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RESUMEN

A partir de electroforesis preparativas, se aislaron
porinas de Salmonella typhi 9,12 d Vi con un bajo contenido
de LPS, las cuales se emplearon para la produccibén de IgG
de conejo especificas, La inmunoglobulina se acopld por la
reaccién de bromuro de cianbfgeno a un soporte de sepharosa;
con este inmunoadsorbente se purificaron porinas completamente

libres de lipopolisacarido,



INTRODUCCION

tu ficbre rifoidea ¢s una enfermedad febril aguda, causa-
da pur la ingestién e invasidn Intestinal de Salmonella typhi.
f£sta enfermedad sc presenta en todo el mundo, constituyende
un problema endémico en muchos palses del Lejano Oriente,
Oriente Medio y Latinoamérica, incluyendo México, demostrando
que es un reflejo de los niveles de sanidad y de abastecimien-
to de agua.

Para el control de la fiebre tifoidea se incluye, entre
otras posibilidades, la vacunacidn. Actuslmente, existen
en México s6lo dos vacunas reconocidas oficialmente para
prevenir la enfermedad, y éstas son la vacuna tifica preparada
por extraccidn ron acetona, y la producida con bacterias
completas inactjvadas por calor, Ambas tienen varios inconve-
nientes como son: el inducir {nmunidad de corta duraclén,
por lo que es necesario reinmunizar cada dos o tres aﬁ;s,
la vacunacién requiere la aplicacidn dc dos inyecciones sub-
cuténess o intramusculares y produce cfertos adversos (fiebre,
malestar general y postracidon) debidos a la presencla de
endotoxina (lipupolisacdrido); no se recomicnda su aplicacidn
en nifios pequedos, ni es para uso gencral,

Los estudjos encaminados a la basqueda de una mejor
vacuna contra la fiebre tifoidea de los &ltimos cuarenta
afios se basaron principalmente en el uso de la molécula lipo-

polisacarfdica, sin embargo, Llos resultados obtenidos no



fueron satisfactorios.

Recientemente, 1las proteinas de membrana externa de
las bacterias Gram-negativas han adquirido importancia desde
el punto de vista inmunolégico, ya que 'se considera en base
a su localizacidn, que son elementos clave, tanto en la pato-
genicidad como en la proteccibén contra enfermedades producidas
por estas bacterias.

Al respecto, estudios de la inmunogenicidad de las PME
de S. typhi han demostrado que tanto el complejo PME-LPS
de S. typhi 9,12 d Vi, como el suero de conejo anti-PME-LPS
inducen una proteccién del 100% en el modelo murino, al efec-
tuarse en éste el desaffo con la bacteris correspondiente.
Asi mismo; se demostrd que la inmunidad pasiva estaba dada
aparentemente por los anticuerpos dirigidos hacia las porinas,
Sin embargo, con estos resultados no se puede descartar que
el LPS contaminante de las proteinas juegue un papel preponde;
ronte en la proteccién, por lo que el interés de este trabajo
estd dirigido a la obtencibdn de las porinas de S. typhi 9,12
d Vi libres de contaminacién por LPS, y asi estudisr en un
futuro su capacidad protectora, para su posible uso en la

inmunoprofilaxis.,



ORJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Purificar porinas dc Salmonella typhi 9,12 4 Vi,

ORJETIVOS PARTICULARES:

a) Aislar y caracterizar proteinas de membrana externa
Salmonella typhi 9,12 d Vi.

b) Alslar porinas de Salmonella typhi 9,12 d Vi.

c) Obtener suero de conejo anti-porinas,

d4) Purificar [gG de conejo anti-porinas de 8. typhi.

e) Flaborar un inmunoadsarbente especifico que permita

obtencién de porinas de S, typhi libres de LPS,

de

la



GENERALIDADES

LLa fiebre tifoldea e¢s una enfermedad febril infecto-
contagiosa causada por Salmonella typhiy ésta es una bacteria
Gram-negativa, mbvil, resistente a bajas temperaturas y puede
permanecer viable dl;rante tiempos prolongados en el agua
de pozos o depbésitos. La bacteria es un parésito exclusiv-o

del hombre y pertenece a la tribu III Salmonelleae de 1la

familia Enterobacteriaceae (5). De acuerdo a 1la clasificacién
de Kauffman-White es del grupo D y comparte con 96 especies
del grupo Salmonella, los antigenos somaticos 9 &6 12,

S. typhi tiene una envoltura celular constituida por
la membran'a citoplasmitica, la peptidoglicana y la membrana
externa (20)(figura 1). La membrana citoplasmiAtica estd com-
pucsta de fosfolipidos (predominantemente fosfatidiletanolami-
na, fosfatidilglicerol y cardiclipina) y una gran variedad
de proteinas. Los flagelos, que constiuyen el antigeno "d",
parten de esta membrana. La peptidoglicana confiere rigidez
y estd formada por cadenas paralelas de polisacdridos que
contienen Acido murémico y N-acetilgluosamina (5). La membrana-
externa estd constituida por proteinas, fosfolipidos y 1lipo-
polisacarido (endotoxina), el «cual ocupa aproximadamente
el 45% de su superficie y representa el antigeno somitico
"0" (6). Esta membrana anctha como una barrera, impidiendo
la entradas de sustancias téxicas tales como antibibdticos

y dctergentes; contiene los rececptores para bacteridfagos
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ENVOLTURA CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS.

Fig.1,

ME:Membrana externa; LPS:Lipopolisacirido; FL:Fos-

folipidos; POR:Porinas: PG:Peptidoglicano: LP:Lipo-
protefina; PP:Protefnas periplésmicas; MC:Membrana
citoplasmitica; PC:Polisacdrido capsular: CO:Cade-

nas "0",



y colicinas y se relaciona con los procesos de conjugacidn,
divisién celular y transporte de sustancias al interior de
la c¢élula (38,39,43). Asociados a la membrana externa se
encuentran los pili y el antigeno "Vi" (20).

S. typhi es infectante en funcibén de su virulencia,
de la cantidad del inéculo administrado y de las condiciones
especificas del huésped (22).

Las primeras descripciones de 1la infeccién tifoldica
se_ le atribuyen a Thomas Willis en 1659, quien describiéd
los diferentes signos y sintomas de la enfermedad, asi como
la duracién y severidad de la misma., En 1856 William Budd
establecié que la enfermedad tenia origen hidrico, por conta-
minacién del agua con heces procedentes de individuos enfermos
o portadores (22). Los llamados portadores sanos constituyen
un factor'importante de contagio, especialmente si soun imaneja-
dores de alimentos.

La bacteria penetra en ;1a mucosa intestinal, invade
torrente sanguineo, produciendo la infeccién generalizada
con manifestaciones de fiebre, ataque al estado> general,
leSiones ulcerativas. del intestino y balance nitrogenado
negativo que afectan seriamente al estado nutriciﬁnai. La
infeccidn muestra tendencia a recidivas con complicaciéncs
tales como perforacidén intestinal.

La fiehbre tifoides es frecuente en los paises subdesarro-
llados, 1nc1uycn&o México, y en ellos tiene caracteristicas

endémico-epidémicas. Esto se encuentra relacionando directamen-



te con deficiencias en el suncamiento ambiental y e! aprovi-
sfonamiento de agua potable.

Para el contro! de la fichre tifoidea, se incluyen,
entre otras posibilidades, la vacunacién. La primera inmuniza-
cién en humanos se realizé hace 90 anos, cuando Wright en
Inglaterra, y Pfeiffer y Kolle en Alemania, emplearon vacunas
producidas con bacterias inactivadas por calor. Estas vacunas
se utilizaron en India, Fgipto, Italia y Sudédfrica, lugares
donde se obtuvieron disminuciones significativas de la morbi-
1idad y mortalidad, asi{ como una atenuacién de los sintomas
en los individuos vacunados que sufricron la enfermedad (44),

En 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas elaboradas
con bacterias vivas atenuadas, administradas por via oral,
El efecto de las mismas sc estudié cn el ejército francés
en donde, desafortunadamente, hubo muertes entre los indivi-
duos vacunados, por lo que fueron sustituidas por vacunas
elaboradas con bacterias muertas (22),

Hasta 1955 no se tuvo un ensayo controlado que proporcio-
nara informacién confiable acerca del valor profiléctico
de las vacunas, A partir de esa fecha los estudios realizados
bajo el auspicio de la Organizacion Mundial de la Salud en
Yugoslavia, Guyana, Polonia y la !nién Soviética, han demos-
trado la eficacia profildctlca de la vacuna tiltca preparada
por extraccién con acetona, la cual prescrva el antligeno
mvi" (;acuna K). Esta vacuna, al igual! quc la producida con

bacterias completas muertus por calor (vacuna L), tiene varios
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inconvenientes como son: el inducir inmunidad de corta dura-
cibén, por lo que es necesario reinmunizar cada dos o tres
afios; la vacunacidn requiere la aplicacidén de dos inyecciones
subcuténcas o dintramusculares y produce efectos adversos
(fiebre, malestar general y postracién) debidos a la presencia
de endotuxina. No se recomienda su aplicacidén en nifios peque~
fios, ni es para uso general (10).

Se ha estudiado el efecto protector de dos vacunas orales
en humanos, elaboradas a partir de bacterias muertas; una
de ellas proveniente de una cepa dependiente de estreptomici-

na (10) y 1la otra de una mutante deficiente en UDP-4-galacto-

sa-cpimerasa, que recibié el nombre de Salmonella typhit

ty 2la (123 por el grupoc de Germanier. Los resultados obteni-
dos con la primera no fueron satisfactorios (27). La vacuna
de Germaniér probdé ser muy efectiva en un estudio de campo
rcalizado en Egipto, con una proteccién variable entre 54-
90% (10,56); sin embargo, en: estudios posteriores hechos
en Chile, la efectividad de la vacuna varid del 19-67%. Esta
variacién estuvo en relacidn dlrecta con el ndmero de dosis
administradas (11),

Se ha intentado obtener efectos protectores contra 1la
fichre tifoidea emplecondo fracciones <celulares., Vanueman
y cols, cncontraron que fracclones ribosomales de Salmonclla
Lyphimurium inducian proteccién en el ratdén contra el reto
de la bacteria (54), Estos resultados los corroboraron otros

srupos (36,50): sin embargo, en todas las preparaciones ribo-
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somales estudiadas se encontré contaminacidéa por LPS y pro-
teinas de la envoltura celutar. Misfeld y Johnson demostraron
que las proteinas de la eunvoltura celular de S. typhimurium
protegian a los ratones contra la infeccién, con un grodo
seme jante al inducido por las fracciones ribosomales (33).

Otra estrategia en la obtencidn de vacunas contra la
fiebre tifoidea, fué 1la de tomar como referencia lo que ocurrc
en las ncumonias por neumococou, donde la enfermedad se puede
evitar por medio de una vacuna a base del polisacirido capsu-
lar especifico. Tomando en consideracidén estos antecedentes,
se extrajo del LPS de S. typhi la regidn polisacaridica,
libre de lipido A (29), con el fin de probar su efecto protec-
tor. El1 polisacérido resulté ser un buen inmundgeno, pero
los anticuerpos especificos que se produjeron contra &1,
no fueron protectores (37).

Los estudios encaminados a 1la bilsqueda de una mejor
vacuna contra Ja fiebre tifoidea de 1ios #ltimos 40 afos,
estdn basados principalmente en e! LPS. Por ello, Barter
y Eylen han seialado que: "en la bacteriologia, con este
plantcamiento del problema, se ha ocasionado un anteccdente
desafortunado, olvidande que los principales antigenos de
Salmonella son las protefnas expuestas en la superficie bac-
teriana™ (2).

El estudio de las proteinas de membrana éxternn (PME)

de las bacterias Gram-negativas, se pudo Llevar a cabo gracias

al advenimiento de métodus especificos para la separacién



de membranas.
Miura y Mizushima, en 1968, describieron por primera

vez el aislamiento de la membrana externa de E. coli, emplean-~

do para ello esferoplastos preparados ton lisozima y EDTA,
los cuales se lisaron osmbdticamente, separando posteriormente
en un gradiente de sacarosa la membrana externa de la cito-
plasmAtica (34). Este provedimiento fué modificado por Osborn',
con el objeto de disminuir la cantidad de LPS presente ‘como
contaminante de las preparaciones de membrana externa (42).

Schnaitman, en 1971, inicid el estudio de las PME de
E. coli, éstas las obtuvo por métodos mds sencillos que 1los
utilizados previamente. La técnica estaba basada fundamental-
mente en ei rompimiento de bacterias en unavprensu francesa,
seguida de la solubilizacién de la membrana dinterna con un
detergente no ibnico (47).

Al estudiar el patrén eléctroforético de las PME de
E. coli, en geles de poliacrilamida-SDS, Schnaitman encontré
que una banda proteica principal con ﬁn PM de 44 Kd, consti-
tufa el 707 de las proteinas totales de la membrana y que_
estaba presente en varlas bacterias Gram-negativas., A esta
proteina le llamé "protelna principal de membrans extel:na":
poco tiempo después, &1 y otros investigadores (16;18.68)
demostraron por electroforesis que esa proteiqa mayor estaba
constituida por cuatro proteinas., Schmitges y Henning, por
otro lado, descrihbieron que la proteina principal se podia

separar, por medio de electroforesis, en dos bandas (46).



Actualmente se sabe que el nGmero de las protelnas de
membrana externa es variable y dependen de la informacién
genética de la bacteria. Su expresién puede verse afectada
por factores tales como las condiciones de cultivo, temperatu-
ra, mutaciones, etc.

Las PME méds ampliamente estudiadas, han sido 1las de
E. coli y S. typhimurium. Di Rienzo, Nakamura e Inouye, en
1978, y Osborn y Wu en 1980, hicieron una revisibén extensa
de ellas (6,43), clasificdndolas en proteinas principales
o mayores y proteinas menores. Las primeras son las proteinas
més abundan'tes de la membrana, pueden expresarse en maAs de
100,000 copias por célula y se han descrito alrededor de 10 di
ferentes, aunque por lo gemeral, solamente se encuentran
cinco de cllas en una misma bacteria.

Dentro de las proteinas principales estan:
1). Proteinas matrices o porinas,
2). proteina modificable por el calor y
3). lipoproteina de Braun.
El arreglo de estas proteinas se ilustra en el esquema

propuesto por Osbora y Wu (figura 2).

1). PROTEINAS MATRICES O PORINAS:

Estas proteinas se caracterizan opor estar asociadas
a la peptidoglicana por enlaces iémicos, por lo que, Rousen-
busch en 1974, las llamé proteinas matrices ({05): el nimero

de ellas presente en cada bacteria vari{a dependiendo de 1la



- 13 -

cepa de origen.

Nakae y Nikaido, en 1975, demostraron que la incorpora-
cién de 1las protéinas matrices a vesiculas artificiales de
fosfolipidos y lipopolisacérido hacian a.las miswmas permeables
a sacldridos de bajo peso molecular. Por los resultados'ante—
riores se concluyd que 1la funcidén de estas proteinas era
la de formar "poros" de difusién, que permitfian el paso de
sustancias hidrofilicas de bajo PM., Por esta razén, se les
designd con el nombre de porinas (43). Nakae, en 1976, demos-
tré que ecstos poros también facilitaban el transporte de
aminodcidos e iones inorgénices, cuyos pesos moleculares
no excedieran de 550 d (26). Estas observaciones s8e vieron
apoyadas por el hecho de que mutantes de S. typhimurium y
E. coli, deficientes en porinas, presentaban defectos en
el transporte de moléculas (17,43).

Las proteinas matrices tienen pesos moleculares que
van de 36 Kd a 40 Kd y tienep la propiedad de asociarse a
la peptidoglicana por enlaces ibdnicos fuertes, lo que permite
que se mantengan unidas a ella después de la extraccién de
la envoltura celular con dodecil sulfato de sodio (SDS).
Estas proteinas, ademds, son resistentes a 1los ataque; de
enzimas proteoliticas, tienen un alto contenido de estructura

beta en su configuraci6én nativa, se cencuentran localizadas

en la superficie de 1la wmembrana y actiian como receptores
de fagos y colicinas. Las porinas se arreglan en subunidades

triméricas (cada una de las cuales constituye la unidad fun-
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cional de poro) y la microscopia electrbébnica ha revelado
que est;s subunidades forman redes hexagonales en la membrana
(30,43). Las porinas se tden:ifican.por los genes estructura-
les que las codifican para su expresidén (25), asi por ejemplo,
1a proteina OmpC es el producto del gene estructural ompC.
En E. coli y S. typhimurium las porinas son codificadas por
los genes ompF, ompC y phoE. Estos genes se expresan en condi-
ciones de alta osmolaridad, baja osmolaridad y bajo fosfato,
respectivamente (37). Su secuencla de nucledtidos se ha deter-
minado y muestra gran similitud pars los genes de ambaa bacte-

rias (35).
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CUADRO 1, CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PORINAS DE

E. coli y S. typhimurium (31).

CARACTERISTICAS

Peso molecular

# moléculas .por

célula,

Forma oligomé-
rica.

Asociacién a

peptidoglicana

Didmetro del

pooo.

NOTA: Los datos

OmpF OmpC phoE OmpD
37.2 Kd 36 Kd 36.78 Kd < (34 Kd)
(35 Kd) (36 Kd)
105 105 103
(10%) . (105) (10%)
trimero trimero trimero
(trimero) (trimero) (trimero)
+ + +
+) ) (+)
1.4 nm 1.3 nm 1.2 nm
(1.4 nm) (1.4 nam) (1.4 om)

entre paréntesis corresponden a S. typhimurium
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2), PROTEINA MODIFICABLE POR EL CALOR:

Esta proteina se encucntra codificada en E. coli por
el gene ompA y se trata de 1la préte{na que se asocia mas
fuertemente al LPS (15). La OmpA tiene como caracteristica
principal la de variar su movilidad eclectroforética en geles
de poliacrilamida-SDS de acuerdo a la temperatura de su solu-
bilizacidén, ya que cuando ésta se lleva a cabo a 100°C, el
peso molecular es de 33 Kd, mientras que sin calentar es
de 28 Kd (9,31). Chain y cols, demostraron que el peso molecu-
lar real es de 35 Kd y que estd constituida de 325 amino&cidos
(31). Esta proteina es la d(nica de la membrana externa sensi-
ble 8 la accibén de proteasas y sc encuentra expuesta en la
superficie celular, por lo que actiia como receptor de fagos
y colicinas y estd relacionada con los procesos de conjugacién
(17). La OmpA y la 1lipoproteina de Braun contribuyen a 1la
integridad de la membrana (31) y, al igual que las porinas,
requieren de la presencia de LPS para llevar a cabo sus fun-

ciones,

3). LIPOPROTEINA DE BRAUN:

Esta protefna fué la primera que se purificd (31) vy
tiene un PM de 7 Kd. Estd constituida por una secuencia repe-
titiva de 58 aminoicidos y se une a la peptidoglicana por
un enlace peptidico entre el grupo amino de la lisina terminal
de la lipoproteina y el grupo carboxilico del 4cido diaminopi-

mélico., Hirashima y col, en 1973, encontraron que la lipopro-



PEPTIDOGLICANO 1 Y

Fig.2. ORGANIZACION MOLECULAR DE.' LAS PROTEINAS MAYORES EN LA
MEMBRANA EXTERNA DE LAS BACTERIAS GRAM~-NEGATIVAS,
LPS:Lipopolisacidrido; FL:Fosfolipidos; OmpF,OmpC,LamB:
Proteinas matrices o porinas; OmpA:Proteins modifica~

ble por el calor; LPB:Lipoproteins de Braun.
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teina puede también existir en forma libre en la membrana

externa (15).

A las proteinas yue se expresan menos en 1la membrana
externa se les denomina proteinas menores, Estas constituyen
un grupo de 10 a 12 proteinas que participan en el transporte
activo de moléculas tales como vitamina Bl2, maltosa, fierro,
etc, entre ellas se incluye una fosfolipasa A. Por estar
expucstas en la superficle sirven también de receptores a

fagos y colicinas (6,43),

CUADRO 2. ALGUNAS PROTEINAS MENORES DE LA MEMBRANA EXTERNA
DE E. coli, (31).

PROTEINA PM RELATIVO MOLECULAS FUNCION PROPUESTA
POR CELULA

Bru B 60,000 250 acarreador de vit.Bl12

Cir 74,000 ? _acarrcador de fierro

Fhu A 78,000 1000 acarreador de ferri-cromo

Fec 80,500 ? acarreador de fierro~citrato

Fep A 81,000 ? acarrcador de fierro-entero-
colina

83 K 83,000 ? acarreador de flerro
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En los fltimos aVos la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas ha cobrado gran importancia debido al papel
que desempeflan las protefnas en la relacidn huésped-parésito,
ya que se encuentran localizadas en la superficie.

Al respecto, Frasch y cols, en 1977, encontraron que
las proteinas de Neisseria meningitidis grupo B eran buenos
inmunégenos cuando se inoculaban a conejos ya que ‘Lnduci'an
1a produccién de titulos altos de anticuerpos, 1los cuales

in vitro presentaban actividad bactericida mediada por com-

plemento (9).

Buchanan y Arko demostraron que el antigeno capaz de
proteger especificamente contra . la uretritis gonocéccica
en chipa;u:és. estaba presente en la membrana externa de
Neisseria pgonorrhoese (4). Posteriormente, evidenciaron que
las PME eran las que conferfan la proteccién especifica en
cobayos a los que se habia inducido una infeccibn gonocdc—
cica experimental (3). i

Adamus y cols, reportaron que la inmunizacibén activa

con PME de Shigella flexneri y Shigella sonnei protegid a

los ratones del ataque a la queratoconjuntivitis shigelosa
experimental (1).-

Kussi y cols, en 1979, encontraron que ratones inmuniza-
dos con las porinas obtenidas de una cepa rugosa de S. typhi-
murium, fueron mAs resistentes a la salmonelosis murina al
retarlos con una cepa lisa; resultados similares se obtuvie-

ron cuando 8l ratén se le administrdé suero de conejo anti-
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porinas de S. typhimurium. Para confirmar que los anticuer-
pos protectores evan los divigidos hacia las porinas, absor-
bieron el suero con las mismas y la proteccién desaparecid
(23).

Por otro lado, se ha valorado la respuesta inmune humo-
ral nacia las PML de S. typhi en pacientes con diagnéstico
clinico vy bacteriolégiqo de fiebre tifoidea, demostréandose
que dichas proteinas son inmunogénicas en el humano, ya que
se encoantraron anticuerpos especificos contra ellas, tanto
en la fase aguda como en la fase de convalescencia de 1la
enfermedad. Estos resultados 1los confirmaron Ortiz y cols
en 1984, quienes demostraron que los anticuerpos anti PME
de S, typhi eran de la clase IgC e IgM; los de la clase IgG
dirigidos principalmente hacia 1las proteinas mayores y en
particular hacia las porinas (41),

Finalmente, Isibasi y cols (19) aislaron, segiin el mé-
todo de Schnaitman, PME de S. typhi 9,12 d Vi; contaminadas
con 3% de LPS., Estas presentaron un patrén de corrimieanto
electroforético similar al descrito para S. typhimurium,
El camplejo proteico-LPS ndminist‘rndo a una concentracidn
de 30 ug por via inl‘.rapcrltoneall, indujo proteccidn del 100Z
en el modelo murino, cuando se realizé el reto de hasta 500
LD50 de la cepa .homblogn de S. typhi ty2 y de S. typhimurium
Por otro lado, el sucro de conejo anti PME-LPS de S. typhi,
protegié en un 1002 a los ratunes de un reto de 100 LD50

de la cepa homblogas de S. typhi ty2 y de S. ivphimurium,
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En el mismo trabajo se demostré que la inmunidad pasi-
va cruzada estaba dada aparentemente por los anticuerpos

dirigidos hacia las porinas.



PARTE EXPERIMENTAL

EQUIPO

1). Agitador orbital de temperatura varfable. New Brunswick

Scientific Co. Inc.
"2). Centrifuga Sorvall RC5C. Instruments Dupon.

3). Espectrofotémetro Beckman DU-7.

4)., Sonicador Lab-Line.

5), Ultracentrifuga Beckman LB-M,

6). Sistema de electroforesis LKB.

7). Camara de electroelucién., C.B.S. Scientific Co. Inc.

8). Sistema de electrotransferencia LKB.

9). Lector de ELISA, Dynatec.



MATERIALES BIOLOGICOS Y SOLUCIONES

A). OBTENCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA Y PORINAS,

A.1). CULTIVO BACTERIANO

a)., Cecpa de Salmonella typhi 9,12 d Vi, aislada de un pacien-
te con diagnéstico clinico y bacteriolégico de fiebre

tifoidea.

b). Medios de cultivo:
- Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).

- Medio Minimo de sales "A",
c)., Solucién de lavado: Hepes 10mM pH 7.4,

A.2). AISLAMIENTO DE LAS PME.
a), Hepes 10mM pH 7.4, Tritén X-100 al 2%
b). Tris 50mM, EDTA 5mM pH 7.8, Tritén X-100 al 2%

A.3). PURIFICACION DE LAS PORINAS POR ELECTROELUCION.
a). Amortiguador de remojo: SD§ al 2% en NH4HCO3 O0.4M
b)., Dithiotreitol al 10% ’

c). Amortiguador de elucién: SDS 0.1% en NH,HCO3 0.05M

d)., Amortiguador de didlisis: SDS 0.02% en NH4zHCO3 0.01M

A.4), OBTENCION DE SUERO DE CONEJO ANTI-PORINAS.
a). Dos conejos de la cepa Nueva Zelanda, machos, de 2.5Kg
b). Solucién de porinas electroeluidas

c). Adyuvante completo de Freund
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A.5). PURIFICACION DE IgG DE CONEJO.
a). Sepharosa-Protelna A (Sigma).
b). Glicina-HC1 0,.2M pH 2.4

c). Amortiguador de fosfatos-salino 0.15M, NaCl 0.01M pH7.4

A.6), FLABORACION DEI INMUNOADSORBENTE PARA LA PURIFICACION
DE LAS PORINAS.

a)., Sepharosa 6MB activada con bromuro de ciandgeno (Sigma).

b). Amortiguador de acoplamiento: Bicarbonato-salino pHB8.9

c). Ftanolamina 1.0M pH 8.0

d). Amortiguador de acetatos-salino pH 4.0

e). Amortiguador de horatos-salino pH 8.2

f). Tris 50mM, EDTA 5mM pH 8.0, SDS 0.2%

g)s Trietilamina 0,05M pH 11.5, SDS 0,27

8., METODOS DE ANALISIS,

B.1), CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

a). Solucibébn patrdn de protelna: AlbGmina sérica bovina
al 0,17

b). Carbonato de sadio al 2% (solucién alcalina).

c). Tartrato de sodio y potasio al 2%

d). Sulfato de cobre pentahidratado al 17

e). Reactivo de Folin-Ciocalteaus,

B.2)., DETERMINACION DE LPS.
a). Solucibn patrén: KDO 1 mg/ml
b). Acido sulflrico 0,28

c). Acido peryddico 0.04M
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d). Arsenito de sodio al 2.6%

e). Dimetil sulféxido.

B.3). ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
a). Solucibn de acrilamida. '

b), Amortiguador Tris-HC1 1.5M pH 8.8

¢). Amortiguador Tris-HC1l 0.5M pH 6.8

d). SDS al 10%

e). APS al 10%

f). Amortiguador de muestra.

g). Amortiguador de corrimiento: Tris-Glicina pH
h). Solucién fijadora.

i). Solucidén colorante de azul de Coomassie.

j). Solucién decolorante.

B.4). TINCION DE PLATA PARA PROTEINAS.

a). Solucién prefijadora de metanol-dc. acético.
b). Solucién de lavado de etangl-éc. acético,
c). Solucién fijadora de gluta;aldehido.

d). Solucién teifiidora de nitrato de plata.

e). Solucidén reveladora: formaldehido-&cido citri

B.,5). TINCION DE PLATA PARA LPS.
s). Solucibén fijadora: isopropanol-adcido acético.
b)., Solucibn de oxidacidn: &cido peryddico.

c). Solucidn teiiidora de nitrato de plata.

8.3

co.

d). Soulucidédn reveladora: formaldehido-&cido citrico.
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R.6). INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

a). Amortiguador de transferencia: Tris-Glicina.
b). Amnrtiguador de fosfatos-salinos pll 7.4

c). Solucién de lavado: PRS-Tween 0.17%

d). Solucién de bloqueo: PBS-gelatina 1.5%

e)., Tinta china al 0,12

f). Sustrato para cl conjugado: Diaminobencidina-Hp0,

B,7). INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA).

4). Amortiguador de recubrimiento: Carbonatos pH 9.5

b). Amortiguadar de fosfatos-salino pH 7.4

c). Solucidbén de lavado: PBS-Tween 0.13

d). Solucién de bloqueo: PBS-gelatina 1.5%

e)., Diluyente del ler., anticuerpo y del conjugado:
PRS~-Tween-gelatina,

f). Amortiguador para el sustrato: Citratos pH 5.0

g). Sustrato para peroxidasa: o-feniléndiamina-Hy0y

h). Acido sulfarico 2,5N

B.8). CURVA DE PRECIPITACION GUANTITATIVA.

a)., LPS de $. typhi 9,12 d Vi.

b). Suecro de concjo anti-porinas de §. Lyphi.
c). Solucidn salina isoténica.

d). llidroxido de sodio 0.1N



METODOS

A). OBTENCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA Y PORINAS.
A,1). CULTIVO BACTERIANO.

La cepa de S. typhi 9,12 d Vi se crecié en agar EMBddu-
rante 18 horas a 37°C; una asada bacteriolégica de ese cul-
tiv'o se sembrdé en el medio minimo A (SOml) y se incubd 12
horas a 37°C, posteriormente 25m1l de este crecimiento se
inocularon a botellas de 4 litros que contenfan 1.5 litros
del medio minimo A y se incubaron con agitacién a 37°C y
200 rpm, durante B horas, tiempo en el cual se .llegbd a la
fase de crecimiento logaritmico (190 unidades Klett de D.0.).

Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 1,650g
durante 1.’; min a 4°C, Posteriormente, las células se lavaron
3 veces con una solucién de Hépea 10mM a pH 7.4 y se resus-—
pendieron en el mismo regulador conservéndose a -20°C, has-

ta procesarse.

A.2). ATSLAMIENTO DE LAS PME,

La obtencidén de las proteinas de membrana externa de
S. typhi se realizd de acuerdo a la técnica de Schnaitman
(47). ‘

Las células se homogeneizaron con el fin de eliminar
los antigenos H y Vi, durante un minuto; posteriormente se
centrifugaron a 1.650gldurante 15 min., Las bacterias sedimen-
tadas se resuspendieron en Hepes, hasta obtener una absor-

bancis de 1,2 a 660nm, A la suspensidén bacteriana sec le adi-
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cioné DNAsa y RNAsa (20 ul/ml) y dos gotas de MgCly 1M por
cada 10 ml. Posteriormente se romgieron las células median-
te sonicacidén a 1B0 watts por periodos de 2 minutos, en baifio
de hielo, hasta que la DO a 660 nm descendiéd a 0.4-0.5. Para
eliminar las células enteras, el sonicado se centrifugd dos
ocasiones a 1,650 g durante 5 min y el sobrenadante obtenido
se ultracentrifugd & 100,000 g/45 min., a 5°C; el sedimento
(peptidoglicana y membrana externa) se resuspendié en Tris-
EDTA-Tritén y se incubd a 37°C durante 15 min. Transcurrido
este tiempo, se ultracentrifugé a 100,000 g, 45min, s 37°C.
El sedimento corresponde a la peptidoglicana y restos de
la membrana externa, y el sobrenadante contiene las proteinas
de la membrana externa.

Las PME obtenidas por el método de Schnaitman se some-
tieron a los siguientes andlisis: cuantificacién de proteinas
determinacién de 1a cantidad de LPS presente en las muestras

y electroforesis en geles de poliacrilamida.

A.3). PURIFICACION DE LAS PORINAS POR ELECTROELUCTON.

El método de electroelucidén se 1llevdé a cabo segin 1lo
descrito por Hunkapiller y col (16).

Se realizaron electroforesis prepaorativas de 1las PME
obtenidas por el método de Schnaitman. Al finalizar la elec-
troforesis, los geles de poliacrilamida se tirieron con azul
de Coomassie; c¢n seguida se cortd la régién de los geles

que contenia 1las bandas protcicas correspondientes a las
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porinas (pesos moleculares entre 36 y 41 Kd); estos fragmen~
tos de gel se sumergieron en amortiguador de elucién por
5 min, posteriormente se cortaron en trozes pequefios los
cuales se colocaron en el reservorio A de la cémara de elec-
troelucién, cubriéndolos con amortiguador de equilibrio y
dithiotreitol al 10X (Figura 3 y 4). La clmara de electroelu-
cién se equilibré durante 5 horas, después de 1lo cual se
electroeluyé a 50 volts, 16 horas y con un flujo continuo
del amortiguador de 3 ml/min. Posteriormente se electrodia-
lizé contra amortiguador de diilisis durante 24 horas a 80
volts. Finalmente. del reservorio B de la cémara 5e recupe-
.raron las porinas en un volumen de 200 Al del amortiguador.
100 wul de. las proteinas recuperadas se utilizaron para su
anflisis electroforético: a) tincién de proteinas con azul
de Coomassie, b) tincién de proteinas con nitrato de plata,
y ¢) tinciér de LPS con nitrato de plata. Los otros 100 ul
se almacenaron a -20%C, hasta obtener un volumen suficiente .

para inmunizar los conejos.

A.4). OBTENCION DE SUERO DE CONEJO ANTI-PORINAS.

Se utilizaron dos conejos de 1la cepa  Nueva Zelanda de
2,5 Kg de peso. Previo al esquema de inmunizacién, se san-
graron los conejos (10A ml) por 1la vena margir;al de la oreja
para la ohtencién de suero preinmune.
£l csquema de inmunizacién empleado fué el siguiente:

- Dias cero, 7 y 14: ambos conejos se inocularon por vis



- 30 -

de elucibn
gudor

de remojo
Membranade

didlisis

[ Gel
-—

[ Amortiguador

boe

==t Amorti

N S
]
1
1
|
-
|
]
I
!
1
i
1
1
]
=e==-
i
o
ubzi
A

®

-

H
)
]
]
]
t
1
1
)
o
1
'
[}
[}
|
f
t
[}
s
o
]
!

-——

Fig.3. CAMARA DE ELECTROELUCION.



Fig.4., TANQUE DE ELECTROELUCION.

A:conexién a fuente dq poder; B:electrodo
de platino; C:separador; D:sostén de céma
ra; E:ranura de insercién; F:drenaje para
amortiguador; G:base con espejo; H;conexlén

a la bomba peristlltica.
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subcuténea con 400 ul de la solucibn de porinas electroelui-
das emulsificadas en un ml, de adyuvante completo de Freund
(AFC). -

- Dia 21: ambos conejos recibieron un refuerzo con 600 pl
de porinas en un ml de ACF por via subcuténea.

- Dia 2B: los conejos se sangraron por puncibén cardiaca.
El titulo de anticuerpos, del suero obtenido se evalud por

ELISA.

A.5)., PURIFICACION DE IgG DE CONEJO.

La purificacidén de las TG de conejo anti-porinas de
S. typhi se realizé a través de una columna de Sepharosa-
Proteina A,

Primeramente se lavd la columna de Sepharosa-Proteina
A con 5 ml de Glicina-HC: pH 2.4, y posteriormente con PBS
hasta que el liquido salié con pH neutro. Se aplicaron 5
ml, del suero de conejo (previamente absorbido con LPS) y
se lavd la columna con PBS hasta que la DO del liquido eluyen-
te a 280 nm, fué cercana a cero. En seguilda se levigd la
IgG (unida a la proteina A) wutilizando Glicina-HC1 0,2M
pi 2.4,

Esta fraccidn (que contenia 1o I1pG) se nuctralizd de
inmediato con Tris 1.0M, y después se dializd contra PRS,

durante 12 hrs, a 4°C.
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A.6) ELABORACION DE UN INMUNOADSORBENTE PARA LA PURIFICACION
DE LAS PORINAS.

La purificacibn de las porinas de S. typhi 9,12 d Vi
se realizbé a través de un inmunoasdsorbente elaborado sobre
una columna de Sepharosa activada con bromuro de ciandgeno
(32,49).

Un gramo de Sepharosa-CNBr hidratada y lavada con 200ml
de HC1T 0.001M, se incubbé durante toda la noche con 10 mg
de IgG de conejo anti-porinas disueltos en 5 ml de amortigua-
dor de bicarbonato salino.

La proteina no unida se lavdé con amortiguador de aco-
plamiento, y los grupos activos remanentes se hicieron reac-~
cionar coﬂ etanolamina pH 8.0 durante 2 horas. Posteriormente
se hicieron tres ciclos de lavados para remover proteinas
adsorbidas no covalentemente, cada ciclo consistié de wun
lavado a pH 4.0 con amortiguador de acetatos, seguido de
un lavado a pH 8.0 con amortiguador de boratos.

El gel se colocd en una columna, y después de equili-
brarse con Tris-EDTA-SDS, se pasaron dos veces 2 mg de PME
de S. typhi disueltos en 3 ml de Tris-EDTA-SDS. Los antigenos
especificamente 1ligados se levigaron con trietilamin; pH
11.5. Los sobrenadantes se mezclaron y se llevaron inmedia-
tamente a la neutralidad. Finalmente la columna se lavé con
amortiguador de boratos y se guardé a -4°9C,

las porinas levigadas se analizaron electroforéticamente

y el pel se sometid a tincién de protelinas con szul de Cooma-
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sie y a tincién de LPS con nitrato de plata,

B). METODOS DE ANALISIS.

B.1). CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La concentracién de proteinas de membrana externa ob-
tenidas por la técnica de Schnaitman, se determind por el
método de Lowry (28), utilizando albdmina sérica bovina como

proteina de referencia.

B.2). DETERMINACION DE LTPOPOLISACARIDO.

La cantidad de LPS presente en las proteinas de mem-
brana externa se determind a través de la concentracién de
2-ceto-3-desoxioctonato (KDO) siguiendo la técnica de Karkha-

nis y cols (21), empleando KDO como referencia.

8.3). ELECTROFORESIS EN GELES DE POLTACRILAMIDA.

La electroforesis en geles de poliacrilamida se reua-
1126 en cémaras vercticales con geles de 16 x 14 cm, en pre-
sencia de dodecil sulfato de sodio, en condiciones reductoras
y sistema de amortiguador discontinuo, segdn la técnica des-
crita por Laemmli (24).

El gel introductor contenia una concentraclén [inal’
de 5,02 de acrilamida, 0.13% de bis-acrilamida, 0.1%2 de SDS

en Tris-HCl 0,125M a pH 6.8; el gel separador contenfa una
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concentracibn de 11,22 de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida,
0.19% de SDS en Tris-HC1 0.35M a pH 8.8.

Previo al anflisis electroforético, las muestras de
PME en Tris-EDTA-Tritén se precipitaton durante 12 horas
a -20°C con acetona (1 volumen de proteina + 6 volGmenes
de acetona), posteriormente se centrifugd a 420 g durante
30 min, y el precipitedo se resuspendid en amortiguador de
muestra, en seguida se calenté a 100°C durante 5 min en un
bafio Maria y se colocaron en los carriles para las muestras,
porcedlendo al corrimiento electroforético a 20 miliamperes
por placa durante 6 horas a una temperatura de 10°C,

Concluida 1la electroforesis, los geles sBe fijaron 30
min y se tiferon con azul de Coomassie durante una hora.
La decoloracibén se efectud hasta lograr apreciar con clari—'

dad las bandas proteicas.

B.3.1). Electroforesis preparativas.

La electroforesis preparativa se llevdé a cabo siguien—‘
do la técnica descrita anteriormente; para ello se empled
un gel introductor con un canal horizontal de.lo x 0.5 cm,
para la muestra, de la que se depositaron 500-700 e de PME
por placa (500-700 Pl)' Al finalizar 1la electroforesis 1los

geles se tifieron con azul de Coomassic y se decoloraron.

B.4). TINCION DE PLATA PARA PROTEINAS,

Para la tincién de protefnas con plata se utilizé 1la
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técnica descrita por Oakley y cols (40).

Una vez concluido el corrimiento electroforético, el
gel se sumerglid cn solucién prefijadora durante 30 min, y
se lavd con etanol-dcido acético toda fa noche; posteriormen-
te se f1jé6 con glutaraldehido al 12,5%, 30 min y se lavé
con agua destileda y desionizada durante toda 1la noche. En
seguida el gel se sumergié en solucibdn tediidora 10 min.;
nuevamente se lavé el gel en agitacién y se agregd soluciédn
reveladora hasta apreciar claramente las bandas, después
de lo cual se detuvo la reaccibén con una solucién de metanol

al 50%. Una vez mis se lavd el gel con agua destilada.

B.5)., TINCION DE PLATA PARA LPS.

La tincibén de plata para LPS se realizé de acuerdo a
la técnica descrita por Tsai y ‘cols (53) con el fin de obser-
var el grado de contaminacién por LPS de las muestras de
porinas y de PME de §. typhi, i

Las PME se corrieron electroforéticamente, después de
lo cual el gel se sometié a fijacién toda la noche y poste~
riormente a una oxidacién de 5 min, con Acido pery&dico;
s¢ lavd 4 veces con agua destilada y se tifid con nitrato
de plata durante 10 min en agitacién; nucvamente se le hicie-

ron lavados, y finalmente se reveldé 1la placa en un lapse

de 15 min. La reancciébn se detuvo con 4cido acético al 1%.



5.6). INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

£l método se llevd a cabo segin lo descrito por Towbin
(52).

Primeramente se¢ montd el soporte para la electrotransfe-
rencin, que consiste en una vejilla de clectrotransferencia
de plistico, una espounja y papel filtro humedecidos con el
amortiguador de transferencia. Sobre este soporte se coloch
el gel de acrilamida que contenia las PME previamente someti-~
das a electroforesis; sobre el gel sc colocd el papel de
nitrocelulosa evitando la furmacién de burbujas y. finalmen-
te, otro papel filtro, esponja y rejilla, a manecra de empa-
redado. (Figura 5).

E1l emparedado se introdujo en la cuba que contenfa amor-
tiguader de transferencia y se electrotransfirié a 400 mili-
amperes durante una hora. Transcurrido cste tiempo, el gel
se tiid con azul de Coomassie. El papel de nitrocelulosa
se corté en dos partes, una de ellas sec lavé 4 veces con
solucldén de lavado y se tiid con tinta china para comprobar
que la transferencia de las proteinas se hubiese llevado
a cabo. FEl otro trozo de papel se introdujo en solucibn de
bloqueo durante dos horas y posteriormente se incubd con
el suero de conejo anti-porinas diluide 1:50 durante 3 ho-
ras a temperatura ambiente, después se hicieron 4 lavados
con PBS-Tween, seguidos de 1la incubacibén durante 1.5 hrs
con conjugado de IgC de cabra anti-gamaglobulina de ceonejo

unida a peroxidasa y diluida 1:500 cn la solucién de bhioqueo.
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Fig.5. SISTEMA DE ELECTROTRANSFERENCIA.
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Se lavd dos veces con PBS-Tween y dos veces con PBS a pH7.2,
en agitacién constante. Finalmente se afiadié el sustrato,
que permanecid en contacto con el papel durante 20 min, elimi-

nando después el exceso con agua destilada.

B.7). ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA).

La técnica de ELISA se realizbé segln lo descrito por
Engvall y Perlman (7).

Las placas de poliestireno de 96 pozos se mantuvieron
toda la noche a 4°C, recubiertas con 100 pl del antigeno
(PME y LPS) a una dilucién éptima de 2 pg/ml en regulador
de carbonatos, después de lo cual se luva;on 4 veces con
PBS-Tween y se bloquearon con PBS-gelatina durante 3 horas
a 37°C. Posteriormente se incubaron 3 horas a 37°C, con suero
de conejo anti-porinas en diluciones seriadas; seguido de
4 lavados. Se incubaron por £.5 hrs, con conjugado IgG de
cabra anti-gamaglobulina de c&nejo unida a peroxidasa dilui-
do 1:800, Finalmente se agregdé el sustrato por 10 min, y
se detuvo la reaccidén utilizando 4&cido sulféirico 2.5N. Las

lecturas se hicieron a 490 nm en el lector de ELISA,

B.8). CURVA DE PRECIPITACION CUANTITATIVA.
Se 1llevé a cabo la curva de precipi:ac{bn (13), utili-
zando como antigeno LPS de S. typhi 9,12 d Vi y como anticuer~

po suero de¢ conejo anti-porinas de S. typhi, de acuerdo al

siguiente protocolo:
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TUBO SUERO DE LPS 10pg/ml  LPS 100ug/ml

CONEJO (m1) (ml)
1 0.1 0.1 -
2 0.1 0.2 -
3 0.1 0.5 -
4 0.1 - 0.1
5 0.1 - 0.2
6 0.1 - 0.5
7 0.1 - -

SS1
(m1)

0.4
0.3

Conc. LPS
(pg/ml)
1.0
2.0
5.0
10,0
20.0
50.0
0.0

Los tubos se dejaron a 4°C durante 2 dias, posteriormen-

te se centrifugaron a 3,000 rpm a 4°C y el precipitado for-

mado se disolvid en NaOH O0,1IN determinéndose

de proteinas por el método de Lowry (28).

la cantidad



RESULTADOS

1). OBTENCION DE LAS PME.

f.a concentracién de PME de S. typhi 9,12 d Vi obtenidas
por el método de Schnaitman y el contenido de LPS presente
como contaminante fueron los siguientes:

Volumen de proteina obtenido: B86.0 ml
Concentracién de proteina: 1.0 mg/ml
Concentracién de KDO: 0.04 mg/ml

% de KDO: 4.0 Z

2), ELECTROFORESIS VERTICAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

El comportamiento electroforético de las PME de S. typhi
9,12 d Vi se observa en las figuras 6 y 7. Las proteinas
obtenidas tuvieron pesos moleculares desde 17 hasta 70 Kd.
Destaca la presencia de dos proteinas con PM entre 36 y 41
Kd; asi como otras de 24 Kd y 17 Kd, Este mismo patrbdn puede

observarse en las electroforesis preparativas de 1las PME

de S. typhi 9,12 d Vi (figura 8).
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FIG, 6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION

DE PORTEINAS CON NITRATO DE PLATA.

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares {alblmina sérica bo-
vina 66 Kd, alblimina de hueve 45 Kd, anhidrasa
carbbénica 29 Kd y lisozima 14 Kd).

Carril 2: PME de S. typhi 9,12 d Vi, obtenidas por el método

de Schnaitman.
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FIG. 7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION
DE COOMASSIE,

Carril 1 y 2: PME de S. typhi 9,12 d Vi

Carril 3 y 4: Porinas de S. typhi 9,12 d Vi

Carril 5: Marcadore's de PM



FIG. 8. ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE PME DE S. typhi 9,12 d Vi,
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3). PURIFICACION DE PORINAS DE §. typhi 9,12 d Vi POR ELECTRO-
ELUCION. )

Las figuras 9 y 10 muestran el andlisis electroforético
en geles de poliacrilamida de las proteinas electroeluidas,
observindose en ambas la presencia de dos bandas proteicas
tinicas con pesos moleculares entre 36 y 41 Kd. Las protefnas
electroeluidas presentaron una contaminacién por LPS menor

del 1Z, de acuerdo al contenido de XDO en la muestra.



FIG. 9. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLTACRILAMIDA-SDS.
DE COOMASSIE,

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares

Carril 2 y 4: PME de S. typhi 9,12 d Vi

Carril 3: Porinas electroeluidas de S. typhi 9,12

TINCION

d Vi



FIG, 10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION
DE COOMASSIE.
Carril 1: Marcadores de pesos moleculares

Carril 2: Proteinas electroeluidas de S. typhi 9,12 d Vi
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4), DETERMINACION POR EL METODO DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI-
PORINAS Y ANTI-LPS DE S. typhi EN EL SUERO DE CONEJO.

En la figura- 11 se muestran las curvas de titulacién
de suero normal de conejo y de suero de conejo anti-porinas
electroeluidas., Como se puede observar, a una dilucién 1:100,
el suero inmune fué positivo (absorbancia mayor de 1.0) cuendo
se emplearon como antigeno 20 “g/ml de PME para recubrir
las placas; mientras que el suero preinmune a la misma dilu-
cidén fué negativo (absorbancia menor'de 0.2).

Se observa en la figura 12, que el suero de conejo anti-
porinas electroeluidas presentd una absorbancia de 0.4 a
la dilucién 1:100 cuando se emplearon 20 pg/ml de LPS para

recubrir IAs placas.

5). ABSORCION DEL SUERO DE CONEJO ANTI-PORINAS DE S. typhi
CON LPS.

Debido a que el suero anti-porinas contenfa anticuerpos
anti-LPS, se absorbidé en equivalencia con 8 ps de LPS de
8. typhi, segiin la curva de precipitacién cuantitativa reali-
zada (figura 13). Después de 1la absorcién 1la reactividad
hacia el LPS desanparecié (absorbancia menor de 0,1). (figura

12).
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Fig.11. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-PORINAS POR
EL METODO DE ELISA.
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Fig,.12. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-LPS POR

EL METODO DE ELISA.
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Fig.13. CURVA DE PRECIPITACION CUANTITATIVA PARA LPS.
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6). INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Los sueros de conejos inmunizados con las proteinas
electroeluidas reconocieron de 1las PME de S. typhi 9,12 dVi
transferidas a papel de nitroceluylosa, hnicamente a las pro-
teinas de pesos moleculares entre 36 y 41 Kd (figura 14).

Por otro lado, el suer& de conejo anti-PME reveld una
sola banda de peso molecular entre 36 y 41 Kd al ponerse
en contacto con proteinas electroeluidas y transferidas a

papel de nitrocelulosa (figura 15),
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FIG. 14, ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE
LAS PME DE S. typhi 9,12 4 Vi, REVELADAS CON SUERO
DE CONEJO ANTI-PORINAS ELECTROELUIDAS.

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares, tefiidos con tinta

Carril 2: PME de S. typhi

reveladas con suero anti-porinas



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA,

Marcadores de pesos moleculares tefiidos con tinta
china.
Porina§ electroeluidas de S. typhi, reveladas con
suero de conejo antiporinas
PME reveladas con suerc anti-porinas,
PME de S. typhi con SNC.

Porinas electroeluidas reveladas con suero de

conejo anti-PME de S. typhi.
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7). PURIFICACION DE 1gG DE CONEJO ANTI-PORINAS POR COLUMNA
DE PROTEINA A - SEPHAROSA.

El perfil de levigacién de las IgG de conejo anti-porinas
purificadas se muestra en la figura 16, en donde se puede
observar una primera fraccidn correspondiente a la climinacién
mediante lavados con PBS de las proteinas del suero no unidas
a la columna; 8l cambio de pH (Glicina-HCl pH 2.4) se obtuvo
una segunda fraccidén a una concentracibén de 5.28 mg/ml que

correspondié a las IgG anti-porinas.
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5.0 4 Fraccién 1
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No, de Tubos

Fig.16. PERFIL DE LEVIGACTON DF [gG DE CONEJO ANTI-PORINAS

PURTFICADAS POR COLUMNA DE PROTEINA A-SEPHAROSA.

b



8). PURIFICACION DE PORINAS A TRAVES DE UN INMUNOADSORBENTE.
Las porinas de S, typhi 9,12 d Vi se purificaron a través
del Inmunoadsorbente especifico claborado con las IgG anti-
porinas y sepharosa. E1 perfil cromatogrdafico (figura 17)
pone de manifiesto una fraccién con absorbancia a 280 nm
de 0.9, que corresponde a todas las PME (excepto las porinas).
La segunda fraccién que se obtuvo al levigar con trietilamina

p -11.5, corresponde a las porinas unidas especificamente

al inmunoadsorbente, cuya concentracidén €ué de 0,16 mg/ml.

9). ANALISIS ELECTROFORETLCO DE LAS PORINAS PURIFICADAS.

La fraccién de proteinas recuperadas del inmunoadsorbente
se¢ analizd por electrofouresis en geles de poliacrilamida.
La tincién de Coomassie para proteinas (figura 18) mostré
la presencia de dos bandas proteicas dnicas de pesos molecula-
res entre 36 y 41 Kd.

Por otro lado, las f{iguras 19 y 20 muestran tinciones
con nitrato de plata Jdel 1PS. Se observa que tanto las PME
como  las  porinas electroeiu.das estaban countaminadas con
LPS, no asi las porinas purificadas n través del fnmunoadsor-
bente, donde hav una climinacién total de contaminacidn por

LPS.
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Fig.17. PERFIL DE LEVIGACION DE PORINAS PURIFICADAS A TRAVES
DE UN INMUNOADSORBENTE POLICLONAL ESPECIFICO.



FIG. 18, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION
DE COOMASSIE.
Carril 1, 3 y 4: PME de S. typhi no unidas especificamente
a la columna. Lavados con Tris-EDTA-SDS.
Carril 2: Fraccién de proteinas eluidas de la columna

con trietilamina pH 11.5.
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FIG. 19. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. TINCION
DE LPS CON NITRATO DE PLATA.

Carril 2: PME de S. typhi.

Carril 3, 4 y 5: LPS de S. typhi.



FIG, 20, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS, TINCION
DE LPS CON NITRATO DE PLATA.
Carril 1 y 2: PME de S. typhi no unidas especificamente a la
columna. Lavados con Tris~EDTA-SDS.
Carril 3: Fraccién de proteinas (porinas) eluida de la co
lumna con trietilamina pH 11.5.

Carril 4: Proteinas electroeluidas.



DISCUSION

En el patrén electroforético &e las PME de Salmonella
typhi aisladas por el método de Schnaitman, se pueden observar
tantn proteinas mayores como menores, con pesos moleculares
que van de 17 Kd a 70 Kd. Entre las mayores destaca la presen-
cia de dos proteinas de 36 Kd a 41 Kd, que, de acuerdo a
su peso molecular, corresponden a las proteinas formadoras
de canusles (porinas), aunque éste es ligeramente superior

al de las porinas dc Salmonella typhimurium (OmpD 34 Kd,

OmpF 35 Kd y OmpC 36 Kd) (31); sin embargo, el sistema de
electroforesis empleado para el anilisis de las proteinas
inftluye en la determinacién del peso molecular, ya que cuando
se emplean PME de S. typhimurium como proteinas de referencia,
los patrones electroforéticus de las PME de ambas bacterias
son semejentes (8). Por otro lado, tante en E. coli come
en S8, typhimurium sc han aislado de 3 a8 4 formas de porina
(31) y su expresidn en la membrana externa estd regulada
por factores tales como cambics en la osmolaridad y concentra-
cidn de fosfatos en e)l medio de cultivo (31), aﬂi. la obten-
cién de soln dos porinas a partir de Salmonella tvphi, pudicra
probablemente a las caracteristicas del! wmedin cmplcadn en
el cultive de la bacteria,

lLlas scmejanzas bioquimicas e inmunopénicas encontradas

entre las porinas de S. typhl, S. tuphimurium v E. caoli (8),

sugieren que esas protvinas tienen un urigen ancestrul comdn,
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pero no necesariamente indica que todos sus determinantes
antigénicos sean iguales; por lo tanto, no seria extraio
encontrar regiones comunes y otras especificas en su estructu-
ra primaria, lo que se reflejaria como determinantes anti-
génicos "pliblicos" (de familia, de tribu o de especie) y
determinantes antigénicos “privados" (de cepa). Tokunaga
(51) y Lee (25) han aportado datos experimentales que apoyan
esta hipbtesis, al encontrar secuencias de aminoAdcidos comunes
en el perfil peptidico de las porinas de E. coli y S. typhi-~
murium, as{ como en el anllisis de sus secuecncias de nuclebti-
dos, en donde se ha encontrado una similitud de hasta 50%.

El empleo del métode de Schnaitman paéa la obtencibn
de PME tiene como principales ventajas lo sencillo de 1a
metodologia y la obtencibén de 1las proteinas en su estado
nativo, debido a que no se emplean procedimientos drasticos
en la extraccién de las mismas,” aunque tienc como desventaja
el contenido de LPS presente ciomo contaminante en todas las
preparaciones, ello obedece, en primer lugar, a qﬁe se trata
del principal componente de la membrana externa (ocupa el
45% de la superficie bacteriana) y en segundo 1lugar, a que
algunas PME estdn unidas de manera no covalente al LPS para
llevar a cabo sus funciones biolédgicas dentro de la bacteria
(6).

En experimentos de proteccidn empleando un modelo experi-
mental murino, se ha demostrado que el complejo PME-LPS de
5. typhi aislade por el wmétodo de Schnaitman, protege al

ratoén de un reto 500 veces mayor a 1a LD50O, ast como el suero
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de conejo anti PME-LPS induce una proteccién de 100 LD50;
este suero, por inmunotransferencia, recconoce con mayor inten-
sidad a las porinas (55). En base a estos antecedentes, se
ha sugerido que las PME de S. typhi, y en particular las
porinas, puedan ser Gtiles en la elaboracién de una vacuna
contra la fiebre tifoidea (19); pero para establecer clara-
mente el papel de las porinas en la inmunidad, es necesario
emplear en los experimentos de proteccidén proteinas purifica-
das, ya que los efectos observados pudieran ser por la presen-—
cia del complejo PME-LPS.

Pars purificar a las porinas se han empleado métodos
bioquimicos tradic;onales tales como cromatografia de exclu-
sién molecular e intercambio iénico, consiguiendo con ellos
enriquecer el contenido de porinas, disminuyendo a sbélo 1%
el contenido de LPS.

Se considerd que una forma de obtener las proteinas
purificadas era recuperarlas a partir de los geles de poli-
acrilamida, para lo que se empled la electroelucidn. Esta
técnica, en cfecto, permitié separar s las porinas del resto
de las PME, sin embargo, no se logré eliminar completamente
al LPS, en virtud de quec éste tiene ung movilidad electro-
forética similar (figura 20). Por otro 1lado, la cantidad
de porinas recuperadas de los geles de poliacrilamida, fué
suficiente para evocar una respuesta dec anticuerpos especifi-
cos contra las porinas c¢n concjus, demustrada medinnte la

reaccién antigeno-anticuerpo en papeles de nitrocelulosa
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que contenlan todns las PME de S. typhi, en los que solemente
se reconocieron las porinas (figura 15). Sin embargo, también
se generaron anticuerpos anti-LPS, 1los que se eliminaron
absorbiendo el suero, en condiciones de equivalencia, con
el antigeno especifico.

La cromatografis de afinidad constituye una de las me-
jores maneras de purificar moléculas, debido a que sus princi-
pios bioquimicos se basan en el concepto de la intersccién
ligando-receptor, de manera tal que en la mayoria de 1los
casos, la cromatografia de afinidad da un grado de pureza
del orden del 95%; ademds, no se requieren grandes volimenes
de geles, ni equipos costosos para llevarla 'a cabo, por lo
tanto, se ‘trata de una metodologia relativamente econdmics,
radpida y sencilla de realizar. Una manera de hacer cromatogra-
fia de afinidad es a través de inmunoadsorbentes, los cuales
gse elaboran acoplando a un soporte anticuerpos especificos,
lo que permite retener 1las mo}éculas de interés y eliminar
los contaminentes, a continuacidén, el material unido se recu- )
pera mcdiante cambios de fuerza iénica o de pH (32).

En consideracién a 1los conceptos antes mencionados,
a8 un soporte de sepharosa se acoplaron 1gG unti—porinns.
permitiéndonos contar asi con un inmuncadsorbente. Las porinas
purificadas en esta columna estuvieron libres de LPS, demos-~
trado mediante tincidén de plata (figura 20)‘. Por lo tanto
s¢ cuenta con un método que permitird obtener cantidades

suficientes de protelna, para emplearse cn experimentos que
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permitan dilucidar su papel en la proteccidén contra la fiebre

tifoidea.



1).

2).

3.

4).

CONCLUSIONES

Las protefnas de membrana externa de Salmonella typhi
9,12 d Vi tienen pesos moleculares que van de 17 Kd a
70 Kd. Destaca un grupo de dos proteinas principales
con pesos moleculares de 36 Kd a 41 Kd, las cuales se
tratan de las porinas descritas en otras bacterias Gram-

negativas.

El método de electroelucidn permite la secparacién de
las porinas del resto de las PME de S. typhi, asi como

una eliminacién parcial de la contaminacién con LPS.

La cantidad de porinas obtenidas por electroelucidén cs
suficiente para inducir en conejos la produccibén de anti-
cuerpos especificos.

i
El inmunoadsorbente elaborado con IgG anti-porinas sobre
un soporte de sepharosa, permite obtener .de una manecra

rdpida, porinas libres completamente de LPS,



APENDICE

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Medio minimo de sales "A"

fosfato de potasio dibdsico (Baker) 7.0 g/1
fosfato de potasio monobdsico (Baker) 3.0 g/1
citrato de sodio (Baker) 0.5 g/1
sulfato de amonio (Baker) 1.0 g/1
sulfato de magnesio (Baker) 0.1 g/1

El medio se esterilizé a 15 1b de presién, 15 min, a

120°C. Posteriormente se adicionaron 20 ml de glucosa al
12.5% (Merck), 20 mg de leucina (Sigma) y 10 ml de extracto
de levadura al 5% (Bioxon), componentes que previamente

habian sido esterilizados a 10 1b de presidn, 10 minutos.

Hepes 10 mM pH 7.4, Tritbén X-100 al 2%
hepes (Sigma) 2.6 g/1

tritén X-100 (Sigma) 20,0 g/1

Tris S50 mM, EDTA S5 mM pll 7.8, Tritén X-100 al 27
Tris (Sigma) 6.05 g/1
EDTA (Sigma) 1.86 g/1

Tritén X-100 (Sigma) 20.0 g/1
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Amortiguador de remojo.

bicarbonato de amonio (Sigma) 3.16 g
SDS (Sigma) 2.00 g
agua destilada 100,00 wl

Amortiguador de elucién.

bicarbonato de amonio (Sigma) 3.95 ¢
SDS (Sigma) 1.00 g

agua destilada 1000 m1

Amortiguador de didlisis.

bicarbonato de amonio (Sigma) 0.79 g
SDS (Sigma) 0.20 g
agua destilada 1000 ml

Glicina-HC1 0.2 M pH 2.4
glicina (Sigma) 15.01 g
Ajustar el pH con HC1l 2N y aforar a 1000 ml con aguas des-

tilada.

Amortiguador de fosfatos-salino pH 7.4

cloruro de sodio (Merck) 8.70 g
fosfato dcido de potasio (Baker) 2.70 g
fosfato dihdsico de sodio (Baker) 0.40 ¢

agua destilada 1000 ml



- Amortiguador de bicarbonatos-salino pH 8.9
carbonato de sodio anhidro 1M (Baker) 10,0 ml
bicarbonato de sodio IM (Baker) 90.0 ml
Mezclar las soluciones de carbonato y bicarbonato. Ajustar
a pl 8.9 con 1la solucidén de curbonaté de sodio y aforar

al litro con una solucibébn 0.5 M de cloruro de sodio (Merck)

-Etanolamina 1 M pH 8.0
etanolamina (Sigma) 61.08 ml
Ajustar el pH con HC1 2 N y aforar a 1000 ml con agua desti-
lada.

- Amortiguador de acetatos-salino pH 4.0

acetato de sodio 0.6 M (Baker) 130.0 ml
dcido acético 0.6 M (Baker) 435,0 ml
cloruro de sodio (Merck) 4,38 g

Aforar con agus destilada a 1000 ml

- Amortiguador de boratos-salino pH 8.2

dcido bérico (Baker) 6.18 g
tetraborato de sodio (Merck) 9.54 g
cloruro de sodio (Merck) 4,38 g

Aforar con agus destilada a 1000 ml

- Tris 50 mM, EDTA 5 mM pH 8.0, SDS 0,27
Tris (Sigma) 6.05 g/t
EDTA (Sigma) 1.86 g/1
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SDS (Sigma) 2,00 g/1

~- Trietilamina 0,05 M pH 11.5, SDS 0.22
trietilamina (Sigma) 6.97 ml
SDS (Sigma) 2.00 g
Ajustar el pH con HCl 2N y aforar a 1000 ml con agua des-

tilada.

-~ Acrilamida
Acrilamida (Biorad) 30.0 g
N-N-bismetilén acrilamida (Biorad) 0.80 g
Aforar a 100 ml con agua destilada y desionizada, filtrar

en papel Whatman 41 y mantener a 4°C en frasco color é&mbar.

- Amortiguador Tris~HCl1 1.5M pH 8.8
Trizma base (Sigma) 18,15 g
Ajustar el pH con HC1 2N y aforar con agua destilada y

desionizada a 100 ml.

~ Amortiguador Tris-HCl1 0.5M pH 6.8
Trizma base (Sigma) i 6,00 g
Ajustar el pH con HCl 2N y aforar con agua destilada y

desionizada a 100 ml,

~ Amortiguador de muestra.

Tris-HCY1 pH 6.8 25.0 ml
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SDS al 10% 2,00 ml
Azul de bromofenol al 1% (Sigma) 0.10 ml
Glicerol (Baker) 10.0 ml
2-mercaptoetanol (Sigma) 5.00 ml

Amortiguador de corrimiento electroforético.

Trizma base (Sigma) 3.00 g
Glicina (Sigma) 14,4 g
SDS (Sigma) 1.00 g

Aforar a 1000 ml con agua destilada y desionizada.

Solucién fijadora para electroforesis.

metanol (Merck) 400.0 ml
dcido acético (Baker) 70.0 ml
agua destiiada 530.0 ml

Svlucidn colorante de Coomassie.

metanol al 50% (Merck) 454,0 ml
Acido acético (Baker) 46,0 ml
azu! de Coomassie (Sigma) 1.20 g

Agitar durante una hora y filtrar en papel Whatman

Solucién decolorante para azul de Coumassie.
metanol (Merck) 50,0 ml
dcido acético (Baker) 25.0 ml

agua destilada 925,0 ml

41.
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- Solucién prefijadore para tincién de proteinas con nitrato

de plata.

metanol (Merck) 50.0 ml

&cido acético (Baker) 10.0 ml

agua destilada 100.0 m}

~ Solucién de lavado

etanol (Merck) 5.0 m1
4cido acético (Baker) 7.0 ml
agua destilada 100.0 m1

- Solucién fijadora
glutaraldehido (Sigma) 12.5 ml
agua destilada 100.0 ml

- Solucién teiidora

hidréxido de amonio (Baker) 1.0 ml
hidréxido de sodio 0.1N (Baker) 21.0 a1l
nitrato de plata al 20 (Merck) 4,0 ml
agua destilada 74.0 m1

- Solucién reveladora
dcido citrico al 12 (Baker) 2,5 ml
formaldehido (Baker) 0.25 ml

ngua destilada 500.0 m1
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Solucién fijadora para tincidn de LPS con nitrato de plata.

alcohol isopropilico (Baker) 56.0 ml
Acido acético (Baker) 14.0 ml
agua destilada 200.0 mil

Solucién de oxidaciédn

dcido peryédico (Merck) 1,05 ml
isopropanol 25% en ac. acético 7% 4,0 ml
agua destilada 150.0 ml

Solucidn teiiidora

hidréxido de sodio 0.IN 28,0 ml
hidréxido de amonio (Baker) 1.0 ml
nitrato de plata al 20% 5.0 ml
agua destilada 115.0 ml

Solucién reveladora

dcido citrico (Baker) 50.0 mg
formaldehido (Baker) 0.5 ml
agua destilada 200.0 ml

Amortiguador de transferencia

trizma hase (Sigma) 18.15 g
glicina (Sigma) 86.40 g
metanol (Merck) 1260 ml

agua destilada 4800 m}l
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Solucién de lavado.
PBS pH 7.4 " 1000 ml

tween 20 (Baker) 1.0 ml

Solucidén de blogqueo
gelatina bacterioldgica (Difco) 1.50 g
PBS pH 7.4 100.0 ml

Solucién de tinta china
tinta china (comercial) 0.25 ml

PBS-Tween al 12 250.0 ml

Sustrato para el conjugado

diaminobencidina (Sigma) 50.0 mg
Tris-HCl 0.1M pH 7.6 100.0 ml
peréxido de hidrbgeno al 30% (Merck) 0.10 ml

Filtrar en papel Whatman 41,

Amortiguador de recubrimiento para ELISA

carbonato de sodio (Baker) 7.0 g
bicarhonato de sodio (Baker) 28,0 g
apua destilada 1000 mi

Solucién diluyente del ler. Ac y del conjugado

tween 20 (Baker) O.1 ml
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gelatina bacteriolébégica (Difco) 0.5 ml
PBS pH 7.4 100.,0 ml1

Amortiguador de citratos pll 5.6

citrato de sodio (Baker) 29.0 g
dcido citrico (Baker) 4,10 g
agua destilada 1000 ml

Sustrato para peroxidasa

o-feniléndiamina (Sigma) 6.0 mg
citratos pH 5.6 12.0 ml
perdxido de hidrégeno al 30% (Merck) 0.0]1 ml

Acido sulfirico 2.5 N
ac, suylfbrico conc.'(Buker) 69.4 ml

agua destilada 1000 ml
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