecta salo al ser humano y no hay reservorios 

animales. 

Esta enfermedad continúa siendo un problema de salud pública en los países en vías de 

desarrollo y en algunos paises industrializados. Se estiman 12 millones de casos anuales con 

una incidencia de 500 casos/100,000 habitantes, en Africa y Asia, en América 20.8 

casos/100,000 habitantes y en México 13.64 casos/100,000 habitantes (1). 

En la actualidad la vacuna autorizada por la OMS, elaborada a partir de la bacteria 

completa, no es eficaz ya que presenta reacciones secundarias por la presencia de 

endotoxina, no induce memoria y su período de protección es corta (30). Por tal motivo es 

necesario obtener una nueva vacuna, que no presente efectos colaterales adversos y la 
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protección generada sea de larga duración. 

Isibasi y colaboradores, empleando un modelo murino, han demostrado que la 

inmunización con un complejo de proteínas de membrana externa de Salmo11ella typlii y 

dentro de ellas las denominadas porinas (PM entre 38 y 42 KDa) inducen una respuesta 

inmune protectora, contra el reto de la bacteria homóloga, hasta con 500 Di.so· Por Jo que 

se propuso, que el mecanismo efector, en el control de la infección, es la activación del 

complementó por su vía clásica, la cual es disparada por la presencia de los anticuerpos anti

porinas, sobre la superficie de la bacteria (37). 

Las porinas estan presentes en Ja membrana de las bacterias Gram-negativas y son: Omp 

C, Omp D, Omp F y pho E. Para el caso de Sa/mo11el/a typ!li, la porina más estudiada es 

la denominada Omp C, de la cual se conoce el gen que codifica para su síntesis (41), asi 

mismo se sabe que esta proteína participa parcialmente en la inducción de protección (23), 

por lo cual en el laboratorio, se decidió utilizarla como modelo para estudiar los mecanismos 

involucrados en el control de la infección. 

14 



IV.• PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La porina Omp C de Salmonel/a typlii es una molécula compleja y por lo tanto 

constituida de muchos epitopos, de los cuales algunos están expuestos en la superficie de la 

bacteria y son reconocidos por linfocitos B. 

Con la finalidad de identificar, dichas regiones expuestas de la porina Omp C, se decidió 

realizar un mapeo de epitopos. Para iniciar el trabajo se predijeron las regiones 

potencialmente expuestas de la proteína (39) y en este trabajo se analizan las regiones 

comprendidas entre los aminoácidos 246-254 y 285-303; utilizando péptidos sintéticos 

acoplados a resina y sueros po!iclonales derivados de la inmunización con los mismos. 
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v .. OBJETIVOS. 

Objetivo General 

Mapear dos epitopos, para linfocitos B, de la porina Omp C de Salmo11ella typlii, que 

sean potencialmente antigénicos. 

Objetivos Particulares. 

-Caracterizar proteínas de membrana externa (PMEs) y porinas de diferentes 

especies de Sa/mo11e//a y Esc/1e1icl1ia. 

-Sintetizar las regiones 246-254 y 285-303 de la porina Omp C. 

-Obtener un suero hiperinmune dirigido contra las regiones 246-254 y 285-303. 

-Analizar la capacidad de los anticuerpos anti-péptido para reconocer a la porina 

sobre la bacteria completa. 

-Analizar si estos anticuerpos policlona!es son capaces de realizar un reconocimiento 

diferencia! entre especies de Salmone//a y Esc/1eric/1ia . 
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VI.- HIPOTESIS 

Los epitopos de la porina Omp C de Salmonefla ¡ypili (246·254) y (285-303), 

seleccionados mediante un programa computacional, son regiones expuestas en la superficie 

de la bacteria y van a ser reconocidas por los anticuerpos generados contra esos epitopos. 

De la misma manera estos anticuerpos reconocerán a la proteína nativa y a la bacteria 

completa. 

17 



VII.- MATERIAL Y MErODOS. 

Métodos bacteriológicos, 

- Cepas Bacterianas. 

Se emple.aron las siguientes cepas bacterianas: Salmo11ella typhi 9,12,Vi:d aislada de u.n 

paciente con fiebre tifoidea. Salmo11e//a typhi O 901, Salmonella ¡yphi Ty2, Salmonella 

typlúmurium, Escherichia co/i Kl2, Esclierichia coli DH5a, Esclzeric/1ia co/i DH5a/pStl3 . 

(expresa rümp C), Escherichia co/i UH302, Ercheric/1in coli UH302/pStl3 (expresa 

rOm'p C) y Stophylococc11S aureus , 

- Cultivo de Bacterias. 

Las bacterias empleadas para la obtención de PMEs se cultivaron en agitación a 200 

rpm durante 8 horas, a 37•C en medio Luria. Posteriormente las bacterias se cosecharon, 

en fase de crecimiento logarítmica, por centrifugación a 6000 rpm durante 15 minutos a 

4•C, La pastilla bacteriana se resuspendió en amortiguador de PBS pH 7.4, conservándose 

a -20•C hasta su uso. 
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Métodos bio~uímicos. 

• Aislamiento de PME. 

La obtención de PMEi de las cepas trabajadas se realizó de acuerdo al método de 

Schnaitman (47,48), para ello las bacterias cosechadas en la fase de crecimiento logarítmica 

se ajustaron a una densidad óptica de 1.2 a 660 nm; posteriormente se rompieron mediante 

sonicación (VIBRA CELL) a 180 watts, por periodos de 2 minutos en baño de hielo hasta 

disminuir la absorbancia a 0.2. Para eliminar las bacterias enteras de la suspensión sonicada, 

ésta se centrifugó a 7000 rpm, durante 15 minutos, del sobrenadantc se sedimentó la 

envoltura celular por ultracentrifugación a 35 000 rpm 45 minutos a 4•C (LS 80 Beckman 

!nstruments, !ne), la pastilla se solubilizó con tritón X-100 al 2% en Hepes 0.01 M pH 7.4. 

La fracción insoluble en tritón X-100 (membrana externa y peptidoglicana) se sedimentó por 

ultracentrifugación en las condiciones antes mencionadas y para lograr la extracción de las 

PMEs se resuspendió en Tris-HCI pH 7.2 que contenía tritón X-100 al 2% y 5 mM de 

EDTA, se incubó durante 10 minutos a 37°C y posteriormente se ultracentrifugó a 35 000 

rpm durante 45 minutos a 4°C. Las PMEs se recuperaron en el sobrenadante y se 

mantuvieron a -20°C hasta que se utilizaron. 
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Métodos analíticos. 

- Cuantificación de proteínas. 

La cuantificación del contenido de protefnas; se realizó de acuerdo al método de Lowry 

(31) empleando albúmina sérica bovina como proteína de referencia (Sigma Co). 

- Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

(SOS-PAGE). 

La SOS-PAGE (11) de PMEs se realizó en una unidad electroforética para geles 

verticales en placa (LKB lnstruments) en condiciones reductoras y sistema de 

amortiguadores discontinuos. El gel separador contenía 11.5% de acrilamida, .3% de 

bisacrilamida, 0.19% de SOS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 8.8. El gel introductor 

contenía 5% de acrilamida, 0,13% de bisacrilamida; 0.1% de SOS en amortiguador de 

Tris-HCJ 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se usó Tris 0.125 M pH 6.8, que 

contenía SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 

0.005%. 

El corrimiento electroforético se llevó acabo empleando 30 mA por placa y como 

amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SOS al 0.1 %, pH 8.3. 

Posteriormente Jos geles se tiñeron durante dos horas, en una solución de azul de Coomasie 

20 



R-250 al 0.25% en metano! ácido acético-agua (45:10:45). Se decoloraron empleando una 

solución de metanol-ácido acético-agua (5:10:85) basta que. el fondo del gel quedó 

transparente. 

• Ensayo inmunoenzimático en fase sólida: ELISA. 

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-péptidos en los sueros de ratón se 

empleó el método de ELISA (14). Para ello, se recubrieron placas de poliestireno de 96 

pozos (Nunc Co.), con 10 µg!mJ de porinas purificadas de Salmo11ella typhi y 30 µg/ml de 

las diferentes PMEs obtenidas. (Sa/mo11e//a ryp/Ji 9,12, Vi:d, Salmo11el/a ryplii O 901, 

Salmo11ella rypliimuriun~ Escl1erichia co/i K12, Escl1eric/1ia co/i UH302, Escl1ericl1ia coli DH5a 

y Esclien"chia coli UH302/pst13), en amortiguador de carbonatos (carbonatolbicarbonato de 

sodio pH 9.5), Z horas a 37°C y después a 4°C toda la noche. Una vez transcurrido este 

tiempo se lavó 5 veces con PBS-T [Tween-20 al 0.01% en PBS {NaCl 0.15 M, fosfatos 0.01 

M pH 7.6)], y se llenaron los pozos con solución de bloqueo (PBS-leche al 5% ), se 

incubaron 3 horas a 37°C, posteriormente se adicionaron 100 µl de los sueros a diferentes 

diluciones desde 1:50 hasta 1:3200, y se incubó la placa durante 3 horas a 37°C, después de 

5 lavados con PBS-T se agregaron 100 µl de conjugado {lnmunoglobulinas de cabra 

anti-inmunoglobulinas de conejo o ratón conjugadas a peroxidasa, Sigma Co.) se incubó la 

placa 2 horas a 37•C después se lavó 10 veces con PBS-T para posteriormente agregar 100 

µl de solución de sustrato orto-fenilendiamina {OPD) y H2o2 al 30% en amortiguador de 

citratos pH 5.6, y a Jos 30 minutos Ja reacción se detuvo agregando una gota de ácido 
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sulfúrico (H2S04) 2.5 N. Los pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Minireader 

II Dynatec). 

lnmunoprecipjtación 

- Marcaje de la bacteria. 

Se cultivaron toda la noche en medio.Luna (1% triptona, 0.5% de extracto de levadura 

y 1% de NaCI, pH 7.5) las bacterias: Sa.lmonella rypl1i 9,12,Vi:d y Escheric/1ia coli K12. 

Después se hizo una dilución de los cultivos hasta obtener una densidad óptica de 0.1 - 0.2· 

a 600 nm en 5 mi de medio M9 (0.6% NaHP04, 0.3% KH2P04, 0.5% NaCI, 0.1 % NH4CI, 

MgS04 1 M, glucosa al 20% y CaC!2 pH 7.4), incubándose a 37°C hasta alcanzar una 

densidad óptica de 0.4 y entonces se adicionaron 100 µCi a cada cultivo de 535. Metionina 

y se incubaron 30 minutos a 37°C con aereación, posteriormente se centrifugó a 2,500 rpm 

durante 10 minutos y se lavaron 2 veces con solución salina isotónica, resuspendiendo la 

pastilla en medio Birni I (glucosa 50 mM, Tris HCI pH 8, 25 mM y EDTA 10 mM.) 10% 

p/v y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, nuevamente se centrifugó a 

2500 rpm durante 10 minutos, la pastilla asi obtenida se resuspendió en 500 µI de buffer de 

lisis. (Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCI 150 mM, NP-40 al 1 % ), y se adicionaron en fresco 

inhibidores de proteasas (PMSF, Leupeptina, Aprotinina y Pepstatin), después se incubaron 

a 4°C por una hora, se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 minutos, guardándose el 

sobrenadante de lisis a -20°C, hasta su uso (40). 
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- Preadsorción 

En tubos eppendorf se colocaron 200 ¡d de una suspensión de Staphy/ococcus aurcus y 

se adicionaron los sobrenadan tes de lisis de las bacterias cultivadas, junto con 20 µI de suero 

normal de ratón y se dejó agitando toda Ja noche a 4•C, al día siguiente se centrifugó a 

2500 rpm 10 minutos, se descartó el peUet y se volvió a repetir este paso dos veces más. 

Obtención de Ja suspensjón de Staphy/ococcus aurcus Cowan 1 (SAC.). 

A partir de una colonia aislada de Staphylococcus aureus Cowan 1 cultivada toda Ja 

noche a 37°C en medio BH! (Infusión-Cerebro-Corazón), se inoculó a 50 mi de medio 

penassay (0.15% extracto de levadura, 0.15% extracto de carne, 0.5% peptona, 0.1% 

glucosa, 0.35% NaCJ, 0.37% K2HP04, 0.13% KH2P04), y se incubó a 37•C, con agitación 

toda Ja noche, al día siguiente éstos 50 mi se pas~ron a un matraz de 1000 mi que contenía 

500 mi del medio ya mencionado y se incubó en las mismas condiciones durante 8 horas, 

posteriormente se cosechó por centrifugación en botellas a 7000 rpm durante 15 minutos, 

a continuación se resuspendió Ja pastilla en PBS con 0.02% de azida de sodio y se lavó 2 

veces con ésta misma solución, nuevamente se resuspendió Ja bacteria en PBS con azida de 

sodio al 0.02% 10% p/v. Inmediatamente después se colocó la bacteria en un matraz para 

ser agitado a temperatura ambiente y se adicionó lentamente formaldehido hasta llegar a 

una concentración final de 1.5% luego se dejó agitando durante 90 minutos a temperatura 
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ambiente, en seguida se centrifugó a 7000 rpm 15 minutos y la pastilla se resuspendió 10% 

p/v en PBS con 0.02% de azida de sodio. Posteriormente se preparó un baño de agua a 

80° C en donde fue colocada la suspensión de SAC y mantenida así durante 5 minutos con 

agitación constante, transcurrido éste tiempo se transfirió a un baño de hielo y se lavó 3 

veces. Se hicieron preparaciones de la suspensión SAC 10% v/v y se guardaron a 4°C, para 

su utilización.( 40) 

Se tomaron 100 µI de la suspensión SAC y se centrifugó a 10,000 rpm 10 minutos, al 

pelle! se le adicionó el sobrenadante preadsorbido, se mezcló e incubó 30 minutos a 4°C, 

hasta entonces se le adicionaron los sueros adsorbidos dejándose a 4°C en un retador toda 

la noche, y se repitió el ciclo dos veces más. Se desechó el sobrenadante y el pellet se lavó 

3 veces en buffer de lavado (Tris 50 mM, EOTA 5mM, NaCI 150 mM y NP 40 1 % ), se lavó 

una vez más con Tris 10 mM pH 7.8, centrifugándose después y descartando el 

sobrenadante, después se resuspendió la pastilla en buffer muestra y se hirvieron durante 

10 minutos, posteriormente se corrió un gel de electroforesis que contenía 11.5% de 

acrilamida, 0.3% de bisacrilamida, 0.19% de SOS en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 

8.8. El gel introductor contenía 5% de acrilamida, 0.13% de bisacrilamida, 0.1% de SOS en 

amortiguador de Tris-HCI 0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra se usó Tris 0.125 

M pH 6.8, que contenía SOS al 2%, B- mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de 

bromofenol al 0.005%, Al final del corrimiento electroforético se colocó el gel en dimetil 

sulfóxido (OMSO) por una hora y con agitación a temperatura ambiente, después se agitó 

el gel a una solución de 2, 5, Oipheyloxazole (PPO) al 20% en OMSO a 37°C: y se lavó 
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con abundante agua hasta que se puso blanco. Después se colocó entre papel filtro y papel 

Kleen-Pack, posteriormente se secó en una bomba de vacío y se expuso a una placa de rayos 

X durante 3 días. 

• Análisis por Citometría de Flujo (FACS). 

En medio mínimo A se cultivó toda la noche una colonia de la bacieria, posteriormente 

se cosechó por centrifugación a 7000 rpm 10 minutos y se lavó el botón bacteriano 2 veces 

con PBS estéril y filtrado con un filtro de 0.22 micras, después se ajustó la densidad óptica 

a 0.6 de absorbancia a 540 nm {lxl09 bacterias/mi), se hizo una dilución 1:10 para obtener 

lxla8 bacterias/mi, con la solución de PBS, y después se repartió en tubos eppendorf 

colocando lml de la bacteria diluida en cada tubo, entonces se centrifugó a 10 000 rpm 10 

minutos a 4°C y se dejó secar el botón, una vez seco se agregaron 30 ¡¡I del suero problema 

(anti·péptido 246-254 y 285-303), incubándose a 4•C durante 1 hora con agitación, pasado 

éste tiempo se centrifugó en las condiciones ya descritas y se lavó la pastilla 2 veces con PBS 

para posteriormente adicionar el segundo anticuerpo (anti-lgG de ratón conjugado a 

Jsotiocianato de fluoresceína (FJTC) diluido 1:1000 en PBS y se incubó en las mismas 

condiciones que el suero, durante 30 minutos, nuevamente se centrifugó y se volvió a lavar 

la pastilla 2 veces con PBS, así mismo se dejó secar el botón y se agregaron 500 µI de 

yoduro de propidio diluido !: 1000 en PBS y se hicieron las lecturas en el citómetro de flujo. 
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Obtencj6n del suero hj¡ierinmune. 

- Preparación del inmunógeno. 

Los péptidos sintéticos fueron sonicados (Sonipret 150). Con agua desionizada, 

posteriormente se Je adicionó un :volumen igual de Adyuvante Completo de Freund y se 

mezcló hasta formar una emulsión, Ja cual fue usada para la inmunización de Jos ratones. 

ESQUEMA DE INMUNIZACION 

DIA VIA DOSIS 

Resina-péptido Péptido 

o i.p. 0.5 mg 10 µg 

15 i.p. 0.5 mg 10µ 

22 retroorbital Sangría 

- Adsorción del suero. 

Debido a que los ratones utilizados han estado en contacto alguna vez con Esc/1erichia 

coli, en el suero obtenido de los ratones inmunizados se encuentran presentes anticuerpos 

dirigidos contra esta bacteria y como la similitud es grande entre las porinas de Esc/1erichia 

coli y Salmonella typhi, para evitar reacciones inespecíficas se procedió ha realizar la 

adsorción de los sueros con la bacteria Escherichia coli de Ja manera siguiente: 
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Se cultivó en medio Luria durante toda la noche a 37°C, con agitación a la bacteria 

Esc/1erichla co/i y se centrifugó a 7000 rpm 10 minutos, se lavó la pastilla dos veces con 

solución salina, posteriormente fue resuspendida con los sueros anti-péptidos (246-254 y 

285-303), incubándose a 4°C, toda la noche con agitación, posteriormente se centrifugó a 

2500 rpm 5 minutos y se descartó el pelle!, repitiéndose el proceso 4 veces más. 
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VIII. RESULTADOS. 

1.- Péptidos. 

Las predicciones de epitopos de Ja porina Omp C de Salmo11e/la typlii descritas en 

trabajos previos (34) se realizaron con Jos programas ANTIGEN y FLEXPRO del paquete 

PCGENE, de donde se eligieron las regiones comprendidas entre los aminoácidos 246-254 

y 285-303 por presentar Jos valores máximos para Jos parámetros analizados y se procedió 

a sintetizarlos químicamente (2,4,46). 

Después del alineamiento de las secuencias de las porinas Omp C de Salmo11ella 

typl1i y Escliericl1ia coli, se observó que Ja región comprendida entre Jos residuos 247-254 

es específica de Sal111011e/la typlii (Figura 1 ). 

2- Sueros anti-péptido. 

A) Obtención de Jos sueros nnti·péptido. 

Después de inmunizar ratones C:;H/Fej con Jos conjugados péptido-resina 

emulsificados en adyuvante completo de Freund, de acuerdo como se describió en materiales 

y métodos, Jos animales fueron sangrados 21 días después de Ja primera inmunización. 
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FIGURA 1 

303 

Alineamiento de dos epilopos para linfocitos B, predichos de Ja porina Omp C. 
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B) Titulación de los sueros. 

Se titularon los sueros anti-péptido 246-254 y 285-303, en ensayos de ELISA, 

empleando como antígeno a Ja porina rOmp C en su forma nativa (gráfica l ). Se observó 

que ambos sueros reconocen a la proteína nativa aproximadamente cinco veces más que el 

suero control. Estos resultados demuestran que las regiones predichas se encuentran 

expuestas en la porina 

3.- Análisis por citometría de flujo (FACS). 

Se realizó un análisis por citometría de flujo, con la bacteria Salmo11e//a typlzi 

9,12, Vi:d y los sueros anti-péptido, en donde se observa que los sueros anti-péptido 

reconocen a la bacteria completa, indicado por el desplazamiento de la fluorescencia hacia 

la derecha, a diferencia del suero normal que no produce ningún desplazamiento (figura 2). 

Por lo tanto con estos resultados se demuestra que· los péptidos 246-254 y 285-303 son 

regiones de la porina Omp C expuestas en la superficie de la bacteria, puesto que los 

anticuerpos generados contra esas regiones son capaces de reconocer a la bacteria intacta 
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RECONOCIMIENTO DE LA PORINA NATIVA 
POR LOS SUEROS ANTl-PEPTIDO. 

ABSORBANCIA A 492 nm 
1,4.---------------. 

oL..::=::::====::::!!::========l 
50 100 200 400 800 

DILUCION DEL SUERO 

Gráfica t. 

-suERO ANTI·PEPTID0205 

+SUERO ANTI ·PEPTIDO 2'16 

*SUERO NORMAL 

Titulación de Jos sueros anti·péptido por ELISA, utilizando como antígeno a la porina 
rOmp C, en su forma nativa. 
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lnteruildad de la Fluorescencia 

Figura 2. 

Cllometria de OllJo de Salmonella ~phi con a.ndcuerpos a.nd-pfpddo. Localización 
en la superficie bacteriana de las regiones 246-254 (asa 6) y 285-303 (asa 7), se emplearon 
anticuerpos de ratón anti·péptido y como segundo anticuerpo anti-IgG de ratón (Sigma C.O) 
conjugado a Isotiocíanato de Fluoresce!na (FITC). 
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4.- Aislamiento y caracterización de las proteínas de membrana externa. 

Se obtuvieron proteínas de membrana externa de las bacterias Gram-negativas 

mediante el método de Schnaitman, las cuales se resuspendieron en buffer Trls-HCI pH 7.2, 

que contenía tritón X-100 al 2% y EDTA 5 Mm, posteriormente por el método de Lowry 

(31) se determinó la concentración de las mismas y se procedió a su caracterización 

realizando un corrimiento electroforético en condiciones reductoras (figura 3). Las proteínas 

obtenidas tuvieron pesos moleculares desde 14 hasta 70 KDa, observandose similitudes en 

todas las cepas en un grupo de proteínas con pesos moleculares de 38 a 42 KDa que 

corresponden a las porinas, excepto para Escheric/1ia coli UH302 que carece de porinas 

(Carril 3). En cambio Escilerichia coli UH302/PStl3 que es una bacteria recombinante que 

expresa a la porina Omp C de Salmo11clla typlli únicamente aparece una sola banda de 

aproximadamente 38 KDa (Carriles 4 y 10). 

5.- Reactividad de sueros policlonales anti-péptido. 

Esta prueba se llevó acabo con los sueros anti-péptido adsorbidos conEsc/1ericliia coli 

K12 y sin adsorber, en ensayos de ELISA utilizando como antígeno diferentes PMEs de 

Salmonella y Esc/1eric/1ia, (Figura 4). Se encontró que los sueros anti-péptido adsorbidos 

disminuyen la reactividad hacia las PMEs de todas las cepas pero su reconocimiento nunca 

se abate y que estos sueros no son capaces de hacer un reconocimiento diferencial entre las 

diferentes cepas, observándose siempre que el suero anti-246 reconoce más intensamente 

a todas las cepas. 
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PAlKU\: tlECTROl'ORETICO DE PROTEINAS DE MtMBRANA E.'l;TERSA 

Figura 3. 

Electroforesis de PMEs de diferentes cepas de bacterias Gram-negativas. Carril l. 
Pesos moleculares (66: Albúmina Bovina; 45: Albúmina de huevo, 36: Fosfato 
Deshidrogenasa; 29: Anhidrasa Carbónica; 24: Tripsinógeno; 20.1: Inhibidor de Tripsina; 
14.2: a Lactoalbúmina ). Carril 2. PMEs de Salmonella gallinanim. Carril 3. PMEs de 
Escheric/zia coli UH302. Carril 4. PMEs de Esclzen'clzia coli UH302/pSt!3. Carril 5. PMEs 
de Esc/1erichia coli DH5a. Carril 6. PMEs de Esc/zeric/1ia coli DH5a/pSt13. Carril 7. PMEs 
de Salmonella typlzi 9,12,Vi:d. Carril 8. PMEs de Sa/monella typlrimurium. Carril 9. PMEs 
de Sa/mo11el/a typhi O 901. Carril 10. PMEs de Escl1ericl1ia coli UH302/pStl3. 

34 



Abaorbancl• a 4112 nm 
2.8 -

Ab•Oftl•ncla a 492 n1n 
2 

1.5 

0.5 

s.1yphl s.typhl o eo1 S.lyphlmurlum PorlnH E,c.UH302 E.c:lJH302/pSl13 E.cJJH5 

a h 
• Anli.248 a/adL r2a Antl•2B5 1/ad1. - Antr2•e atad•. rz::¡ Anli·2flfi atada. 

Ab1orbancia • 4112 nm. 
2.--~'---------------~ 

1.01~-=":.:.;.""":.c'c:.'c:.'..c'":.::'c.";;;"" ___________ _ 

1.5 

e 
S.lyphl O Oot 8.lypt¡imurlu1n Porln•• 

- An11·248 Ida. film Ant1•288 ldl. 

Figura 4. 

1.• 
1.2 

o.• 
o.o 

º·' 
0.2 

E.c.llH302 Ec.UH302tpS113 

d 
- Anll--248 •da. ~ An11·285 &di. 

Reactividad de sueros policlonnles nnti-j>éptido. EUSA de sueros anti-péptido, 
adsorbidos con Escherichia coli Kl2 (c,d) y sin adsorber (a,b) utilizando como antígeno 
PMEs (30 ¡<g/ml) de diferentes cepas de Salmo11ella y Esclierichia, 

EcJJH5 



6.- lnmunoprecipitación. 

Los sueros fueron probados por inmunoprecipitación para determinar si los 

anticuerpos anti-péptido son capaces de hacer un reconocimiento diferencial entre 

Salmo11ella ryplii 9,12, Vi:d y Esc/1ericl1ia coli Kl2, utilizando sueros adsorbidos con 

Escherichia coli Kl2, y sin adsorber (Figura 5), los resultados muestran que las dos bacterias 

son reconocidas de la misma manera por cualquiera de los sueros tanto adsorbidos como 

no adsorbidos, por lo que no se observó un reconocimiento diferencial, lo cual se atribuye 

a la policlonalidad de los sueros. 
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Figura s. 

Inmunoprecipitación con sueros policlonales anti·péptido, Salmonella typhi (a) y 
Escherichia coli (b) marcadas con s35-metionina. Carril l. Pesos moleculares (97.4 KDa, 
Fosfolipasa B; 68 KDa, Albúmina; 46 KDa, Ovoalbúmina); Carriles 2 y 3. Suero anti
porinas; Carriles 4 y 5. Suero anti-246; Carriles 6 y 7. Suero antí-285; Carriles 8 y 9. Suero 
normal de ratón. 
Carriles 3,5, 7 y 9 adsorbidos (ads) con Esc/1eric/1ia coli K12; Carriles 2,4,6 y 8 sin adsorber 
(s/ads). 
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IX.- DISCUSION DE RESULTADOS. 

Acrualmente se sabe que J¡¡s porinas de Salmone//a typlri desempeñan un papel 

impotante en la inducción de una respuesta inmune conlra la fiebre tifoidea y se ha 

demostrado que estas proteínas estimulan mecanismos efectores humorales y celulares en 

modelos murinos asi mismo que son buenos inmunógenos para la inducción de un estado 

de protección contra la infección por la bacteria (9,19,22,24,37). También se sabe que Ja 

porina Omp C de Salmonella typlii, participa parcialmente en la inducción de protección 

en el modelo murino (23). 

Esto ha motivado a que se hagan estudios más profundos sobre la antigenicidad de las 

porinas como: lcuáles son los determinantes antigénicos que inducen protección? y lqué 

mecanismos inmunológicos estan involucrados en el control de la infección"!. 

Para responder parcialmente a estas preguntas se realizó un mapeo de epitopos para 

linfocitos B de la porina Omp C de Salmo11e//a typlii, mediante algoritmos de predicción. 

De manera general, Ja predicción algoritmica de epitopos, ha agilizado su búsqueda, lo que 

ha permitido estudiar parámetros de antigenicidad, como son: Composición química, 

tamaño, forma, así como realizar estudios sobre inmunidad celular, tolerancia y restricción 

genética ( 45). 
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Las regiones 246-254 (TSNGSNPS) y 285-303 (LQSKGKDISNGYGASYGDQ) 

presentaron los valores más altos de hidrofilicidad y antigenicidad por los programas 

ANTIGEN y FLEXPRO, además la región 246-254 resultó ser específica de Sa/mo11e//a 

typlli, una región que no es compartida por la porina Omp c homológa de Escheric/1ia coli 

(Figural). 

Para que los péptidos sintéticos sean buenos inmunógenos generalmente se acoplan con 

proteínas acarreadoras, en este caso como la síntesis de los péptidos se hizó en un soporte 

de Polidimetilacrilamida Novasyn Ka. Este fungió como activador policlonal, en conjunción 

con el Adyuvante Completo de Freund. 

En la titulación de los sueros policlonales de los ratones inmunizados, (Grafica 1) se 

observó que el título después de la inmunización es casi cinco veces mayor que el control, 

con estos resultados se demuestra la presencia de anticuerpos dirigidos contra estas regiones 

sobre la porina y como estamos utilizando una porina recombinante (rOmp C) como 

antígeno, podemos afirmar que estos anticuerpos anti-péptido son capaces de reconocer a 

la porina nativa y que las regiones que reconocen se encuentran expuestas sobre la misma. 

Esta observación comprueba que los péptidos acoplados a la resina y cmulsificados en 

Adyuvante Completo de Freund, son capaces de inducir en los ratones anticuerpos que 

reconocen a dichas regiones. 
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Por otro lado el análisis por citometría de flujo muestra un claro reconocimiento de 

Jos sueros anti-péptido hacia la bacteria completa, esto comprueba que Jos fragmentos 246-

254 y 285-303 de la porina Omp C de Salmo11ella ryphi son regiones expuestas en la 

superficie de Ja bacteria y constituyen determinantes antigénicos reconocibles por linfocitos 

B. De este modo se confirma la predicción teórica de los péptidos como epitopos de la 

porina. 

En ef ensayo de reconocimiento de los sueros anti-péptido con las PMEs de 

diferentes cepas, se observó que en el proceso de adsorción de los sueros con Eschericlüa 

coli K!2 disminuye la reactividad comparado con el suero no adsorbido, lo que demuestra 

la presencia de anticuerpos contra esta bacteria. 

El suero anti-246 mostró un reconocimiento mayor que el suero anti-285 en todas las 

cepas siendo mayor para Sa/monella typhim11rim lo cual pudiera deberse a que en el ensayo 

se esta usando un complejo de proteínas conjuntamente con un suero policlonal, en donde 

seguramente se están dando varias reacciones antígeno-anticuerpo y no todas corresponden 

a las de las regiones peptídicas con los anticuerpos anti-péptido, y el sistema detecta los 

complejos antígeno-anticuerpo formados de esta manera. También se observa que para 

Eschericlria coli DH5a el suero anti-246 disminuye su reactividad en la adsorción, mientras 

que el suero anti-285 elimina la respuesta, esto se atribuye a anticuerpos que reconocen a 

las otras PMEs de manera cruzada, Esclrericliia coli UH302/pStl3 que es una bacteria 

recombinante que expresa la porina Omp C de S11lmo11el/a ryplzi tal como se esperaba fue 
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reconocida más intensamente por el suero anti-246 que es específica de Salmo11ella ryplii 

y disminuyó para el anti-285 cuya secuencia no se encuentra en la porina, este pronunciado 

reconocimiento puede deberse a que únicamente se tiene porina Omp Ca diferencia de las 

otras que es una mezcla, así también como se esperaba para Esc/1ericliia co/i UH302 no 

hubo reconocimiento por ningún suero, debido a que esta bacteria no tiene porinas, en un 

ensayo de ELISA realizado con porinas purificadas de Salmo11e//a ryp/Ji se obseivó q_ue los 

sueros anti-péptido adsorbidos solo disminuian su reactividad aproximadamente un 10%, al 

compnrarlos con los sueros no adsorbidos, siendo los valores más altos para el ami-246 que 

es el fragmento específico de Salmo11el/a ryp/Ji, lo que demuestra que las regiones elegidas 

son epitopos de la porina. A continuación se presentan los resultados. 

ABSORBANCIA A 492 nm 

ANTI-246 Anti-285 

PORINAS DE Sa/mo11ella ryp/1i 
S/ADS ADS S/ADS ADS 

1.932 1.876 0.845 0.680 

En el ensayo de inmunoprecipitación se obseivó el mismo fenómeno (figura 5) ya que 

los sueros no hicieron un reconocimiento diferencial de las PMEs sino que todas las bandas 

obseivadas son idénticas y prácticameente no hay diferencia entre una cepa y otra, ni entre 

los mismos sueros. 
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Los resultados anteriores nos llevan a pensar en la necesidad de obtener anticuerpos 

anti-péptido purificados, debido a la policlonalidad de la respuesta, para ello se propone la 

elaboración de anticuerpos monoclonales. 

La activación de complemento por los anticuerpos anti-porina probablemente represente 

uno de Jos mecanismos efectores del sistema inmune en la fiebre tifoidea, debido a que la 

reacción antígeno-anticuerpo se lleva acabo sobre la superficie de la bacteria, de manera que 

el complejo C5-C9 (MAC) puede insertarse en la membrana y ejercer su efecto lítico 

(Figura 6). 

Las predicciones de epitopos por medio de algoritmos se realizaron antes de que se 

conociera en detalle la estructura cristalográfica de la porina Omp F de Escftericlria coli, 

reportada por Cowan y Rosenbusch en 1992. ( figura 7) Después de alinear las secuencias 

de Omp F de Esc/1ericltia coli y Omp C de Salmo11e/Ta typlt~ se efectuó en nuestro 

laboratorio, una aproximación de la estructura secundaria de la parina Omp C, representada 

en la figura 8. En ella se observa que el péptido 246-254, está localizado en el aza L6 y el 

péptido 285-303 en L7, lo cual confirma, su comportamiento coma epitopos para linfocitos 

B, pues quedan expuestos en la superficie de la porina y de la bacteria, quedando accesibles 

al reconocimiento de los anticuerpos. 
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NO LISIS LISIS 

FIGllRA 6 

Efecto lítico de Jos anlicut:rpos nnti·porinas por t:I complemento sobre Ja superficie 
de Ja membrana. FL Fosfolípido. LPS Lipopolisuc1íritlo. LP Lipoproteína. OMP A Proteína 
modificable por el calor. Omp C porina que se expresa con temperaturas y nsmohlridad 
elt:vadas. 
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LJ 

FIGURA 7 

Estructura secundaria de la porina Om F de Escl1ericliia coli, a pertir de estudios 
cristalográficos con una resolución de 2.4 Á, reportada por Cowan y Rosenbush. 
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FIGURA 8 

Estructura secundaria propuesta para la porina Omp C de Salmonella typlti a partir de una 
comparación con el modelo propuesto para la porina Omp F de Escllericl1ia coli. 
(Basado en Cowan et. al. Nature, 727-732. 1992). 
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X.- CONCLUSIONES. 

Se demostró que el sistema péptido-resina es capaz de estimular en Jos ratones una 

respuesta de anticuerpos contra Jos péptidos. 

Los péptidos 246-254 y 285-303 son regiones expuestas en la porina Omp C y a su 

vez expuestas en Ja superficie de Ja bacteria. 

Los sueros policlonales no son capaces de diferenciar selectivamente a las PMEs de 

las diferentes cepas utilizadas. 

El rnapeo de epitopos de Ja porina Omp C de Salmo11e//a typhi representa un paso 

más en el estudio de los mecanismos involucrados en Ja respuesta inmune generada contra 

Ja fiebre tifoidea. 
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XI.- PERSPEcnv AS 

Dado que en los resultados para demostrar la especificidad de los sueros anti-péptido 

con las PMEs de las diferentes especies de Sa/mo11ella y Escllerichia, no se pudo demostrar 

si había reconocimiento diferencial, se propone realizar este ensayo con anticuerpos 

monoclonales. 

En un proyecto a corto plazo será necesario analizar la capacidad de estos epitopos 

para generar una respuesta inmune protectora en animales y su papel en la relación 

huésped·parásito durante la infección. 
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APENDICE 

Lista de material utilizado. 

MATERIAL BIOLOGICO 

- Ratones ~HB/Fej y Balb/c. 

- Cepas de: Escl1ericl1ia coli K12, Escl1erichia coli UH302, Eschericlzia coli 

UH302/pSt13, Esclzericlzia coli DH5a, Escheric/1ia coli DH5a/pSt13, Salmo11ella ryplzi 

9,12, Vi:d, Salmo11ella typlzi ty2, Salmonella typlzi O 901, Salmo11ella typliimurium y 

Staphylococcus auretts. 

MEDIOS DE CULTIVO. 

BHI (Infusión Cerebro Corazón). 

Luria (0.5% de extracto de levadura, 1% triptona y 1% de NaCI). 

M9 (0.6% NaHP04, 0.3% KH2P04, 0.5% NaCI, MgS04 1 M, glucosa al 20% y 

CaCl2)· 

Birni 1 (Glucosa 50 mM, Tris-HCI pH 8. 25 mM y EDTA 10 mM). 

Penassay (0.15% extracto de levadura, 0.15% extracto de carne, 0.5% peptona, 0.1% 

glucosa, 0.35% NaCI 0.37% K2HP04, 0.13% KH2P04). 
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REACTIVOS 

Triton X -100 

HEPES 

Tris-HCI 

EDTA 

BSA 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

PPO 

DMSO 

sos 

6 Mercapto-etanol 

Glicerol 

Glicina 

Tween-20 

Nonidet P-40 

Adyuvante Completo de Freund 

OPD 

H202 

H2S04 
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EQUIPO DE LABORATORIO 

Estufa 

Balanza Analítica 

Centrífuga 

Ultracentrífuga 

Sonicador 

Sintetizador de Péptidos 

Lector de ELISA 

Citómetro de Fujo (FACS) 

Equipo para Electroforesis 

Contador de Centelleo 

Espectofotómetro 
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