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RESUMEN 

A partir de electroforesis preparativas, se aislaron 

¡1orinas de Salmonella !.l'..1!.!l.!. 9,12 d Vi con un bajo contenido 

de LPS, las cuales se emplearon para la producci6n de IgG 

de conejo especificas. La inmunoglobulina se acopló por la 

rcacctbn de bromuro de cian6geno a un soporte de sepharosa; 

con este inmunoadsorbente se purificaron porinas completamente 

libres de lipopolisac&rido. 



1NTROIJllCC1 O~ 

l.u fiebre tlfoillcn es unn enfermedad febril agudo, causa­

da por lo ingestión e invasión lnlcsltnal ele SnJmonel In !..Y..J!J!.i. 

E~tu enfermedad se prci;cnta en todo el mundo,_ constituyendo 

un problema endémico en muc:hos paJscs de] Lcjnno Oriente, 

Oriente Medio y ( .. utinonméricn, incluyendo ~é:<ico, clemostrnndo 

que es un reflejo de los niveles de sanidad y de abnstccimien­

to de uguu. 

Para el control de la fiebre tifoidea se incluye, entre 

otros posibilidades, la vacunoci6n. ActÚalmentc, existen 

en M6xico s6lo dos vncu11as reconocidas of iciolmcnle para 

prevenir la enfermedad, y 6stas son la vacuna tífica preparada 

por extracción r.on acetona, la producJda con buctcrias 

completas inoctlvodas por calor. Ambas tienen vurios inconve­

nientes como son: el inducir inmunidad de corta· duración, 

por lo que es necesario rcinmunizar coda clos o tres años, 

ln vucunación requiere la aplicación de tlos inyccctoncs sub­

cuthncus o intramusculnrcs y produce efcrtos a<l~crsos (fiebre, 

malestar general postración) debidos la prcsc11cln de 

cndotoxina (llpopolisnc:1rldo); no S<:' rccomlcndn su apllcuc:ión 

en nifios pequeños, ni es p¡1ra t1su guncrul. 

Los estudios cnc11mina1los la b(1l'i<¡Ul'da de unn mejor 

vacuna contra lo fiebre tifoideo de l11s ~lllmos cuare11La 

años se besaron princi.pnlmcnlc en el uso de Ja mol(•eulu ]iJJu­

polisncar{dicn, sin embargo, los re~~ultudqs olilcnidus no 
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fueron satisfactorios. 

Recientemente, las protelnas de membrana externa de 

lus bacterias Gram-ncgativas han adquirido importancia desde 

el punto de vista inmunológico, ya que' se considera en base 

a su localización, que son elementos clave, tanto en la pato­

genicidad como en la protección contra enfermedades producidas 

por estas bacterias. 

Al respecto, estudios de la inmunogenicidad de las PHE 

de .§.. llili han demostrado que tanto el complejo PME-LPS 

de .§.. llili 9,12 d Vi, como el suero de conejo snti-PME-LPS 

inducen une protección del 100% en el modelo murino, al efec­

tuarse en éste el desafio con la bacteria correspondiente. 

Asl mismo, se demostró 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 protetnas juegue un papel preponde­

rante en la protección, por lo que el interés de este trabajo 

esti\ dirigido a la obtención de las porinas de .§_, !J..l!.!!l. 9, 12 

d Vi libres de contaminación por LPS, as! estudiar en un 

futuro su capacidad protectora, para su posible uso en la 

inmunoprofilaxis. 



ORJETIVOS 

OBJETIVO GKNEHAL: 

Purificur lJOrinas de Salmonclla .!:..1.Jtl!.!. 9,l2 d Vi. 

OílJETIVOS PAHT!CULAH~S: 

a) Aislar y caracterizar proteinas de membrana externa de 

Selmonclle llfil 9,12 d Vi. 

h) Aislar porinas de Salmonclla .llili 9, 12 d Vi. 

e) Obtener suero de conejo anti-porinas. 

dl Purlflcer lgG de conejo anti-porinns de~· llfil· 

e) F.lahorar un inmunoadsorbentc especlCico que pcrmitA la 

obtención de porinas de~. llJ!!lJ. libres de LPS. 



GgNERALIDADES 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto­

contngiosa causada por Salmonella !.l'..J!.h.!;' ésta es una bacteria 

Gram-negativa, móvil, resistente a bajas temperaturas y puede 

permanecer viable durante tiempos prolongados en el agua 

de pozos o depósitos. La bacteria es un parásito exclusivo 

del hombre pertenece a la tribu Ill Salmonelleae de la 

familia Enterobacteriaceae (5). De acuerdo a la clasificación 

de Kauffman-White es del grupo D y comparte con 96 especies 

del grupo Salmonella, los antlgenos somáticos 9 ó 12 • 

.§.. !..I..E..b.l tiene una envoltura celular constituida por 

la membrana citoplasmática, la peptidoglicana y la membrana 

externa (20)(figura 1). La membrana citoplasmática está com­

puesta de fosfollpidos (predominantemente fosfatidiletanolami­

na, fosfatidilglicerol y cardiO'lipina) una gran variedad 

de protelnas. Los flagelos, que constiuycn el antlgcno "d", 

parten de esta membrana. Le peptidoglicona confiere rigidez 

<tstá formada por cadenas paralelos de polisacáridos que 

contienen ácido murémico y N-acctilgluosamina (5). La membrana 

externa está constituida por protcinas, fosfolipidos y lipo-

poltsac&rido (cndotoxina), el cual ocupa aproximadamente 

el 45% de su superficie representa el an~{gcno somático 

"O" {6). Esto membrana actúo como unn bnrrero, impidiendo 

la entrada <le sustnnctas t6xicas tnlcs como antibi6ticos 

dctcrgcrtlcs; contiene Jos re~eptores para bacteri6fagos 
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Fig.l, ENVOLTURA CELULAR DE LAS RACTERlAS GRAM-~EGATIVAS. 

HE:Mcmbrann cxlernn; l.PS:Lipopolisac6rido; FL:Fos­

follpido~; POR:Porinns: PG:Pcplidoglic:~no; 1.1':1.ipo-

protelna; PP:Protclnns pcripl~smlcas; Nr::Mcmbru11n 

citoplasm&tica; PC:Polisac~ri1lo cnpsiJli1r: CO:Cndc-

nas "O". 
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y colicinas y se relaciona con los procesos de conjugación, 

divisi6n celular transporte de sustancias al interior de 

la célula (38,39,43). Asociados a la membrana externa se 

encuentran los pili y el antlgeno ''Vi'' (20). 

~- !Ll!h!. es infcctante en funci6n de su virulencia, 

de la cantidad del inóculo administrado de las condiciones 

especificas del huésped·(22), 

~as primeras descripcio11es de la infección tifo!dico 

se_ le atribuyen a Thomas Willis en 1659, quien describió 

los diferentes signos y sin tomas de la enfermedad, asi como 

la duraci6n y severidad de la misma, En 1856 William Budd 

estableció que le enfermed~d tenia origen hidrico, por conta­

minación del ague con heces procedentes de individuos enfermos 

o portadores (22). Los llamados portadores sanos constituyen 

un factor'importantc de contagio. especialmente si so11 1naneja­

dorcs de alimentos. 

La. bacteria penetra en ¡la mucosa intestinal. invade 

tortente sangu1neo, produciendo la in{ecci6n generalizada 

con manifestaciones de fiebre. ataque al estado general. 

leSioncs ulcerativas del intestino balance nitrogenado 

negativo que afectan se1·iamente al estado nutricional. La 

infección muestra tendencia a recidivns con complicaciones 

tales como perforaci6n intestinal. 

La fiebre tifoidea es [recuente en los paises subdesarro­

llados, inclu}'cndo México, y en ellos tiene caracter!sticas 

endémico-cpidémlcas. Esto s~ encuentra relacionodo directamen-
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te con deficiencias en el suncnmlrnto amblcntnl y el npro\.·i­

stonnmicnto de dgua potabl~. 

!Jara el control de lo fJ~hre tifoidea, se incluyen, 

entre olrus posibilida<les, lo vacunación. L~ primera inmunlzn­

ctón en hurnanos se rcali~ó hace 90 nños, cunndn Wright en 

Inglaterra, y Pfe:iffer y Kolle en Alemania, emplearon vacunas 

producidas con bacterias inactivadns por calor. Estas vacunas 

se utilizaron en India, F.gipto, Italia y Sudáfrica, lugares 

donde se obtuvieron disminuciones significativas de la morbi­

lidad y mortal,idnd, as! como una atenuación de los síntomas 

en los individuos vncuna(tos que sufrtcron ln enfermedad (44), 

En 1925, Bcsredku propuso el empleo de vacunas elaboradas 

con bacterias vivas atenuadas, admjnJslrü1las por vla oral. 

El efecto de las mismns se cstuclió en el ejército francés 

en donde, desafortunadamente, hubo muertes entre los indivi­

duos vacunados, por lo que fueron sustit11idns por vacunas 

elaboradas con bacterias muertus (22). 

llasta 1955 no se tuvo un ensayo controlndo que proporcio­

nara información confiable acerca del vnlor proflJActJco 

de Jos vacunas. A partir de esa fcch¿1 los estudios realizados 

bajo el auspicio de la Organización Mundial de ln Salud en 

Yugoslavia, Guyana, Polonia y ln l'nJón Sovibtlcu, han demos­

trado la eficoc!u profiláctica de la \'tJcunu tfflca prcJ.iora,Ja 

por extracción con acetona, lu cual prc::1crva el antlgcno 

"Vi" (vacuna K). Esta vacunu, nJ igunl que In producida con 

bacterias completas mucrt~s por calor (vJcunn l.), LJc11b vurios 
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inconvenientes como son: el inducir inmunidad de corta dura­

ción, por lo que es necesario re inmunizar cada dos o tres 

años; la vacundción requiere la aplicación de dos inyecciones 

subcutáneas o intramusculares produce efectos adversos 

(fiebre, molestar general y postraci6n) debidos a la presencie 

de cndotoxina. No se recomienda su aplicación en nifios peque­

ños, ni es para uso general (10). 

Se ha estudiado el efecto protector de dos vacunas orales 

en humanos, elaboradas partir de bacterias muertas; una 

de ellas proveniente de una cepa dependiente de estreptomici­

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

sn-cpimerasa, que recibió el nombre de Salmonelln !.I..2hi 

ty 2ln (12) ¡>ar el grupo de Germanier. Los resultados obteni­

dos con la primera no fueron satisfactorios (27). La vacuna 

de Gcrmnnier probó ser muy efectiva en un estudio de campo 

realizado en Egipto, con una Protecci6n variable entre 54-

90% ( 10, 56); sin embargo, en; estudios posteriores hechos 

en Chi.lc, la e[ectividad de la vacuna varió del 19-67%. Esta 

variaclón estuvo en relación directa con el número de dosis 

admini~trados (11). 

Se ha intentado obtener efectos protectores cont.ra la 

ficl1rc tifoidea empleando fracciones celulares. Van11eman 

y cols, cnconlrnron que fl"accioncs ribosomnlet;t de Salmon<"lln 

lyphimurium induclan (Jroteccibn en el ratón contra el reto 

de la bnclcrla (54). Estos resultados los corroboraron otros 

grupos ()6,50): sin umbargo, en todas lns preparnciones ribo-
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somnles estudiadas se encontró contaminnción tn1r 1.PS y pro­

telnns de la cnvolturn celular. Misfcld y Johnso11 demostraron 

que los protPlnas Je ln envulturn celular de li• l\'phimurlum 

protcglan u los rdtoncs contra la infección, con un "rada 

sr.mejnnlc al inducido por las fracciones ribosomnlcs (33). 

Otra cstrategin en la obtención de vacunas contru ln 

fiebre tl(otdcn, fui ln de tomar como referencia lo que ocurre 

en las ncumonias por neumococo, donde la enfermedad se puede 

evitar por medio de una v~cunn a bn8c del pulisac5rido cupsu­

lar específico. Tomando en consideración estos antecedentes, 

se extrajo del LPS de §.. W!l!i la región polisacat·{dica, 

libre de llpido A (29), con el fin <le probar su efecto prot~c­

tor. El polisacárido resultó ser un buen inmunógeno, pero 

los anticuerpos especificas que se produjeron contra bi, 

no fueron protectores (57). 

Los estudios encaminados la b6squcdn de una mejor 

vacuna contra la fiebre tifoidea de los Í1ltimos 40 años, 

están basados principalmente en el 1.1'5. 1-'or r:llo, Barbcr 

Eylen han señalado que: "en la bacLeriologln, con este 

planteamiento del problema, se ha oCa!-donn<lo un anleccrlcntc 

desafortunado, olvidando q11e los prir1cipolus untlgcnos de 

Salmonclla son las protclnas expuestas en la su¡Jcrficif.! bac­

teriana" (2). 

El estudio de las protclnn.s de mcmhrnna externo (PMg) 

de las bacterias Gram-ncgatfvqs, se p11do Llcv¿1r a ca1>o graciuH 

al advenimiento de métodos espec{fic11s ¡iarn ln se¡rnruc.:ión 
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de membranas. 

Miura y Mizushima, en 1968, describieron por primera 

vez el aislamiento de la membrana externa de ~. !:..2.1!.• emplean­

do para ello esferoplnstos preparados con lisozima y EDTA, 

los cuales se lisaron osm6ticamente, separando posteriormente 

en un gradiente de sacarosa la membrana externa de la cito­

plasmática (34). Este pro~edimiento 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, inici6 el estudio de las PHE de 

g. coli, éstas las obtuvo por métodos más sencillos que los 

utilizados previamente. La técnica estaba basada fundamental­

mente en el rompimiento de bacterias en una prensa francesa, 

seguida de la solubilizaci6n de la membrana interna con un 

detergente no i6nico (47). 

Al estudiar el patr6n eléctroforl>tico de las PHE de 

A• ~. en geles de poliacrilemida-SDS, Schnaitman encontr6 

que una banda proteica principal con un PH de 44 Id, consti­

tula el 70:: de las protelnas totales de la membrana y que 

estaba presente en varias bacterias Gram-negativas. A esta 

protelna le llam6 "protelna principal de membrana externa"; 

poco tiempo después, él otros investigadores (14, 18,48) 

demostraron por electroforesis que esa protei':'a mayor estaba 

constituida por cuatro protclnas. Schmitges y Henning, por 

otro lado, describieron que la protelna principal se podla 

sc¡1nrnr, por medio de electtoforesis, en dos bandas (46). 
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Actualmente ~e sabe que el número de las proteJnn:; dL' 

membrana externa es variable dependen rlc la información 

genética de ln bacteria. Su expresión puede verse afoctada 

por factores tales como las condiciones de cultivo, temperatu­

ra, mutaciones, etc. 

Los PME más ampliamente estudiadas, han sido las de 

~. coli y §.. typhimurium. Di Rienzo, Nakainura e lnouye, en 

1978, Osborn y Wu en 1980, hicieron una revisión extensa 

de ellas (6,43), claslficéndolas en proteínas principales 

o mayores y proteínas menores. Las primeras son las proteínas 

más abundantes de la membrana, pueden expresarse en más de 

100,000 copias por c~lula y se han descrito alrededor de 10 dA 

ferentcs, aunque por lo general, solamente se encuentran 

cinco de ellos en una misma bacteria. 

Dentro de las protelnns principales están: 

1). Protelnns matrices o porinas, 

2). protelno modificable por el color 

3). lipoprotelna de Braun. 

El arreglo de estas protelnos se ilustra en el esquema 

propuesto por Osborn y Wu (figur~ 2). 

l). PROTE!NAS MATRICES O PORINAS: 

Estas proteinas se caracterizan por estar asociodas 

a la pcptldoglicana por enlaces iónicos, por lo que, Roscn­

busch en 1974, las llamó protelnas matrices (45); el número 

de ellas presente en cado bactcrin vnrta dependiendo de ln 
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cepa de origen. 

Nakae y Nikaido, en 1975, demostraron que la incorpora­

ci6n de las prote'inas matrices a vesículas artificiales de 

fosf olipidos y lipopolisacárido hacian a· las mismas permeables 

a sacéridos de bajo peso molecular. Por los resultados ante­

riores se concluy6 que la funci6n de estas proteínas era 

la de formar "poros" de difusi6n, que permit!an el paso de 

sustancias hidrofllicas de bajo PM. Por esta raz6n, se les 

design6 con el nombre de porinas {43). Nakae, en 1976, demos­

tró que estos poros también facilitaban el transporte de 

aminoácidos e iones inorgánicos, cuyos pesos moleculares 

no excedieran de 550 (26). Estas observaciones se vieron 

apoyadas Por el hecho de que m'utantes de _li. typhimurium y 

li• coli, deficientes en porinas, presentaban defectos en 

el tra11sporte de moléculas (17,43). 

Las proteínas matrices t~enen pesos moleculares que 

van de 36 Kd e 40 Kd y tiencr la propiedad de asociarse a 

la pcptidoglicana por enlaces iónicos fuertes, lo que permite 

que se mantengan unidas a ella después de la cxtracci6n de 

la envoltura celular con dodecil sulfato de sodio (SDS). 

Estas proteínas, además, son resistentes a los ataques de 

enzimas protcolíticas, tienen un alto contenido de estructura 

beta en su configuración nativa, se encuentran localizadas 

en la superficie de la membrana actúan como receptores 

de fagos y colicinas. Las porinas se arreglan en suhunidades 

triméricas (cada una de las cuales constituye la unidad fun-
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cional de poro) la microscopia electr6nica ha revelado 

que estas subunidades forman redes hexagonales en la membrana 

{30,43). Las porinas se identifican por los genes estructura­

les que las codifican para su expresión (25), así por ejemplo, 

la proteina OmpC es el producto del gene estructural ompC. 

En ~. coli y .§,. typhimurium ln'3 porinas son codificadas por 

los genes ompF, ompC y phoE. Estos genes se expresan en cor1di­

ciones de alta osmolaridad, baja osmolaridad y bajo fosfato, 

respectivamente (37). Su secuencia de nuclcótidos se ha deter­

minado y muestra gran similitud para los genes de ambas bacte­

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

A• f..!11.!. y§. typhimurium (31), 

CARACTERISTICAS OmpF OmpC phoE OmpD 

Peso molecular 37. 2 Kd 36 Kd 36.78 Kd (34 K~) 
(35 J(d) (36 ICd) 

# moléculas .por 105 105 105 

célula, ( 105) (105) (105) 

Forma oligomé- trímero trímero trlmero 

rica. (trlmcro) (trl.mero) (trlmero) 

Asoc iac i6n 8 + + + 

pcptidoglicene (+) (+) (+) 

Diámetro del 1.4 nm 1.3 nm 1.2 nm 

poGo. (l.4 nm) (l.4 nm) (l.4 nm) 

NOTA: Los datos entre paréntesis corresponden a §.. til:!himurium 
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2), PROTE!NA MODIFICABLE POR RL CALOR: 

Esta proteina se encuentra codificada en _li. f.ill. por 

el gene ompA y se trata de la protclnn que se asocia más 

fuertemente al LPS (15). La OmpA tiene como caracteristica 

principal la de variar su movilidad clectroforétlca en geles 

de poliacrilnmida-SDS de acuerdo a la temperatura de su solu­

bilización, ya que cuando ésta se lleva a cabo a too•c, el 

peso molecular es de 33 Kd, mientras que sin calentar es 

de 28 Kd (9,31). Chnin y cols, demostraron que el peso molecu­

lar real es de 35 Kd y que está constituida de 325 aminoácidos 

(31). Esta proteina es la única de la membrana externa sensi­

ble a la acci6n de proteasas y se encuentra expuesta en la 

superficie celular, por lo que actúa como receptor de fagos 

y colicinas y está relacionada con los procesos de conjugacibn 

(17). Lo OmpA la lipoprotelna de Braun contribuyen a la 

integridad de la membrana (31) y, al igual que los porinas, 

requieren de la presencia de LPS para llevar n cabo sus fun­

ciones. 

3), L!POPROTEINA DE BRAUN: 

Esta protctnn fué la primera que se purificó (31) 

tiene un PM de 7 Kd. tst6 constituida por una secuencia repe-

titlva de SS aminoácidos se une n la pepti<logl icana por 

un enlace peptldico entre el grupo omino de la lisine terminal 

de la llpoprotelna y el grupo carboxllico del ácido diaminopi­

mélico. Hirashima y col, en 1973, encontraron quo la 1 ipopro-
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Fig.2. ORGANIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS MAYORES EN iA 

MEMBRANA EXTERNA DE LAS éACTERIAS GRAM-NEGATIVAS. 

LPS:Lipopolisacárido; FL:Fosfollpidos; OmpF,OmpC,LamB: 

Proteinas matrices o porinaa; OapA:Proteina modifica­

ble por el calor; LPB:Lipoprotclna de Braun. 
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telna puede también existir en forrnu libre en la membrana 

externo (15). 

las protelnos 4ue se expresan menos en la mumbrann 

externa se les denomina proteínas menores. Estas constituyen 

un grupo de 10 u 12 protclnns que participan en el transporte 

activo de moléculas tal~s como vitamina 812, maltosa, fierro, 

etc, entre ellas se incluye una fosfolipasa A. Por ester 

e>c.pucsLas en la su1>erficie sirven también de receptores a 

fagos y colicinas (6,43). 

CUADRO 2. ALGUNAS PROTEINAS MENORES DE LA MEMBRANA EXTERNA 

DE li• coli. (JI). 

PROTE!NA PM RELATIVO MOLKCULAS FUNC!ON PROPUESTA 
POR CELllLA 

Btu B 60,000 250 acarreador de vit.Bl2 

Cir 74,000 acarreador de fierro 

Fhu A 78,000 1000 acarreador de ferri-cromo 

Fec 80,500 acarreador de fierro-citrato 

Fep 81,000 acarreador de fierro-entero-
colina 

83 K 83,000 a cu rrcndo r de [lerro 
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En los últimos aQ os la membrana externa de las bacterias 

Gram-negativas ha cobrado gran importancia debido al papel 

que desempeÑan las proteinas en la relación hUésped-parásito, 

ye que se encuentran localizadas en .la s'uperficie. 

Al respecto, Fresch y cole, en 1977, encon"traron que 

las proteínas de Neisseria meningitidis grupo B eran buenos 

inmun6genos cuando se inoculaban a conejos ya que inducían 

la produccibn de títulos altos de anticuerpos, los cuales 

in. !.!!.!..Q. presentaban actividad bactericida mediada por com-

plemento (9). 

Buchanen Arko demostraron que el ant!geno capaz de 

proteger especlficamente contra la uretritis gonocbccica 

en chimpancés, estaba presente en la membrana externa de 

Neisseria sonorrhoeac ( 4). Posteriormente, evidenciaron que 

las PHE eran las que conferian la protección especifica en 

cobayos a los que se habla in.ducido una infeccibn gonoc6c-

cica experimental (3). 

Adamus y cole, reportaron que la inmunizaci6n activa 

con PME de Shigella flexneri Shigella ~ protegió a 

los ratones del ataque a la queratoconjuntivitis shig~losa. 

experimental (!).· 

Kussi y cols, en 1979, encontraron que ratones inmuniza-

dos con las porinas obtenidas de uno cepa rugosa de ~ • .L!.J!h.!..­

~. fueron más resistentes a la salmonclosis murina al 

retarlos con una cepa lisa: resultados similares se obtuvie­

ron cuando al ratón se le administró suero de conejo anti-
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porinas de §_. typhimurium. Para confirmar que los anticuer­

pos protcctorc~ eran loo dirigidos hacia las porinas, absor­

bieron el suero con las mismas }' la protección desapareció 

( 23). 

Por otro lado, se he valorodo la respuesta inmune humo­

ral hnci.1 las PMI'. de ..§.. ll.e.h..i en pacientes con diagnóstico 

clinico bacteriológico de fiebre tifoidea, demostrándose 

que dichas protelnas son inmunogénicas en el humano, ya que 

se encontraron anticuerpos especificas contra ellas, tanto 

en 1« fase aguda como en la fase de convalescencia de la 

enfermeda'd. Estos resultados los confirmaron Ortiz y cols 

en 1984, quienes demostraron que los anticuerpos anti PME 

de §.. lll!!!l. eran de lo clase lgG e IgH; los de la clase IgG 

dirigidos principalmente hacia las protelnas mayores en 

particular hacia las porlnns (41). 

Finalmente, Isibasi cols (19) olslaron, según el mé-

todo de Schnaitman, PME de §. .. !I..J!.h1 9,12 d Vi; contaminadas 

con 3% de LPS. Estas presentaron un patrón de corrimiento 

electroforhtico similar al destrito para ~. typhimurlum. 

El complejo proteico-LPS administrado a uno concentración 

de 30 ug por v,ia intrapcritoncol, indujo protección del 100% 

en el modelo murino, cuando se realizó el reto de hasta 500 

LD50 de lu cepa hom6logn de §.. lll!!!l. ty2 y de §.. ty¡ihimurium 

Por otro lado, el suero de conejo anti PME-LPS de .§.. !.!.J!.h.i, 

protegió en un 100% a los rnloncs de un reto de 100 LOSO 

de la cepa hom6logu de §.. ill!.!J..1. ty2 y de .§_. cyphfmurfum. 
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En el mismo trabajo se demostr6 que la inmunidad pasi­

va cruzada estaba dada aparentemente por los anticuerpos 

dirigidos hacia las porinas. 



PARTE EXPERIMENTAL 

EQllIPO 

1). Agitador orbital de temperatura variable. New Brunswick 

Scicntific Co. Inc. 

·2). Centrifuga Sorvall RC5C. Instrumenta Dupon. 

3). Espectrofotómetro Beckman DU-7. 

4). Sonicador Lnb-Line. 

5). Ultracentrifugn Beckman LB-M. 

6). Sistema de electroforesis LKB. 

7). Cámara de electroclución. C.B.S. Scientific Co. Inc. 

6). Sistema de elcctrotraneferencia LKB. 

9). Lector de ELISA. Dynatec. 



MATERIALES BIOLOGICOS Y SOLUCIONES 

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

A. l). CULTIVO BACTERIANO 

a), Cepa de Salmonella ~ 9,12 d Vi, aislada de un pacien­

te con diagnóstico clínico y bacteriológico de fiebre 

tifoidea. 

b), Medios de cultivo: 

- Agar Eosina Azul de Metileno (EHB). 

- Medio Mlnimo de sales "A''. 

c), Solución de lavado: Hepes lOmM pff 7.4, 

A.2). AISLAMIENTO DE LAS PHE. 

a), Hepes lOmM pff 7.4, Tritón X-100 al 2% 

b). Tris SOmM, EDTA SmH pH 7.8, Tritón X-100 al. 2% 

A,3). PURIFICACION DE LAS PORINAS POR ELECTROELUCION. 

a). Amortiguador de remojo: SD~ al 2% en NH4HC03 0.4H 

b), Dithiotreitol al 10% 

e), Amortiguador de elución: SOS 0.1% en NH4HC03 O.OSH 

d), Amortiguador de diálisis: SOS 0,02% en NH4HC03 O.OlM 

A,4l, ORTENCJON DE SUERO DE CONEJO ANTI-PORINAS, 

a). Dos cmejos de la cepa Nueva Zelanda, 11achos, de 2.5Kg 

b), Solución de porinas electroeluidas 

e). Adyuvonte coapleto de Freund 
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A.5). PUR!FICAC!ON DE !gG DE CO~EJO. 

a). Sepharo•a-Protclna A (Sigma). 

b). Gliclna-HC! 0.2M pi! 2.4 

e). Amortigundor de fosfatos-salino 0.15~1, NaCl 0.01~1 pH7 .4 

A .6). F.l.ABORACIO~ DEI. !SML'~OADSORBENTE PARA LA PUR!FICAC!OX 

DE LAS POR!NAS. 

a). Scpharosn 6MB activada con bromuro de cianógeno (Sigma). 

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

e). Etanolnmina l.OM pi! 8.0 

d). Amortiguador de acetatos-salino pll 4.0 

e). Amortiguador de 11oratos-salino pH B.2 

f). Tris 50mM, EDTA 5mM pU B.O, SOS 0.2% 

g). Trietilamina 0.05M pi! 11.5, SOS 0.2:t 

B ·• ~IF.TODOS DE ANALISIS. 

8.1). CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

a). Soluci6n patrón de protelna: Alb6mtna s6ri~a bovina 

al 0.1% 

b). Carbonato de sodio al 2% (solución alcalina). 

e). Tartrato de sodio y potasio nl 21. 

d). Sulfato de cobre pcntahtdr1ltado al 1% 

e), Rea¿tivo de Folin-Ctocaltcaus. 

8.2). DETERMINAC!ON DE LPS. 

a). Solución patrón: KOO 

b). Acido sulfúrico 0.2S 

e). Acido pcryódico 0.04~1 

mg/ml 
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d). Arsenito de sodio al 2.6% 

e). Oimetil sulfbxido. 

8.3). ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

a). Soluci6n de acrilamida. 

b). Amortiguador Tris-HCl l.SM pH B.B 

c). Amortiguador Tris-HCl O.SH pH 6.B 

d). SOS al 10% 

e). APS al 10% 

f). Amortiguador de muestra. 

g). Amortiguador de corrimiento: Tris-Glicina pH B.3 

h). Soluci6n fijad ora. 

i). Soluc~ón colorante de azul de Coomassie. 

j). Soluci6n decolorante. 

B.4). TlNCION DE PLATA PARA PROTEINAS. 

a)• Soluci6n pref ijadora de met.~nol-ác. acético. 

b). Soluci6n de lavado de etanol-ác. acético. 

c) • Solución fijadora de glutaraldehido. 

d). Soluci6n teñid ora de nitrato de plata. 

e)• Solución reveladora: formaldehido-ácido citrico. 

B.5). TlNCION DE PLATA PARA LPS. 

u). Soluci6n fijadora: isopropanol-ácido acético. 

h). Soluci6n ele oxidaci6n: ácido pery6dico. 

e). Soluci6n teñidora de nitrato de plata. 

d). Solución reveladora: formaldehido-ácido cltrico. 
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J\ ,6). JNMllNOELECnOTRA~SHRENCIA. 

a). Amorti~uador itc trttnsícrencia: Tris-Glicinn. 

b). Amnrti~uad11r 1le fosfotos-salinos ¡111 7.4 

e). Solución de lavado: PBS-Twccn 0.1~ 

d). Soluci6n de bloqueo: rRS-gelntinn 1.5~ 

e). Tinta china nl 0.1% 

f). Suntrato para el conjugado: Diaminobencidina-Hz02 

B,7). ISMllNOENSAYO ENZJ~.ITJCO (El.ISA). 

a). Amortiguador de recubrimiento: Carbonatos pH 9.5 

b). Amortiguador de fosfatos-salino µff 7.4 

e). Soluci6n de lavatlo: PBS-Tween 0.1% 

d). Solucl6n de bloqueo: PBS-gelntlnn 1.5% 

e). Diluyente del lcr. anticuerpo y del conjugado: 

PRS-Twccn-gclntlnn. 

f). Amorti~uador para el ~ustroto: Citratos pll 5.6 

g). Sustrato para peroxidasa: o-fcniléndiamina-HzOz 

h). Actdo sulf6rico 2.5N 

B.")· CURVA DE PRF.CIP!TACION CUANTITATIVA. 

a). LPS de ji. llJ!!!.i 9,12 d Vi. 

bl. Suero de conejo anti-porinns de.§.. llJ!!!.i. 

e). Soluclbn salina isotónica. 

d). llidróxirlo de sodio o. t~ 



METO DOS 

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

A .1). CULTIVO BACTERIANO. 

La cepa de li· ~ 9,12 d Vi se creci6 en agar EMBddu­

rante 18 horas a 37ºC; una asada bacteriológica de ese cul­

tivo se sembr6 en el medio mlnimo A (50ml) y se incubó 12 

horas 37 °c, posteriormente 25ml de este crecimiento se 

inocularon a botellas de 4 litros que contenian 1. 5 litros 

del medio mlnimo A y se incubaron con agitación a 37°C y 

200 rpm, durante B horas, tiempo en el cual se llegó a la 

fase de crecimiento logaritmico (190 unidades Klett de D.O.). 

Las bacterias se cosecharon por centrifugación a l ,650g 

durante 15 min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron 

3 veces con una eoluci6n de Hepes lOmH a pH 7 .4 y se resus­

pendieron en el mismo regulador conserv&ndose a -20°c, has­

ta procesarse. 

A.2). AISLAMIENTO DE LAS PME. 

La obtención de las proteinas de membrana externa de 

li· !J!J!ti se realizó de acuerdo a la técnica de Schnaitman 

(47). 

Las células se homogeneizaron con el fin de eliminar 

los ant!genos H y Vi, durante un minuto; po"stcriormente se 

centrifugaron a 1,650g durante 15 min. Las bacterias sedimen­

tadas se rcsuspendieron en Hepes, hasta obtener una absor­

bencia de 1.2 a 660nm. A la suspensión bacteriana se le adi-
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cion6 DNAsa y RNAsa (20 ul/ml} y dos gotas de MgCl2 lM por 

cada 10 ml. Posteriormente se rompieron las células median-

te sonicación a 180 watts por periodos de 2 minutos, en baño 

de hielo, hasta que la DO a 660 nm descendi6 a 0,4-0,5, Para 

eliminar las células enteras, el sonicado se centrifug6 dos 

ocasiones a 1,650 g durante 5 min y el sobrcnadante obtenido 

se ultracentrifug6 a 100,000 g/45 min. a 5°C; el sedimento 

(peptidoglicana y membrana externa) se resuspendi6 en Trie­

EDTA-Trit6n y se incub6 a 37°C durante 15 min. Transcurrido 

este tiempo, se ultracentrifug6 a 100,000 g, 45min, a 37•c. 

El sedimento corresponde a la peptidoglicana restos de 

la membrano externa, y el sobrenadante contiene las proteínas 

de la membrana externa. 

Las PME obtenidas por el método de Schnaitman se some­

tieron a los siguientes análisis: cuantificacibn de proteinas 

determinación de la cantidad de LPS presente en las muestres 

y electroforesis en geles de poliacrilamida. 

~3}. PURIFICACION bE LAS PORINAS POR"ELECTROELUCION. 

El método de electroelución se l lcvó a cebo según lo 

descrito por Hunkaplllcr y col (16). 

Se realizaron electroforesis preparativas de las PME 

obtenidas por el método de Schnaitman. Al finalizar la elec­

troforesis, los geles de poliacrilamida se tiñeron con azul 

de Coomassic; en seguida se cortó la región de los geles 

que contcnla las bandas proteicas correspondientes a las 
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porinas (pesos moleculares entre 36 y 41 ld); estos fragmen­

tos de gel se sumergieron en amortiguador de eluci6n por 

5 min. posteriormente se cortaron en trozos pequeños loa 

cuales se colocaron en el reservorio A de la cámara de elec­

troeluci6n, cubriéndolos con amortiguador de equilibrio y 

dithiotreitol al 10% (Figura 3 y 4). La cámnra de electroelu­

ci6n se equilibr6 durante 5 horas, después de lo cual se 

electroeluy6 a 50 volts, 16 horas y con un flujo continuo 

del amortiguador de 3 ml/11in. Posteriormente se electrodia­

liz6 contra amortiguador de diálisis durante 24 horas a 80 

volts. Finalmente, del reservorio B de la c&mara se recupe­

raron las porinas en un volumen d~ 200 µt del amortiguador. 

100 ul de las proteinas recuperadas se utilizaron para su 

análisis electroforbtico: a) tinci6n de proteinas con azul 

de Coomassie, b) tinci6n de prote!nas con nitrato de plata, 

y c) tinci.6n de LPS con nitrnto de plata. Los otros 100 ul 

se almacenaron a -2o•c, hasta obtener un volumen suficiente 

para inmunizar los conejos. 

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

Se utilizaron dos conejos de la cepa Nueva Zelanda de 

2. 5 Kg de peso. Previo al esquema de inmunización• se san­

graron los conejos (10 ml) por le vena margiñal de le oreja 

para la obtención de suero·preinmune. 

El esquema de inmunización empleado fué el siguiente: 

- Dlas cero. 14: ambos conejos se inocularon por vf.a 
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Fig.3, CAMARA DE ELECTROELUCION. 



H 

D 

B 

e 
E 

o o 

Fig.4. TANQUE DE ELECTROELUCION. 

A:conexi6n a fuente d~ poder; B:clectrodo 

de platino; C:separador; D:sostén de cám~ 

ra; E:ronura de inserci6n; F:drenaje para 

amortiguador; G:base con espejo¡ H:conexi6n 

a la bomba peristáltica. 
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subcutánea con 400 pl de la soluci6n de porinos electroclui­

das emulsificadas en un ml 1 de adyuvante completo de Freund 

(AfC). 

- Dia 21: ambos conejos recibieron un refuerzo con 600 µl 

de porinas en un ml de ACF por via subcutánea. 

- Di:i 28: los conejos se sangraron por puncibn cardiaca. 

El titulo de anticuerpos, del suero obtenido se evaluó por 

ELISA. 

A.S). PURIFICACION DE IgG DE CONEJO. 

La purificación de las lgG de conejo anti-porinas de 

§. .. llill se realizó a través de uno columna de Sepharosa­

Proteina A. 

Primeramente se lavó la columna de Sepharosa-Proteina 

con 5 ml de Glicinn-HC~ pH 2.4, y posteriormente con PBS 

hasta que el liquido salió con pH neutro. Se aplicaron 

ml, del suero de conejo (previamente absorbido con LPS) 

se luvó la columna con \>BS hasta que la DO del liquido eluyen­

te a 280 nm, fué cercana a cero. En scguiJa se levigó la 

lgG (unida n la protelna A) utilizando Glicinn-HCl 0.2M 

pll 2.4. 

Esta fracción (ttuc contenta lu lgf.) se nuc>trali;i;Ó de 

inmediato con Tris l.OM, 

durante 12 hrs, a 4°C. 

después sc dializó contra Pl\S, 
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A.6) ELABORACION DE UN INHUNOADSORBENTE PARA LA PURIFICACION 

DE LAS PORINAS, 

La purificaci6n de las porinas de .§. • .U'...I!.!!..!. 9,12 d Vi 

se realiz6 a través de un inmunoadsot'bente elaborado sobre 

una columna de Sepharosa activada con bromuro de cian6geno 

(32,49), 

Un gramo de Sephnrosa-CNBr hidratada y lavada con ZOOml 

de HCl O.OOlH, se incub6 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 lavó con amortiguador de aco­

plamiento, y los grupos activos re~anentes se hicieron reac­

cionar con etanolamina pH 8.0 durante 2 horas. Posteriormente 

se hicieron tres ciclos de lavados pare remover proteinas 

adsorbidas no covalentemente, cada ciclo consistió de un 

lavado a pH 4.0 con amortiguildor de acetatos, seguido de 

un lavado a pH B.O con amortiguador de boratos. 

El gel se coloc6 en una columna, después de equili-

brarse con Tris-EDTA-SDS, se pasaron dos veces 2 mg de PME 

de ~. !lJl.!!i disueltos en 3 ml de Tris-EDTA-SDS, Los antigenos 

espcc1ficomente ligados se levigaron con trietilamina pll 

11.5. Los sobrcnndantes se mezclaron se llevaron inmedia-

tamentc a la neutralidad. Finalmente la colu'.'1"ª se lavó con 

amortiguador de boratos y se guardó a -4ºC. 

l.as porinas levigadas se analizaron elcctro(or~ticomcntc 

Y el gel se somcti6 a tinción de protelnas con azul de Cooma-
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sie y a iincibn de LPS con nitrato de plata. 

B ). METODOS DE ANALISIS. 

8 .1), CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

La concentración de protelnas de membrana externa ob­

tenidas por la técnica de Schnaitman, se determin6 por el 

método de Lowry (28), utilizando albúmina ·sérica bovina como 

proteína de referencia. 

B .2). DETERMINACION DE LTPOPOLISACARIDO. 

La cantidad de LPS presente en las proteinas de mem­

brana externa se determinó a través de la concentracibn de 

2-ccto-3-desoxioctonoto (KDO) siguiendo la técnica de Karkha­

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

B.3). ELECTROFORESIS EN GF.LES DE POLIACRlLAMIDA. 

1.a electroforesis en geles de poliacrilamida se reu­

lizó en cámaras verticales con geles de 16 x 14 cm, en pre­

sencia de dodccil sulfnto de 8odio, en condiciones reductoras 

y sistema de amortiguador discontinuo, según lu técnica des­

crita por Laemmli (24), 

El gel introductor conLenla una concentrac16n final 

de 5.0% de acrilamida, 0.13~ de hls-acrilamidn, 0.1% de SUS 

en Tris-HCl 0.125~1 a pH 6.8; el gel sl.!peradur contcnln unu 
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concentreci6n de 11.2% de ecrilamide, 2.5% de bis-acrilamide, 

0.19% de SOS en Tris-HCl 0.35M a pH 8,8. 

Previo al análisis electroforético, las muestras de 

PME en Tris-EDTA-Trit6n se precipitaton durante 12 horas 

a -20 ° C con acetona ( 1 volumen de proteína + 6 volúmenes 

de acetona), posteriormente se centrifug6 a 420 g durante 

30 min, el precipitado se resuspendi6 en amortiguador de 

muestra, en seguida se calcnt6 a lOOºC durante 5 min en un 

baño Maria y se colocaron en los carriles para las muestras, 

porcediendo al corrimiento electroforético a 20 miliamperes 

por placa durante 6 horas a una temperatura de lOºC. 

Concluida la electroforesis, los geles· se fijaron 30 

min se tiñeron con azul de Coomassie durante una hora. 

La decoloraci6n se efectu6 hasta lograr apreciar con clari­

dad las bandas proteicas. 

B.3.1). Electroforesis preparativas. 

La electroforesis preparativa se llevó a cabo siguien- · 

do la técnica descrita anteriormente; para ello ·se empleó 

un gel introductor con un canal horizontal de 10 x 0.5 cm, 

para la muestre, de la que se depositaron 500-700 }18 de PM!! 

por place (500-700 pl), Al finalizar le electroforesis los 

geles se tiñeron con azul de Coomassic se decoloraron. 

B.4), T!NC!ON DE PLATA PARA PROTEJNAS, 

Para la tinción de protclnas con plata se utilizó la 
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técnica descrita por Oakley y cols (40), 

Une vez concluido el corrimiento elcctrofor6tico, el 

gel se sumergi6 en solución prefijadora durante 30 min, 

se lnv6 con etanol-ácido acbtico toda ia noche; posteriormen-

te se fij6 con glutaraldehido ol 12,5%, 30 min y se lav6 

con agua destilada y desionizada durante toda le noche. En 

seguida el gel se sumergió en solución teñido re 10 min.; 

nuevamente se levó el gel en agitación se agreg6 soluci6n 

reveladora hasta apreciar claramente las hondas, despu6s 

de lo cual se detuvo la reacción con una solución de metanol 

al 50%. Una vez más se lav6 el gel con agua destilada, 

B,5), TINCION DE PLATA PARA LPS, 

La tinción de plata para LPS se realizó de acuerdo a 

ln técnica descrita por Tsai y ~ols (53) con el fin de obser­

var el grado de contaminación por LPS de las muestras de 

porinas de PME de §.. !.:i.i!lll.· 

Las PME se corrieron electroforéticamente, después de 

lo cual el gel se someti6 a fijaci6n toda le noche y poste­

riormente a une oxidaci6n de 5 min, con ácido pery6"dico; 

se lavó 4 veces con agua destilada se tiñ6 con nitrato 

de ¡1latn durante 10 min en agitacibn; nuevamente se le hicie-

ron lavados, finalmente se reveló la pla"ca en un lapso 

da l~ min. Ln rencción se detuvo con ácido acético al 1%. 
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~.b). INMUNOELECTROTFANSFKRKNC!A. 

El método se l lcvó a cnho según lo descrito por Towhin 

( 52). 

Primeramente se montó el soporte para la clcctrotrnnsfe­

rcncin, que consiste en unn rejilla de ulcctrotrnnsferencia 

rlc plástico, una esponja y papel filtro humcdccicJos con el 

amortiguador de trnnsfcrencin. Sobre este soporte se colocó 

el gel de ocrilamidn que contenla las PME previamente someti­

das n electroforesis: sobre el gel se colocó el pnpcl de 

nitrocelulosa evitando la furmución de burbujas y, finalmen­

te, otro pnpcl filtro, esponja y rejilla, a manera de empa­

redado. (Figuro 5). 

El emparedado se introdujo en la cuba que contenía amor­

tiguador de transferencia y se electrotransflrió a 400 mili­

ampcrcs durunte unn horn. Trunscurrido cslc tiempo, el gel 

se tiñó con azul de Coomassie. El papel de nitrocelulosa 

se cortó en dos partes, una de el las se lov6 4 veces con 

solución de lavado y se t lñó con tinta china pnrn comprobur 

que la transfercncin de lns protcf nas se hubiese llevado 

o cubo. El otro trozo de papel se introdujo en solución de 

bloqueo durante dos horas postcriormc11tc se i11cubó con 

el suero ele conejo anti-porinns diJ11ido 1:50 durante 3 ho­

ras tcmperntura ambiente, después se hicieron 4 iuvndos 

con 1>8S-Twncn, seguidos de lo incubación durante 1.5 l1rs 

con conjugado de (gC de cnhra nntl-gumnglobi..linu d<! conejo 

t1nidn a peroxldnsn y dil11ldu 1:500 c11 lr1 sol11ció11 de 11Jot¡t1eo. 
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Fuente dc~--f-.~-~­
poder 

1 •14-+----'llrli-ll-- Pape 1 filtro 
~--1-~-------1-1.-..t .. Gel de 

poliacrilamid 

Papel 
filtro 

Esponja 

Rejilla 

.. "'--1-----191--1---Papel de 
nitrocelulosa 

----11-1--1-~Amortiguador 

de transferencia 

Fig.5. SISTEMA DE ELECTROTRANSFERENCIA. 
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Se lavó dos veces con PBS-Tveen y dos veces con PBS a pH7.2, 

en agitación constante. Finalmente se añadió el sustrato, 

que per~aneció en contacto con el papel durante 20 min, elimi­

nando después el exceso con agua destiláda. 

B.7). ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA). 

La técnica de ELISA se realizó segt'.in lo descrito por 

Engvall y Perlman (7), 

Las placas de policstireno de 96 pozos se mantuvieron 

toda la noche a 4 °c, recubiertas con 100 µl del antigcno 

(PME y LPS) a una dilución óptima de 2 11s/ml en regulador 

de carbonatos, después de lo cual se lavaron 4 veces con 

PBS-Tween y se bloquearon con PBS-gelatina durante 3 horas 

a 37°C. Posteriormente se incubaron 3 horas a 37ºC, con suero 

de conejo anti-porinas en diluciones seriadas; seguido de 
•, 

4 lavados. Se incubaron por 1.5 hrs, con conjugado IgG de 

cabra anti-gamaglobulina de cdnejo unida a peroxidasa diluí-· 

do 1:800. Finalmente se agreg6 el sustrato por 10 min, 

se detuvo la reacci6n utilizando ácido sulfúrico 2.SN. Las 

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

&8). CURVA DE PRHCIPITACION CUANTITATIVA. 

Se llevó a cabo la curva de prccipitactón (13), utili­

zando como ontlgcno LPS de li· ~ 9,12 d Vi y como anticuer­

po suero de conejo anti-porinas de .§.. !J:'...1!..h!, de acuerdo al 

siguiente protocolo: 
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TUBO SUERO DE Lrs lOµg/ml LPS lOO¡¡g/ml SS! Conc. LPS 

CONEJO (ml) (ml) (ml) <1rn/ml) 

0.1 0.1 0.4 1.0 

2 0.1 0.2 0.3 2.0 

0.1 0.5 5.0 

4 0.1 0.1 0.4 10.0 

0.1 0.2 0.3 20.0 

6 0.1 0.5 50.0 

0.1 0.5 o.o 

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

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

medo se disolvió en NaOll O.lN determinándose la cantidad 

de proteinas por el método de Lowry (28). 



RESULTADOS 

1), OBTENCION DE LAS PME. 

(,a concentraci6n de PHE de §.. ll.I!!!!. 9,12 d Vi obtenidas 

por el método de Schnaitman y el contenido de LPS preoente 

como contaminante fueron los siguientes: 

Volumen de proteina obtenido: 86.0 ml 

Concentraci6n de proteína: 1.0 mg/ml 

Concentraci6n de KDO: 0,04 mg/ml 

% de KDO: 4.0 % 

2). ELECTROFORESIS VERTICAL EN GELES DE POLIACRILAHIDA. 

El comportamiento electroforético de las PHE de §.. !.1J!!Ll. 

9, 12 d Vi se observa en las figuras 6 y 7. Las proteínas 

obtenidas tuvieron pesos molecµlares 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 patr6n puede 

observarse en las electroforesis preparativas de las PME 

de§.. !..l'J!h!. 9,12 d Vi (figura 8). 
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FIG. 6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION 

DE PORTEINAS co~ NITRATO DE PLATA. 

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares (albúmina sérica bo­

vina 66 Kd, albúmina de huevo 45 Kd, anhidrasa 

carb6nica 29 Kd y lisozima 14 Kd). 

Carril 2: PHE de ~. !.Y.J!h.!. 9,12 d Vi, obtenidas por el método 

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

DE COOMASS I E, 

Carril 1 y 2: PME de li· !..l.J?.h1. 9,12 d Vi 

Carril 3 y 4: Porinas de li· !..l.J?.h1. 9,12 d Vi 

Carril 5: Marcadore's de PM 
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FIG. B. ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

DE PME DE ~· !.!..E.h.i 9,12 d Vi. 
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3), PURIFICACION DE PORINAS DE i· ~ 9,12 d Vi POR ELECTRO­

ELUCION, 

Les figures 9 y 10 muestran el análisis electroforético 

en geles de poliacrilamida de las proteínas electroeluidas, 

observándose en ambas la presencia de dos bandas proteicas 

únic.as con pesos moleculares entre 36 y 41 Kd. Las protcinos 

elcctroeluidas presenta.ron una contominaci6n por LPS menor 

del 1%, de acuerdo el contenido de KDO en la muestra. 
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FIG. 9. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION 

DE COOMASSIE. 

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares 

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

Carril 3: Porinas electroeluidas de~· ll'...l!.!!..!. 9,12 d Vi 
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FIG, 10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS, TINCION 

DE COOMASSIE. 

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares 

Carril 2: Proteinas electroeluidas de li· ~ 9,12 d Vi 
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4), DETERHINACION POR EL HETODO DE ELISA DE ANTICUERPOS ANTI­

PORINAS Y ANTI-LPS DE li· !.l'..l!h!. EN EL SUERO DE CONEJO, 

En la figura· 11 se muestran las curvas de titulaci6n 

de suero normal de Conejo y de suero ·c:te conejo anti-porinas 

electroeluidas. Como se puede observar, a una diluci6n 1:100, 

el suero inmune fué positivo (absorbancia mayor de 1,0) cuando 

se emplearon como antigeno 20 11g/ml de PHE para recubrir 

las placas; mientras que el suero preinmune a la misma dilu-

ci6n fué negativo (absorbencia menor de 0.2), 

Se observa en la figura 12, que el suero de conejo anti­

porinas electroeluidas present6 una absorbencia de 0.4 a 

la diluci6n 1: 100 cuando se emplearon 20 11s/ml de LPS para 

recubrir las placas. 

5). ABSORCION DEL SUERO DE CONE~O ANTI-PORINAS DE i· !.l'..l!h!. 

CON LPS. 

Debido a que el suero anti-porinas contenía anticuerpoa 

nnti-LPS, se absorbi6 en equivalencia con 8 )18 de LPS de 

~· !.YJ!.h!., según la curva de precipitación cuantitativa r~nli­

zada (figura 13), Después de la absorci6n la renctividnd 

hacia el LPS desapareció (absorbencia menor de O, J), _(figura 

12). 
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Fig.11. DETERHINACION DE ANTICUERPOS ANTI-PORINAS POR 

EL HETODO DE ELISA. 
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Fig.12. DETERHINACION DE ANTICUERPOS ANTI-LPS POR 

EL HETODO DE ELISA. 
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Fig.13. CURVA OF. PREC!PITAC!ON CUANTITATIVA PARA LPS. 
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6), INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

Los sueros de conejos inmunizados con las proteínas 

electroeluidas reconocieron de las PME de §.. ll.l!.!!.!. 9, 12 dVi 

transferidas a papel de nitrocelulosa, Únicamente a las pro­

te!nas de pesos moleculares entre 36 y 41 Kd (figura 14). 

Por otro lado, el suero de conejo anti-PHE revel6 una 

sola banda de peso molecular entre ~6 y 41 Kd al ponerse 

en contacto con proteínas electrocluidas 

papel de nitrocelulosa (figura 15), 

transferidas a 
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FIG. 14. ELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA DE 

LAS PME DE~· llill 9,12 d Vi, REVELADAS CON SUERO 

DE CONEJO ANTI-PORINAS ELECTROELUIDAS. 

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares, teñidos con tinta 

Carril 2: PME de ~. llJ!..l!.1 reveladas con suero anti-porinas 
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FIG. 15. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

Carril 1: Marcadores de pesos moleculares teñidos con tinta 

china. 

Carril 2: Porinas electroeluidas de li· .t.\'...l!h.!.• reveladas con 

suero de conejo antiporinas 

Carril 3: PME reveladas con suero anti-porinas, 

Carril 4: PME de li· !IJ!!!.i con SNC. 

Carril 5: Porinas electroeluidas reveladas con suero de 

conejo anti-PME de li· .t.l'...l!h.i· 
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7). PUR!FlCAClON DE lgG DE CONEJO ANTI-PORINAS POR COLUM~A 

DE PIOTEINA A - SEPllAROSA. 

El perfil de levigaci6n de las lgG de conejo nnti-porinas 

purificadas se muestra en la figura 16, en donde se puede 

obsarvar una primera fracción correspondiente a la eliminación 

medtante lavadas con PBS de las prateinas del suero no unidas 

a la columna: al cambio de pi! (Glicinn-HC! pi! 2.4) se obtuvo 

una segunda fracción a una conccntrac.i6n de 5.28 mg/ml que 

correspondió a las lgG anti-porinas. 
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Fig,16. PERFIL DE LEVIGACTON DK lgG DE CONEJO ANTI-PORINAS 

PURIFICADAS POR COLUMNA DE PROTEINA A-SEPHAROSA. 

30 
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8), PllRJFICACION Dl' PORINAS A TRAVF.S DE UN !NMUNOADSORBENTE. 

Las porinas de li· !.lJ!.h.i 9,12 d Vi se purificaron a través 

del lnmunoadsorbentc espcclftco elaborado con lns IgG anti­

porinas sepharosa. El perfil cromatográfico (figura 17) 

pone dC' mnnificsto una frucct6n con absorbancia 280 nm 

de 0.9, que corresponde a todas las PME (excepto las porinas). 

La sugunda fracción que se obtuvo al levigar con trictilamlnn 

plt 11.S, corresponden las porinns unidas específicamente 

nl inmunondsorbcntc, cuya concentración fué de 0.16 mg/ml. 

9), ANAL!SIS ELECTROFORBTICO DE LAS PORINAS PURIFICADAS. 

La fracción de protclnas recuperadas del inmunoadsorbente 

se 

La 

nna l Lt.Ó 

linrión 

por elcclrot'urcsls r.11 geles 

de Coomassie para proteinas 

rlc poliucrilamida. 

(figura 18) mostró 

la presencia de dos bandas proteicas 6nicl1s de pesos molccula-

reH entre 36 4l Kd. 

Por otro lado, ln.s f lguras 19 y 20 muestrnn tinci.ones 

con nilrnto 1lu plaltt Jel lPS. Se observn quu tunlo las PME 

~omr> lit~ 11orln~1s cl~ctrocl11.d~s cstubnn cu11tumina1lns con 

l.PS, no as{ lns ¡1os-in<J.s purlílcadas n través riel inmunonrl.c;;or-

ben le, clou1lc hay una (..•) i111i11uci/111 l11tal d(~ conlnml1u1c it,n por 

l.PS, 
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Fi".17. PEHFIL DE LEVJGACJON DE PORINAS PURIFICADAS A TRAVES 

DE !IN INMllNOADSORBE:';TE POJ.JCJ.ONAL ESPECl FlCO, 
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FIG. 18, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS. TINCION 

DE COOMASSIE. 

Carril 1, 3 y 4: PME de §.. !.l'...l!.bl. no unidas específicamente 

Carril 2: 

a la columna, Lavados con Tris-EDTA-SDS. 

Fracci6n de proteínas 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~· .!I..l!..!!.i· 

Carril 3, 4 y 5: LPS de ~· .!I..l!..!!.i· 
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FIG, 20, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS, TINCION 

DE LPS CON NITRATO DE PLATA. 

Carril l y 2: PME de ~. !..l'.Jtl!.!. no unidas específicamente a la 

columna. Lavados con Tris-EDTA-SDS. 

Carril 3: 

Carril 4: 

Fracci6n de proteínas (porinas) eluida de la CQ 

lumna con trietilamina pH 11.5. 

Proteínas electroeluidas. 



DJSCUSION 

En el patrón clectroforéttco de las PME de Salmonella 

!..I..l!.h.!. aisladas por el método de Schnaitman, se pueden observar 

tanto proteínas mayores como menores, con pesos moleculares 

que van de 17 Kd a 70 Kd. Entre las mayores destaca la presen­

cia de dos protclnas de 36 Kd a 41 Kd, que, de acuerdo a 

Sl1 peso molecular, corresponden a las protcinas formadoras 

de canule5 (porinus), ¿tunque éste es ligeramente superior 

al de las µorinas de Salmonella typhimurium (OmpO 34 Kd, 

OmpF 35 Kd y OmpC 36 Kd) (JI); sin embargo, el sistema de 

electroforesis empleado para el análisis de las proteínas 

influye en la dctermJnaclón del peso molecular, ya que cuando 

se em¡>leun PHE de !· typhimurium como protclnas de referencia, 

los patrones clcctro[oréticos de los PME de ambas bacterias 

son semejantes (8). Por ot['O lado, tonto en ,g. coli como 

en .§.. typhimurium se hun aislado de 3 a 4 formas de porino 

(31} su expresión en ln mcmbruno externo cstl1 regulado 

por factores teles como cambios en lu osmoluri1lad y concc11tra­

c ión dt> fosfulos en c>J medio de culti\'o ('31), asl, lo obten­

ción •lt:> soln rlo~ purlnas a pnrtir de SalmonellfJ illi..bJ.., pudiera 

prohnh 1 cmcntc..• 1i:lS curncterlstir.a~ del mcrlifJ cmplcudn en 

el cultive, de 1;1 buctcri.\. 

l.as scmcjJnza:, btoqufmica:; i nmurio).'.t!n i cas cnconl radus 

entre las porinus du i· .Ll:..cl!..l. li· ! .. Ll!..!!.l!!!l!.Ll.t.!..!!l y E_, f..ill Cli), 

sugieren que esos protl·fnns tlcn~n un urjgcn nncc:->trul común, 
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pero no necesariamente indica que todos sus determinantes 

antigénicos sean iguales: por lo tanto, no seria extraño 

encontrar regiones comunes y otras especificas en su estructu­

ra primaria, lo que se reflejarla comó determinantes anti­

gbnicos "p6blicos" (de familia, de tribu o de especie) 

determinantes antig~nicos ''privados'' (de cepa). Tokunaga 

(51) y Lee (25) han aportado datos experimentales que apoyen 

esta hipótesis, al encontrar secuencias de aminoácidos comunes 

en el perfil peptldico de las porinas de Jl_. coli y .§.. !J..i!!li­

~. as! como en el análisis de sus secuencias de nucleóti­

dos, en donde se ha encontrado una similitud de hasta 50%. 

El empleo del método de Schnaitman para la obtención 

de PME tiene como principales ventajas lo sencillo de la 

metodolog!a y la obtención de las proteinas en su estado 

nativo, debido e que no se emplean procedimientos drásticos 

en la extracci6n de las mismas;· aunque tiene como desventaja 

el contenido de LPS presente ciomo contaminante en todas las 

preparaciones, ello obedece, en primer lugar, a que se trata 

del principal componente de la membrana externa (ocupa el 

45% de la superficie bacteriana) en segundo lugar, ª. que 

algunas PME están unidas de manera no covalentc al LPS para 

llevar a cabo sus funciones bio16gicas dentro de la bacteria 

(6 J. 

F.n experimentos de protección empleando un modelo expcri~ 

mental murino, se ha demostrado que el complejo PHE-LPS de 

.§.. !..l'..1!.hi aislado por el método de Schnaitman, protege al 

rut611 1le un reto 500 veceR mayor a ln LOSO, asl como el suero 
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de conejo anti PMF.-LPS induce una protección de 100 LOSO; 

este suero, por inmunotransfcrencta 1 reconoce con mayor inten­

sidad o las porines (55). En base a estos antecedentes, se 

ha sugerido que las PME de §.. !.l'....ll.h!• y en particular las 

porines, puedan ser útiles en la elaboración de une vacuna 

contra la fiebre tifoidea (19); pero para establecer clara­

mente el papel de las pori nas en la inmunidad, es necesario 

emplear en los experimentos de protección proteinas purifica­

das, ya que los efectos observados pudie(an ser por la presen­

cia del complejo PHE-LPS. 

Poro purificar a las porinas se han empleado métodos 

bioquimicos tradicionales tales como cromatografla de exclu­

sión molecular e intercambio tónico, consiguiendo con ellos 

enriquecer el contenido de porinas, disminuyendo e s6lo 1% 

el contenidCJ de LPS. 

Se consideró que una forma de obtener las proteínas 

purificadas era recuperarlas a partir de los geles de poli­

ncrilumida, para lo que se empleó In clcctroclución. Esta 

técnica, en efecto, permitió separar a las porinas del resto 

de las PME, sin embargo, no se logró eliminar completamente 

ul LPS, en virtud de que éste tiene uno movilidnd elcclro­

forbtica similor (figurn 20). Por otro lndu, la co11Lidad 

t\e ¡H.Jrinas recuperada!:i de los geles de poliacrilomida, (ué 

suficiente para evocar una respuesla de a11ticu<'rp,os e>Hpccifi.­

cos contra las porinns en conejos, dcmostro1Ja mcdlnntc la 

reacción antigeno-anticueq10 en papeles de nitrocclnlosn 
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que contenian todns les PME de ~. ~. en los que solamente 

se reconocieron las porinas (figura 15). Sin embargo, también 

se generaron anticuerpos anti-LPS, los que se eliminaron 

absorbiendo el suero, en condiciones .de equivalencia, con 

el entigeno especifico. 

La cromatografia de afinidad constituye una de las me­

jores maneras de purificar molbculas, debido a que sus princi­

pios bioqu{micos se basan en el concepto de la interacción 

ligando-receptor, de manera tal que en la mByoria de los 

casos, la cromatograf!a de afinidad da un grado de pureza 

del orden del 95%; además, no se requieren grandes volúmenes 

de geles, ni equipos costosos para llevarla ·a cabo, por lo 

tanto, se treta de una metodologia relativamente económica, 

rápida y sencilla de realizar. Una manera de hacer cromatogra­

fia de afinidad es a través de inmunoadsorbcntes, los cuales 

se elaboran acoplando a un soporte anticuerpos especl.ficos, 

lo que permite retener las moféculas de interés y eliminar 

los contaminantes, a continuación, el material unido se recu­

pera mediante cambios de fuerza i6nica o de pH (32). 

En consideración a los conceptos antes mencionados, 

a un soporte de sepharose se acoplaron lgG nnti-porinas, 

permiti~ndonos contar asl con un inmunoadsorbcntc. Las porinas 

purificadas en esta columna estuvieron libres de LPS, demos­

trado mediante tlnción de plata (figura 20). Pur lo tanto 

se cuenta con un método que permitirá obLcncr cantidadc~ 

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

tifoidea. 



CONCLUSIONES 

1). Las proteinas de membrana externa de Salmonella ~ 

9,12 Vi tienen pesos moleculareS que van de 17 Kd a 

70 Kd. Destaca un grupo de dos proteínas principa~es 

con pesos moleculares de 36 Kd a 41 Kd 1 las cuales se 

tratan de las porinas descritos en otras bacterias Gram­

ncgativas. 

2). El método de clectroclución permite la scpnraci6n de 

las porinas del resto de las PHE de §.. lll!.h!., asi como 

una eliminación parcial de la contaminación con LPS. 

3). La cantidad de porj nas obtenidas por clectroelución es 

suficiente poro inducir en conPjos la producción de anti­

cuerpos especificas. 

4). El inmunondsorbente elaborado con IgG anti-porinas sobre 

un soporte de sepharosa, permite obtener de una manera 

r'pida, porlnas libres completamente de LPS. 
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APENDICE 

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 

Medio minimo de sales "A" 

fosfato de potasio di básico (Bukcr) 7.0 g/l 

fosfato de potasio mono básico (Bnker) 3.0 g/l 

citrato de sodio (Baker) o.s g/l 

sulfato de amonio (Bnker) 1.0 g/l 

sulfato de magnesio (Bakcr) 0.1 g/l 

El medio se esterilizó a 15 lb de presión, 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 

habían sido esterllbrndos a 10 lb de presión, 10 minutos. 

- Hcpes 10 mM pH 7.4, Trit6n X-100 al 21 

hepes (Sigma) 2.6 g/l 

20.0 g/l trit6n X-100 (Sigma) 

- Tris 50 mM, EDTA 5 mM pll 7 .8, Tritó11 X-100 ol 2% 

Tris (Sigma) 

EDTA (Sigma) 

Trit6n X-100 (Sigma) 

6.05 g/l 

l .86 g/l 

20.0 g/l 
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- Amortiguador de remojo. 

bicarbonato de amonio (Sigma) 

SOS (Sigma) 

agua destilada 

- Amortiguador de eluci6n, 

bicarbonato de amonio (Sigma) 

SOS (Sigma) 

agua destilada 

- Amortiauador de di&liais. 

bicarbonato de amonio (Sigma) 

SOS (Sigma) 

agua destilada 

- Glicina-~Cl 0.2 H pH 2.4 

glicina (Sigma) 

3.16 8 

2.00 g 

100.0 •1 

3.95 g 

1.00 g 

1000 ml 

0.79 g 

0.20 8 

1000 ml 

15.01 8 

Ajustar el pH con HCl 2N y aforar a 1000 ml con agua des­

tilada. 

- Amortigundor de fosfatos-salino pH 7.4 

cloruro de sodio (Merck) 8.70 g 

fosfato ácido de potasio (Daker) 2.19 g 

fosfato dihásico de sodio (Baker) 0.40 g 

agua destilada 1000 ml 
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- Amortiguador de bicarbonatos-salino pH 8.9 

carbonato de sodio anhidro lH (Baker) 

bicarbonato de sodio lH (Baker) 

10,0 ml 

90,0 ml 

Mezclar las soluciones de carbonato y bicarbonato. Ajustar 

a plt 8.9 con la solución de carbonato de sodio y aforar 

a 1 litro con una solucibn 0.5 H de cloruro de sodio (Herck) 

-Etanolamina 1 H pH B.O 

etanolamina (Sigma) 61.08 ml 

Ajustar el pH con HCl 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) 

ácido acético 0,6 M (Baker) 

cloruro de sodio (Merck) 

Aforar con agua destilada a 1000 ml 

- Amortiguador de boratos-salino pH 8.2 

ácido bbrico (Baker) 

tetraborato de sodio (Merck) 

cloruro de sodio (Mcrck) 

Aforar con agun destilada n 1000 ml 

- Tris 50 mM, EDTA 5 mM pH 8.0, SDS 0,2% 

Tris (Sigma) 

EDTA (Sigma) 

130 .O ml 

435,0 ml 

4 .38 g 

6.18 g 

9. 54 g 

4.38 g 

6.05 g/l 

1,86 g/l 
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SDS (Sigma) 

- Trietilamina 0,05 H pH 11.5, SDS 0.2% 

trictilamina (Sigma) 

SDS (Sigma) 

2.00 g/l 

6 .97 ml 

2.00 8 

Ajustar el pH con HCl 2N y aforar a 1000 ml con agua des­

tilada. 

- Acrilamida 

Acrilamida (Biorad) 

N-N-bismetilén acrilamida (Biorad) 

Aforar a 100 ml con agua destilada 

30.0 g 

o.so g 

des ionizada, filtrar 

en papel ~hatman 41 y mantener a 4°C en frasco color &mbar. 

- Amortiguador Tris-HCl l.SH pH B.B 

Trizma base (Sigma) 18, 15 g 

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

desionizada a 100 ml. 

- Amortiguador Tris-HCl O.SM pH 6.8 

Trizma base (Sigma) 6.00 g 

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

desionizada o 100 ml. 

- Amortiguador de muestra. 

Tris-HCl pll f1 0 8 25 .O ml 
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SDS al 10% 

Azul de bromofenol al 1~ (Sigma) 

Glicerol (Baker) 

2-mercaptoetanol (Sigma) 

2.00 mi 

0.10 mi 

!O.O ml 

5.00 ml 

- Amortiguador de corrimiento electroforético. 

Trizma bas~ (Sigma) 3.00 g 

Glicina (Sigma) 

SDS (Sigma) 

14,4 g 

1.00 g 

Aforar n 1000 ml con agua destilada y desionizada. 

- Soluci6n fijndora para electroforesis. 

metano! (Mcrck) 

ácido acético (Bakcr) 

agua destilada 

- Soluci6n colorante de Coomassic. 

mctanol al 50% (Mcrck) 

ácido océtlc~ (Boker) 

azul de Coomassie (Sigma) 

400,0 ml 

70.0 ml 

530,0 ml 

454,0 ml 

46.0 ml 

l .20 g 

Agitar durante unn horo y [Jltrar ~n pnpcl Whatman 41. 

- Soluc.ión dccoloranlc para azul de Coomnssie. 

mctanol (Merck) 

6cido acétlco (Bok~r) 

agua destilada 

50,0 ml 

25,0 mi 

925, O ml 



- 73 -

- Soluci6n prefijadora para tinci6n de proteínas con nitrato 

de plata, 

metanol (Merck) 

ácido acético (Baker) 

agua destilada 

- Soluci6n de lavado 

etanol (Merck) 

ácido acético (Baker) 

agua destilada 

- Soluci6n fijadora 

glutaraldehido (Sigma) 

agua destilada 

- Soluci6n teñidore 

hidróxido de amonio (Beker) 

hidróxido de sodio O.IN (Baker) 

nitrato de plata al 20% (Merck) 

agua destilada 

- Soluci6n reveladora 

ácido cltrico ni l% (Bnker) 

formaldehldo (Baker) 

nguo destilada 

50.0 ml 

!O.O ml 

100.0 ml 

5.0 ml 

7.0 ml 

100.0 ml 

12.s ml 

100.0 ml 

! .O mi 

21.0 ml 

4,0 ml 

74.0 ml 

2.~ ml 

0.25 ml 

sao.o ml 
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- ~oluct6n fijadora para tinci6n de LPS con nitrato de plata. 

alcohol isopropllico (Bakcr) 56.0 mi 

ácido acético (Baker) 14.0 ml 

aguo destilada 

- Solución ~e oxidación 

ácido pcryódico (Merck) 

isopropanol 25% en oc. acético 7% 

agua destilada 

- Solución tcñidora 

hidrbxido de sodio O.IN 

hidrbxido de amonio (Baker) 

nitrato de plata al 20% 

aguo destilada 

- Solución reveladora 

ácido cltrico (Bakcr) 

formaldehido (Baker) 

agua destllnda 

- Amortiguador de trE1nsferencla 

trizma base (Sigma) 

glicina (Sigma) 

metonot (Mcrck) 

agua destilada 

200.0 ml 

l. 05 mi 

4.0 ml 

150.0 ml 

28.0 ml 

1.0 ml 

5.0 ml 

115.0 ml 

SO.O mg 

0.5 ml 

200.0 ml 

18. 15 g 

!lú.40 g 

1200 ml 

4800 ml 
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- Soluci6n de lavado. 

PBS pH 7.4 

tween 20 (Baker} 

- Soluci6n de bloqueo 

gelatina bacteriol6gica (Difco} 

PBS pH 7.4 

- Soluci6n de tinta china 

tinta china (comercial} 

PBS-Tween al 1% 

- Sustrato.para el conjugado 

diaminobcncidina (Sigma} 

Tris-HCl O.lM pH 7.6 

per6xido de hidr6geno al 30% (Merck} 

Filtrar en papel Whatman 41. 

- Amortiguador de recubrimiento para ELISA 

carbonato de sodio (Baker) 

blcorhonato de sodio (Baker) 

nguu dcstl.lada 

1000 ml 

1.0 ml 

1.50 g 

100.0 ml 

0.25 ml 

250.0 ml 

50,0 mg 

100.0 ml 

0.10 ml 

7.0 g 

28,0 

1000 ml 

- Solucl6n diluyente del ler. Ac y del conjugado 

twN·n 20 (llHkcr) O.l mi 
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gelatina bacteriol6gica (Difco) 

PBS pi! 7.4 

- Amortiguador de citratos pll 5.6 

citrato de sodio (Bakcr) 

6cido cltrico (Baker) 

agua destilada 

- Sustruto para pcroxidnsa 

o-fenilhndiamina (Sigma) 

citratos pH 5.6 

peróxido de hidrógeno al 30% (Mcrck) 

- Acido sulfúrico 2.5 N 

ac. sulfúrico conc. · (Bnkcr) 

agua destilada 

0.5 mi 

100,0 ml 

29.0 

4.10 

1000 ml 

6,0 mg 

12. O ml 

0,01 ml 

69,4 ml 

1000 ml 
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