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ABREVIATURAS UTILIZAD~S 

IgM Inmuno~lobulina M 

I¡¡G InmunoglobulinP G 

ug microg~mo 

ul microli tro 

DL50 dosis letel 50 

F.LISA Fns!'yo inmunoenzimPtico en fPse solidP 

BSA Albúmine sericP bovin!' 

pI Punto isoelctrico 

LES Litionoliaec!'rido 

PME Pro:teíneis de memb?"?n~ externe 

PNC Penel de ni trocelulose 

SDS Dodecil sulf,,to de sodio 

Kd Kilod~l tones 

SNR Suero norm•l de ratón 
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r INTROOOCCION: 

LA urimerp evidenciP, en relPción el cuPdro clínico de 

lP fiebre tifoideP, se le 'tribuye P 'rhomPs .illis en 1659 (3); 

Jenner en 1350, describió que los lesiones de lPB plPcea de 

oe·rer y nódulos linf~ticos, er?n esoecíficos del? fiebre 

tifoideA, (9); ,¡·illirm Sudd, en 1856 determinó que lf fiebre 

tifoidee se tresmi tío " tre.vés de lF ingestión de Alimentos y 

::igui::"s contPminPdi=is con mPteriR fec?.l, proveniente de individuos 

enfermos (10). 

En 1980, Eberth logró PislPr el bPcilo tifoídico en gpnglios 

linf?ticos mesentéricos e hígPdo de pecientes con fiebre tifoi­

dee, Pfeiffer y Kolle en el mismo oño demostreron que el suero 

.ie '!JPCientes convalecientes protegÍa P los cob?yos contre. doeie 

leteles de bPcilo tifoídico y, ·;/idPl en 1395 describió la pre­

senciP 'de Pglutinine.s esoecífices en el suero de pecientea con 

fiebre tifoidea y su Ppli ce ción en el di~gnóstico de le enfer­

medPd (;l), 
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IX OBJ"TIVO (lllNEllf.Ls 

Obtener T'.'orinPs de Sril!!lonellr t.ynhi mediFnte lF• seTJr·rF­

ción '!)ren~rPtiVA de nroteínr-s de !T:etnbrt'nF· externP. en un. i~rr­

diente de uH. 

09JETIV03 P~RTICULARES: 

- EstendFrizoción de lr t~cnicR de isoelectroenfoque emnleen-

do un equiuo Rotophor Pre!'Elr?tive, mRrcr Bio REld (RotF.for), 

- Obtener y Cr·r-cteriz?r norinEls de S<lmonellP trrhi con un 

•lto gr•do de ~urezP. 

- ComnPr~r ~or métodos inmuno~uímicos lP c~lid?d de lPs ~ori-

n~s. 

- ~wlut?.r l~ obtención de norinf:'S TJOr isoelectroenfoque y com-
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III ;ENERnI!lADES 

- FIE3RE TIFOIDEA. 

Le. fiebre tifoidel' ea un? enfermedad febril infecto-contl'giose 

ceus•da nor la ingestión e invasión masiva de ~elmonelle t+rphi 

~l cufldro clínico se CPrr:icterizA por síntomPs sistémicos como 

fiebre, meleater gener•l, cef•leA y dolor Pbdominl'l, que fre­

cuentemente se nresente con exantemA trensitorio, esnlenomegPlie 

y leuconenia, L•s comnlice.ciones m~s imnort•ntes incluyen hemo­

rrflgiP inteetinPl y uerforr-ción. Aunque l? fisiopPtoloP:Í.t- del 

nadecimiento no estf. totelmente esclarecida se 3Pbe que i;>ran 

p•rte de les mPnifest•ciones clínicee son provocedee por la li­

ber'•ción da endotoxine (ll). La t•eP de letelided es •lrededor 

del 1%, pero en cPeos complicPdos puede eacender hPste el 30% 

(12). 

L~ infección se l'dquiere por la ingestión de •limentos o Pgua 

contemin~doe con l• bl'cteri•, ya que este microorgeniemo afecte 

solo Pl ser humeno y no h~y reservorios l'nimeles; el elemento 

m~s importPnte de la cAdene de trPnemisión es el portl'dor 

Peintomilti co. 

Selmonnella tynhi penetre Pl orgeniemo por víe orel, se n:ulti­

nlicP rápidRmente en el intestino delg•do, penetra a la membra-
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nE! ba.sn.l intA" r.i111'-l :<in causar dai'lo· importante en los tejidos, 

es fagocitada por macrófagos y transportada a los linfáticos 

regionales donde se multiplica a.cti va mente, tiene una fase de 

ba.cteremia, se distribuye en el aístema fogocítico mononuclear 

donde se reproduce y es liberada nuev~mente ~·l sistema. circule.­

torio (8), 

La becteria OCPSiona un ~roceso inflamatorio en los gPnglios 

linfá.ticos, bazo e hígado, con muy escasa cantidad de polimor­

fonucleares y gren acumuleci6n de mononucleares en el interior 

de los cuales es capaz de proliferar (8) fig l 

Esta enfermedad continúa siendo un problema de selud en los 

países en víes de desarrollo y en algunos países industrieliza­

dos. Se estiman 12 millones de casos anuales con una incidencie 

de 500 casos/100,000 habitantes en Africa y Asia, 

En la regi6n de las Américas alrededor de 1990, se presentaron 

89,591 casos aproximadamente, que den una incidencia de 20.8 

cesos/100,·000 habitantes, la incidencia a llege.do a ser hasta 

de 150 casos/100,000 habitantes en Chile. En ~éxico ae reporta­

ron 11,078 casos en 1967, con una te.se. de 13.64 casos/100,000 

habi tantea (13). 
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Pi.¡¡;ura. l 1 Esquelllll de penetrllción: de SPlmonella 

~ al organismo 
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- ~elmonelle tyuhi 

Es un bncilo no esT'l:irulPdo nerteneciente i:> lP f-=-milia ~­

becteriaceae, tribu Selmonellee y especie typhi, GrPm negetivo, 

móvil, :nide dos P tres p.m. citofílico, r-inPero".Jio ft"'cult~tivo, 

intri:icelul~r, fermentP l.P o;lucosa con nroducción de Peído, es 

lnctos~ y s~cnrosr. neRr.tivoa, descRrboxil~n lP lisinR y orni-

tinP (36), 

Tiene une estructure Pntigénice de superficie que incluye Pl 

Pntígeno 11 H11 o flPgel.Rr y el ?ntígeno somPtico "Oº que contiene 

cPrbohidretos específicos Útiles en su identificoci.6n seroló 

gice., de acuerdo P l" clPsificeción de K.euffman- ·1,hite, 

SPlmonelle tyuhi nertenece el grupo D y comuerte con les dife­

rentes especies de ese grupo los entígenos som~ticos 9, 12, 

los flPgelos contienen el i:intígeno "d" y en l? superficie se 

encuentr2 el ~ntígeno "Vi"¡ el cuEll ea de natureleza. secarídi­

ce, forme pArte de la membrene externe y ee indicedor de viru­

lencia. La f6rmula 9, 12, Vi1d denot• e Selmonella tyPhi en 

forme abrevie da ( 37, 38) 

Otros componentes de Antigenicid"d poco estudieda forman oPrte 

de l• membrena externe, le lipouroteíne de breun y les PorinPs 

(39, 40), (fig. 2) 
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En el estudio de l~ :.'ie"'"' tifoirleR, el oroolemF rPdícR en 

o_ue :'l. t·rr,hi es pató¡¡;enP s6lo en el humano y en chímpPnc<ls 

(411, lo que impide o h~ce costosP lA reAlizPción .!E l!i.YQ_ de 

estudios de orotección. Rl modelo experimentAl Pceptado pera 

el estudio comperetivo de los mecanismos patogénicos de est,,. 

enfermedAd, es el rntón ínfectndo por SPlmonellP. typhimurium 

(42 l. 

Le desventaja de dicho modelo es c¡ue ln cepa. intectante difie­

re de lP pató~ena nAtur~l del humano; sin embsr¡¡;o nera deter­

miner le efl cPcia protectorP de lPs vacunes Pnti-tífoídicss, 

se emplea el ~odelo muríno, usando in,yecciones intr?perito­

neal de SelmonellP tyohi suspendida en muvina (431. 
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Figure 21 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ENVOLTURA 

CELULAR DE LAS BACTERIAS GRA!iHll!GATIVJIS. 

Abreviatur~e1 Ll?S1 Lipopolis~c~rido; ME1 ~embl'?na 

externa, PG1 Peptidoglicana; MC1 Membrana citoplPsm~­
tica; PP1 ProteínPe periplésmicPs. 
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PORINAS, 

LRs rorin~s son nonPmeros de reso molecular de 3lp00 R 4'}000 

dRl tones 1 se enc:>entre.n RsociRdos estrechemente " la ceptido­

glicPna y al J4lS de formF no covclente, Ademes reciben el nom­

bre de porinPs porque se Prre~lFn en formP re.;ulr-r en le mem­

brRne externe formnndo trfmeros, (figurR J) que formen poros 

o cnnPles que permiten lP entrRdP pasiva inespecifice qe peque­

f'(es moléculPs hidrofílicPs P través de lP membrana externe de 

lPs bacterias grem-negRtivas, (67, 65), 

r,a. composición de estas proteínas Fsi como el número y movili­

de.d electroforétice, varíe dependiendo de lP cepn de origen. 

L'lS porin°s son polipéptidos de 336 residuos en promedio, su 

com;iosición de aminoácidos indican unP moderPd~ hidrofobi.ci­

dRd y un indice de polaridad del 451& (6::., 70) y, "Presenten un 

punto iSoele ctri co de 4, 8 T,e ·fisiología de lea porin•s come 

canales posiblemente se justifica como un medio de superviven­

cia de lRB bP.cteriea en el medio Pmbiente del hospedero, rico 

en detergentes como les seles bilierea. 
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Q<IOÚ 

Figura 31 Modelo estructural de la pori.na 
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ANTIGENICID~D DE LJ\:5 ro?IttrS. 

Las Porin•s de SalmonellP tynhi hPn sido noco estudi~drs, oin 

embPrgo, se cuentP con suficiente evidencie que desem~eñRn un 

nPpel imnort•nte An el deePrrollo de inmunided contrP esta 

bPcteriP: 

1.- Los ~ 0 cientes con fieb~e tifoidea en f•se Pi;udr produjer<n 

,.,nticuerµos de cl~se lgM y, en lr f:=ose de convPlescencia mos­

tr~rón Pnticuernos de clPse IgG, estos dirigidos centre pori-

nea (64) 

2.- L? •dministrPción de vocuna •ntitifoídice. ore"l induce l• 

producci6n de flnticuerpos ,,nti-norinPB, en tPnto que lr-i vzcu­

na ~orenter•l no lo hPce (64, 65,66). 

3.- Le inmuniz?ción con c•ntidPdes de 5 p.g de norin<s de ~­

monellP. tVllhi, confiere nrotección Pl ~0% de los retenes NIH 

( 57' 66) 

4.- Anticuerpos monoclon•lea (IgM) enti-¡iorines de s. tynhi 

confirieron una protección del 60% el reto con 20DL50 de le 

"bactsri" homóloga" (66). 
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DIAGNOSTICO, 

El cultivo de s. typhi, en 1° s~ngre, h• aido considervdo co­

mo l~ ,,rueba definitiva parr el ''iPgnÓstico; el PielPmiento en 

lr-s heces, en orina o en le bilis son µruebas menos convincen­

tes. 

Hemocultivo1 La BPngre del enfermo cultiv:>da en el medio difá­

sico de iluiz-GPstrfleda nermite el Pial•miento del germen en m~s 

de 30% de los e-sos, si la s~ngre se extr<>e durente el pico febril 

Col)rocultivo. Es ,.,ositivo desde el final :ie lE' primer~ semPnP 

en lP enfermed~d nPtur?l y en lrs inoculfciones ext:erirneJ;1teles 

•lgunoe sujetos comienzan e eliminer SPlmonella desde el pri-

mer d.íe, 

rr.ielocultivo: Ofrece las mayores oportwti.dades de éxito en el 

eisl~miento de S. tynhi en el medio Mendoza y logrr más del 90% 

resu1 tP dos 'positivos. 

SerologÍa1 1" rePcción de WidPl tiene un• sensibilidE'd del 130% y, 

solo nos indicP. el di•s¡nostico; pero no sirve pera el pronóstico 

o "~re gui•r el trE>tamiento ni nE'rP predecir le.e :i;eca:!de.e o com­

plica.ciones; 

Biometr:!a hemática1 Loa hallazgos útiles son leucopenie. (menos de 

5000 J.eucoci tos/mm) , eusenciP de eosinófilos y los ni veles do 

hemoglobinP tienden e ser be jos,. 
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VACUNtS JE~~nN.ONELU ~YPHI. 

VAcun~s de celulPs muert~s. 

En 1886 se reali~Ó le :irimera inmunización experimentPl contre. 

la infección por SrlmonellP typhi. Franl<el y Simmons logroron 

nroteger P conejos inyect~ndoles dosis de bPcterie viV". 

Posteriormente Seuner y Peiner reportPron resultrdos semejen~ 

tes en rPtones. rMs tPrde, h:livkovich demostró que los bPcilos 

muertos trmbién son cPpP.ces de inducir protección. En cree a 

esto ".Yright i!n InglPterrs y Pfeiffer y ...:one en ftlemPniP. en 1897 

decidieron Pdminiatra.r bPcteri•s inactivPdPs en humPnos con el 

objetivo de generPr nrotección. La VPcune de Pfeiffer, se pren!'­

rebP en medio sólido, con le b•cteria muerte por ce.lar y fenol. 

.Le utilizrción mPsiv? de est•s v0 cunrs resultó exitosa, pues 

lP mori:lilid•d nor fiebre tifoidea disminuyó Pl E'nlicarle en 

individuos da la India, Egipto, Itelie y SudefricP. AdemPs 

estos individuos VPCllnPdos que Pdquirieron le enfermed•d pre­

sent~ron cuadros clínicos menos severos (63). El. uso de les 

vacunas tifoÍdicE's eleborFdes con be.cteriPs muertos c9ntinu6 

durente décadas. Sin emb•rgo, no ere posible colln•r"r la efi­

Cf\Cia de lAS diferentes nre'!)l'recionee, debido e que no háb:(a 

modelos exnerimenteles en Pnimeles. 
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Debido P lo mencionPao Pnteriormente, en 1955, l~ Org•nización 

lr.undiPl de lA SPlud ( OMS), promovió V reRlización de estudios 

de CPmpo, par? determinPr lP efic~cie de l:"B vecun•.s prepPrPdPB 

nor c~lules enterPs de SPlmonellP typhi1 in•ctivPdes con <cata­

na (vecunP K), confirió m~yor 'Protección y m:!s durPdera. La inec­

tiV»da con CPlor y fenal (vecunr L), mostró eficacia intermedia, 

';f le inPctiV?dP COn FlCOhOl fué lP menos efectiva, ft.lgunos inves­

tigodores hPn Ptribuído l• ~roniedad protectore mas eficiente 

de lP. VPcunP inActi VPdP. con Pcetona e. su meyor contenido de Pn­

tígeno (l, 2, 3 , 4 , 5 ,6). 

Sin embPrgo, estPs vPcunPs prrenterPles tienen diversos incon­

venientes ~ues ~reducen reAcciones secundPri~s imnortentes, 

debido e que contienen endotoxinP, nor lo que no ee recomienda 

emnleerlP en forma rutinPrie (14, 15). 

14 



- VPcunPs elaborades a pPrtir de cepes Ptenuaars de :lelmonelle 

typhi. 

HPsta lP fecha se hPn estudiPdo dos VPcunes que se administren 

por vía oral y que ae elPborPn con becteries vivas, Une de 

ell•s se nrepPrP con unl\ mutente de Selmonelle. typhi depen­

diente de estreptomicina (16); y Punque A princinios de los 

setentas mostró ser segur? y efectiVl' (17, ld), se ebendon6 su 

estudio debido e que no confirió protecci6n cu~ndo se utiliza­

ron microorganismos liofiliza:dos reconstituidos (18). La otra 

es une cepa. deficiente en UDP-4-gal.ectose epimerese. designede 

por GermRnier como Ty2la (19), 

- SPlmonella typhi Ty2la 

La cepa de SAlmonelln typhi •ry2la, fué deserrollade por GermP­

nier y Fu::er en 1375 1 tiene una mutaci6n en el gene gslE que 

causa una deficiencia en le enzima UDP-4-galectosa epimerPsa, 

Enun ensayo controlado realizado con bicarbonPto de sodio, no 

preeent6 reacciones colaterales y logr6 inducir protecci6n en 

el 95% de la pob1Pc16n estudie.de .• La forma de Pdmi.nistreci6n 

utiliz'1de. en ese estudio P.ra impráctica pare le. apliceci6n ru­

tiWril' de la VA cune, por lo que se evaluaron diferentes 

15 



formulaciones (20, 21, 22), tratando de incrementar la eficacia 

de le. vacuna n:ediente una presenteción liofilizada pera ser disu­

elta en una solución amortiguadora que neutraliza el ácido gás­

trico. Con esta formulPción se estnn re"lizando pruebrs de cam­

no en Indonesia y Chile. 

En el comercio existe uno vacuna llarn°do Vivotif realizada por 

el Insti tute Suizo de Sueros y VPcunas y que emplee. la cepa Ty2la 

de S~lrnonelle tynhi ( 2 3). 

Contraindicaciones: IR. V"' cuna Ptenuede Ty2la no debe ser emplea­

da en person~s inrnunocomprometid•s, incluyendo aquelles que se 

sabe estén infectades con el virus de le inmunodeficiencia hu­

mane .• 

-Vacuna perenterPl hecha a bese de Polisacárido Capsular Vi. 

El ;iolisacárido "Vi" ea un homopolímero lineal. de ácido alfa, 

l,4,2- deoxi-2-N-acetilgalacturónico que cubre le b•cteria como 

un: antígeno ce.psuler y que se ha relecionado con la virulencia. 

Aunque varios investigadores han demostredo la falta de correla­

ción entre los e.nticuerpos anti-Vi y un estado inmune protector, 

otros estudios revelan que el entígeno "Vi" ¡ior si solo es cepaz 

de inducir protección (24,25, 26). En 1934 Felix y Pitt infor­

maron la presencia te.nto de dicho an-
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;ígeno en cepB>o ue SF"lmone.Lln typhi a1slntPS ele padentes con 

fiebre tifoideP, como lP de sus Pnticuerpos hÓmologos en el sue­

ro de estas neraonPs (27). 

·,·:ong en los ::.ños 70 demostró en un modelo murino que lP ma­

.yor efectividPd de lR vncunP inPctiVPdP por ecetona sobre le 

inP.cti VA da 'ºr celor-fenol se debe Fl mPyor contenido de Pnti­

geno "Vi" en l~ urimerP. MP's tt:trde, el mismo investigPdor lo­

~ró lJUrificElr el Pntígeno ºVi" sin desnPtur?lizFción y demos­

tró que continuP.ba siendo inmunogénico y seguro. 

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de 

Pntígeno "Vi 11 . Ambos resultaron buenos inmunógenos; sin embargo, 

uno de ellos generó reacciones PdversFs, debido e su contenido 

de liponolisacPrido contaminPnte, El lote que se obtuvo a tra­

vés del Instituto Merie=, en FranciP, se utilizó pPrP realizar 

pruebPs de campo en Nenal y en Sudéfricr. Se r-dministró una 

solP dosis (25 p.g) d.e Pntígeno "Vi" por VÍB pºrenteral que in­

dujo títulos elevados de Pnticuerpos anti "Vi" y mostró una e­

ficacia del 70% (28, 29), 

El inconveniente de esta vacune es que por su nsturPleza po­

llsAce.rídi.ce se cCJmporte como Pnt!geno ~-independiente y por 

tPnto no induce memoriµ, 
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Jlebido " t!sto se he sugerido conjugerlo químicemente " proteí­

nes pPrP conferirle ccrPcterísticPa de Pntígenos r>roteicos, los 

cu•les a diferenciA de los :\)olisacéridos, inducen respuesta 

rn?s prolong?do con enticuerpos de moyor PfinidAd y fPvorece.n 

los respuestA inmune celular (30). 

- Vacunes experimentales: 

Salmonella typhi 541Ty y 543Ty. 

Las cenes de SPlmonella typhi 541Ty y 543Ty fueron desarrolla­

das por Stocker en 1381, induciendo deleciones en dos genes 

sepPrados de manera similar " lo anteriormente reportado en 

SP.lmonella tYphimurium. La deleción en el gene ero A induce una 

dependencia por f'minoilcidos Promilticoe, incluyendo los !'leidos 

p-eminobenz6ico y 2-4-dihidroxibenz6ico, que.no son metabolitos 

de lee ctllules de mamíferos. La PltarPoicSn del purA gene~ un 

requerimiento por Pdenina. EatAs mutaciones cPuaPn la dependen­

cia nutricional de la bacteria por metabolitos que no se encuen­

tren en los tejidos de los mamiferos, por lo que no son ca.peces 

de sobrevivir en ellos. 

Después de administrer, 11 volunteH.os lP cepa 54lT;y de ,'ialmo._­

nelle typhi en une sole dosis con bicarbonato, se recupercS 
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liricti6l.i.t;;.. t::n J.:--s lu~ces de lt- mayoria et.e los vr.curu:.uoa, pero en 

ninguno se aisló del hemocultivo. L? vacuna ~eneró respuesta 

inmune celu1ar es-pecifica. Sin embargo, ls. respuesta de enti­

cuerpos contra ?.ntígeno 11 0". 11 H11 o 11 Vi11 rué débil ror lo que 

se consider6 que les dos mutaciones causr.n sobreatenuación de 

la bActeriR• 1'0r lo que. se hPn tratado de desarrollar cep~s 

bacteriA.nRS ~ue conteMPn una sola. mutación. 

-Vacunos elabore.das apRrtir ue fr:\CCiones de 5oJ.monslle. O,'/Ilhi 

L~a investi~n.ciones encaminndna n. identificPr antí~enos 

de s. typhi relacionados directamente con la protección, han 

sido numercsas; la mayoría se han dirigido !lacia el estudio 

de los antígenos presentes en la superficie bRcteriana, tales 

como el somático 11 0 11
, el flagelar "H", el capsular "Vi" y les 

proteínas de membrana externa, 

-·Antígeno somtltico, flegeler "Y fracciones ribosomelei:I, 

Dure.nte mucho tiempo se pens6 que el antígeno somático "0" 

constituído l)Or el 11.popolisacarído (LPS), ;tugs.ba un patiel 

imnortsnte en la. inducci6n de le inmunide.d pro ter.tora. 
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.Sin C.1uUet:i·~o. una VPCLUlB ¡¡., bttsé <Ít!.L o.i.J.P.tl~d.carído d.;; reps111.­

ción del LPS, A nesPr de estPr conjug~do P proteínr's, r:ener6 

es cese protecci6n en el modelo murino ( 8 \. 

El -:intíireno fl"'Relo;'r "H11 t::imooco ,.,~rece estrr rel?cionPdo 

directemente con le inmunidad protectora, pues Tully y Cola. 

en 1962, ·lemostreron que los P.nticucrnos contrP los flPgelos, 

no tienen efecto protector, pues Pl inmunizRr chimn~nces con 

une, cepn rup;osP de s. typhi logreron inducir títulos rltos 

de Bnticueroos contrP el fl.ntígeno 11 H11
, pero no evitaron la 

infecci6n con la becteria (31). Andereon en 196tl, encontró 

que mutPntea de s. tyohi sin flP~elos p;eneran el mismo ¡;>;rA­

do de orotección en retones (9\, 

En 1370, 'lennamen y Cola. reoorteron que les fl:'P.cciones 

ribosomeles de Selmonella typhimurium generPb•n protecci6n 

contrP l• bRcteria virulenta en el :r1itÓn ( 10). Posteriormen­

te l~olineri y Cola. obtuvieron resultedos eimilereR con lPs 

fracciones ribosomales de s. t:<phimurium y de ~ 

(12, lJ). 

El efecto protector de estas fracciones se acreditó a 

diferentes Fntíp;enos: ~1 ARN rib;eomPl ( 10), e las proteÍMB 

ribosom•lea (32); o "la combinsci6n de embos (JJ\: sin em­

bArgo, estos Antígenos se encontreban cont•minados con LPS y 
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Proteínes da membrana extame (PME) (34, 35), 

PROTEIN/\S DE !(F.MBRANA EXTERNA (Prr.E), 

La.a becteri•s gram-negati'lt'a poseen le membrana citoplasmática 

y, le. 1'e1Jtido1>licene. y una :nembrana externa que rctúa como ba,­

rrere. entre el rr,edio embiente y ella misme. Las funciones de 

la membrPna, es ctue uermi te lP entrada. de nutrientes e impide 

lP entra de de sustPnci~s tóxicas, seles bilieres y enzimes di­

.;esti ws, csí como un número irnportrnte de ,. ntibiÓticos ( 44). 

Le:t ~embrann extern? de las ·or>cteri?s grFm-neB:Ptivr.s difiere 

de le citoplesmática por contener un componente lipopoliseca­

rídico y menor ce.ntided de fosfolÍpidos y nroteínas (fig 2) 

En los ul timos fl11os las '1roteínas de membrPna exterm: de leis 

bacteries gl"'m negetivns hen cobrado gre.n importcncia y diver­

sos investigadores hen enfocedo sua estudios hecia el pepel 

que desempeflPn en la releción huéeped-9erásito. 

Su importencir se lJUdo entender gre.cies. Pl P dveni:tiento de mé­

todos especificos que permitierón seperer le rnembranP externa 

da le ci toplasmaític~, le. cua.l fue llevada a cabo por SchanEli tm 

(45,46) y por Osborn (47), lo que indujo su estudio. 
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lbs proi;eín~~ que má1> se han e.studirdo, son l~~ <le ~ i 

~almonella tynhimurium y se s7be que el número de lPa rrotei-

nAe de membrena externe son Vl'riPble y de~enden de lP informaci­

ón ,genética de V bPcteriA y su expresión puede verse :>fecteda 

t'Or factores t~les como l 0 s condi cienes de cultivo y, i;empera­

turP (43), 

Lfls evidencias de ".!Ue los nroteín°s de merebrrnp externa es­

t,!n expueevs ?l medio externo llevó P investi<rr su eficacia 

como irununógenos protectores. 

Fr?sch y cols, encontrarán· que lEls proteÍnAs de membrana exter­

na de Neisserie meningitidis grupo B erPn buenos inmunógenoa 

cuenda se inoculPbR a conejos (30), Estudios subsecuentes han 

demostrado que lP inmunizrción con proteínas de membrena exter­

na deri VA dos de otree bactertf.s grPm-negrti vre, .como HPemonhilw 

influenza· ( 50), ShiP:elle. flexneri ( 51) y Pseudomones Peruginose 

( 52) tRmbien confieren protección centre le infección en 

rnimoles experimentFles (43), y en pPcientes se hPn detectedo 

~nticuerpoe ·que reconocen P les proteín?a de membrrne externP 

tPnto en !Pee agude como en füse conwleciente, 

Por otro lPdo, AUSlli y cole, demoetrerón que l 0 e porinas 

extraicl.Pe de SPlmonella tYphimuriwn protegen Fl retón. El 
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mismo efecto se obtuvo utilizando anticuerpos específicos 

(53, 54). Aai mismo los Pntígenoa proteicos ofrecen lP ventaja 

sobre loa de neturPleza poliaacerídica de inducir enticuerpoa 

de m•yor efinided Psi como de generer una inraunid•d més pro­

longadP ( 55, 40). 

Isibea·i y cola, estúdinron la cepecidad de l•s proteínas 

de membrPnP externa de Salmonell• tvphi 9 112, Vi1d de conferir 

protecci6n al rPtón contra el reto de la bncteria vi ve. ( 56). 

Demostraron que tanto las proteínas de membrana externe de 

SAlmonelle typhi, como el suero de conejo anti-PJ>:E inducen en 

el r•tÓn un estado de inmunide.d protectore ( 57). 

- CLASIFICACION DE LAS FME. 

T.aa proteín•s se clesifican de ecuerdo e su Pbundancia en 

la membrana. en proteÍlll>B princip11.les y proteÍnPS menores (59, 

60) •. 

PROTEINAS PRINCIPlLBS1 

T.aa uroteínaa matrices o pottnaa, que intervienen en el trans­

porte pasivo de suatanltlea de.bajo peso molecular e través 

de le membrene (58) 

Lae proteínas modificables por calor que Actúa como receptor 
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de c~.ucin~s y F,gos l oOJ. 

- Le li nonroteínl' de 3rt>un, lR cuel estii'. unida coV11lentemente 

• lP pentidoglicana y cuyP fUnción es le de mPntener la inte­

~rid~d estructurPl y funcionPlidad de la membrona (61 , 62). 

LF.S :?ROTEINftS YFNORES. 

Intervienen como PcarrePdorea en el trensnorte ecti vo de 

sust~ncias de ~1to ~eso molecul2r y, estan relrcion~des con 

lP diVisi6n celulPr, Entre elll"s se encuentra le única proteí­

na de n1embrana que tiene ?CtiVidEd de fosfolip?aa A (62, 63). 

fig 2 
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ISOELECTROENFOQUE. 

La técnica de isoelectroenfoque es una electroforesis, en la 

cuPl lP separación se efectúa utilizando un gr~.diente J.e pH y no 

a un nH const~nte, este gradiente es est,..blecido entre los dos 

electrodos y ea eat~bilizado por transportPdorea nnfolíticoa. 

En estr técnica l"s ..,rotoinaa emigrnn hasta que se aline"·" :oor 

3Í mismas en su punto isoelectrico '. pI), en tal punto una pro-

.~?tirs es cero :¡ luego entonces se concentrr"r:' en este punto 

y ausyende la migre.ción. El isoelectroenfoque presenta al ta re­

solución , en le cuPl los componentes difieren por 0.001 de u.'li.­

d!).d de !'H, 

L"s rroteínea tienen cargea posi ti ves y negativas, pero en su 

punto iaoelé ctrico ( pI) su carga es cero ya que e.demás los grupos 

terminFles est~n cergPdOS eléctricamente, (NH+ y 000-), 

EstPs proteín"a contienen aminoácidos diamínicos y dicarboxílicos, 

que se disocien en : 

l.- Los grupos ácidos pierden protones y se cergPn neg<>tivamente. 

2.- Los grupos básicos, que 'ºr [>"nsnci" de protones se cargen po-

sitivamente, 
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Todos estos grupos, llamados ionogénicos, contribuyen a les 

rePcciones fcido-base de l?s proteínes y a lFs pr~riedodes 

eléctricas de estes moléculPs (75, 76, 77). 

GRADIENTE DE pH. 

LP característicF imnortente es que el ~nodo llegP a es-

ter en forme nPtur~l •cídico y el cBtodo se convierte en elce-

lino 1 oPjo l" influencie de une corriente eléctricP ( 75). 

Reacciones que tienen lugPr en los electrodos. 

Reacci6n del Rnodo1 

-6H2o o2 + 4H
3
o + 4e 

Reacci6n de cátodo: 

4H20 + 4e - 2H2+ 40H-

El gradiente de pH origine a1 

+ --LA producci6n continua de ionea H
3
o y OH en los electrodos. 

-La presencie de Pnfolítos sintéticos transportedores cada 

uno con sus pI's espaciados adecuadamente, con los cuales se 

forma el grediente.(77). 
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SINTESIS DE AN~OLITOS TRANSPORTADORES. 

Svensson fue quien desrrrollo le. técnicP de isoelectroenfo()ue, 

Psi como de !lefinir los requerimientos esenci~.les de un --r.folíto 

t~nsportndor, uero no encontr6 el Pnfolíto conveniente, yf que 

lr. ffi"yoria de los Pn:ino8cidos fueron no •nro~irdos. El exncri­

mentó con vPrios ;é~tidos sintéticos y ~roteín~s hidroliz~des, 

aun rsi los ~roblemPs ~eraistieron. 

r·::>steriormente Vesterberg quien estuvo trP.brtjr.ndo con Svensson 

uni6 residuos de ~cidos cerboxilicos e nolieminas de volietile­

no, l)a.rEt hecer los primeros rinfolitos trBns!'ortedores, Este 

procedimiento fue utilizado deliber~demente J'Bre recliZPr dife­

rentes Pnfolítos de omplio rengo sintetizándolos por medio de 

le copolimerizrci6n de ~mines seleccionPdas (79, 80). 

F~tructure de los Pnfolitos, 

Uno de los Í"'ctores en el incremento de el número de E11eteincfrs 

FnfÓter?s diferentes es vor el uso de isomerismo estérico, esi 

como el uso de•compuestos r"mificedos y cíclicos los cueles se~ 

forme, Le estructur? hipotetice .. de un ·nfolito se muestra en la 

·figure 4. 
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ANFOLITOS ·rP.PNSPOR'.MDOSRES, 

Lns crrcteristic?s 'lPrr tener un C'nfolito de buena celidPd eoni 

- -~lt"' C"llz."'cidrd regul'"'dorr.> en aus nuntos iso.c;.li?ctricos: Esto 

significa que deber ser crpPCeS de establecer las c0 rflCteristi­

C09 del gr~diente de pH, run en ;rescncie. :·e concentr:"ciones ril­

tPs tle :nuestre, yP r¡ue todos los F'nfolitos tienen unr· CPpPcided 

re¡¡ulfldor~ rlrededor de sus 'lIIÍ, Que la cq1>'cided regulrdora se 

conserve en todo el grPdiente de r>H yr::i C1Ue en regiones con una 

C?TJrcided regulrdorP brjp "fectoria lE· estrbilidrd del er~diente 

y se obtendr? un< bPje resolución. (78, 31). 

- La conducti vidPd debe ser r1)reciPble P trFvés de todo el. gredi­

ente de nH gener· do por l:P mezcla de Pnfoli tes, ya que une con­

ducti vided b?jP en un 1)unto provocPrá un? dif·rencie de potenci­

e!, ~sí como el incremento de t0mperaturfl en determinadas zonas, 

teniendo como conaecuPnciP lP desnBturPliz::'ción de lfls !>roteínos 

01, 32). 

- El "eeo moleculer de loe Pnfoli toe treneport~doree tendr:Cnn 

'Pesos moleculeres en lF región de 300-1000 d. Especies con pesos 

molecUieres be jos tienen ceprcidades re¡¡u.tederas bejre, mientras 

mientres que aquelles de neeo moleculer elto :!llleden difieilmente 

moverse y ne fermPrse PdecuedPmente el grP.diente de rH. 
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Los rnfolitos trPnsport•dores nunca deberen interactuRr con los 

componentes de lP muestra; trmpoco ser tóxicos ni c~rcinógenos 

(79, 80). 

Diferencio en utilizrr rnfoli tos o -roteíne trcrurnortcdores. 

- L:::is nroteín:?s P caus.'=' de su tnmPflo relrti Vflmente grJ?nde tienen 

un coeficiente de difueión mucho m~s bejo que loa rnfolitos 

trensnortRdores. 

- La C~PPCidPd regulrdora es mucho mrs beja prre les proteínrs 

tr?nsport:-:dorrs y, como consecuencir, lP. roovilidrd de lf:I pro­

teínet es bPj~, Psi como su concent·r{>ción (83). 
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Figura 4: Muestra la estructura de la consti­

tuci6n de las anfolinas, donde "R" puede ser 

cualquier 9J'."Pº hidrof!lico, 
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IV !{.]!TODOS 

IDENTIFICACICN DE LA BACTERIAS 

Con el fin de confirmar o desechPr le. sospecha de otro microorga-

niamo que no fuerP. ;; , typhi se identifica la bacteria c. trevés 

de métodos esoecificos de cultivo y Bioquímicos; estos son. 

- Ag,·r hierro y triole P.zúcar ( TSI). 

mezcla de ~eptones , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • 2. Jg 

Clor1ro de sodio •••••• , • , •••• , , •••••. , •••••••••••• O. 5g 

Lactosa 

Sacarose. 

Dextroee 

l.Og 

l.Og 

·o.lg 

Sulfato de :=amonio férrico .••.•. , .......••..... , ...• 0.02g 

TiosulfRto de sodio ••••••••••• ,·, ••••••••• , ••••••••• 0.02g 

Rojo fenol 

t-gar 

0.0025g 

l.3g 

Agua destilada ••• , •• , •• , •••••• , • , •••••• , •• , , • , , • • • • lOOOml 

pH final descués de esterilizar 7. 3 ! 0,2 

?oner aproximadamente 10 rol. del o:edio licuedo en c~.de. tubo 

y e~teriliznr ~ 121°0, 15 librFs durante 15 minutos. 

Después de esterilizar los tubos, se.enfrian en posici6n 

inclinado.. 
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- Agar de hierro y lisina (LIA) 

Pe\:)tona de cerne , , , , , , , . , , , , , , , , , , , , , ; ; , • ; , , , , , , , , , • • O, 5g 

Extracto de leV>'dura ..................... ; ........... O,Jg 

D-glucosa .......... , .... , •••••• .o ... ;;;·.·'>;·.;: .. · ....... O.lg 

L-lisina monoclorhÍdreto , •••• , ••••••• , , •• , ,. , ••••••• , , l.Og 

UosulfPto de 3odio ................ ." ......... ." ....... 0.004g 

Amonio y hierro citrato ........ """"' ............. 0.005g 

Pur'lUrP de bromocresol •••••••••••••••••••••• , •••••••• 0.002g 

.•g•r ••••.•••••••••••••••••••••••••••• , ••••••••••••• , • l.25g 

AF,Ua deetil~da •••• , • , , • , , ••• , , • , •• , •••• , ••••• , •• , • • • • 100 ml 

pH finel des~ués de l" esteriliz~ción 6.7! 0.1 

Poner enroximad~mente 10 ml de medio licuedo a cPd~ tubo y este­

riliz?r en el eutocl~ve 121°0, 15 libr<>s, 15 minutos. 

Des,,ués de esterilizar, los tubos se cnfri~n en ·osición incli­

nada. 

- Agar citrato de Simmons· 

Amonio dihidrógenofosfe.to •••••••••••••••• ,., ••••• , ••••• O,lg 

PotAsio hidrógenofosfe.to , ••••••• , ••••••••• , • , •••••••• , O.lg 

Cloruro de sodio ...................................... o. 5g 

Sulfeto de ma.gnesio ........................... ; ....... 0.002g 

P.zul de bromotimol ••••••.••••••••••• , • , •••• , •• , •••••.• 0,008g 

Agar ................................................... l.2g 

Ague. destilada ........................... , ............ lOOml 

pH final después de la esterileción 6,9! O.l 

Poner .. e.proximadrmente 10 ml de medio licu~do a ceda tubo y eate­

_rilizar, !}eapuéa de lo cual los tubos se enfrian en posición in­

clinada. 
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- Medio MIO 

~tr!':'lcto de levrdur~ .................................. o.Jg 

Ee,,tonn de '!el?tinP ................... ; .............. l.6g 

Feutona de 

L-ornitine. 

c:=iseín:i •• , • •.• ••••••• ~-.•• ·~: ~ .~ • l.Og 

0.5g 

ilextrosFI •••••••••••••••••••••• ~.· •. :~ ••.••• > •.•• , ••••••••••• O.lg 

AgPr ....................... ·;,.,'~~' ... ;·;,·~.;.,;: ....... ,. 0,2g 

PÚr"lurr de bromocresol .. , ••.•.. -......•.•••. : . , . , , , .. , 0.002g 

-~i;llF destilE>de. 100 ml 

9H después de l~ esterilización 6.5 ! 0.2 

:oner 10 :n.l del ~edio licuFdo, e. cede tubo y esterilizar, después 

de lo cuol se enfrion en ,osición verticel. 

CULUVO DE Li\ ;JACTERIA: 

$Plmonellr ty,,hi se s:embre en plecrs de Fgar BHI (infusión ce­

rebro corazón) y se deje. crecer durante 24 horas, " 37ºc, se 

tomen ocho inóculos con asa brcteriolÓgicP., y se deposi tRn en 

ocho me.treces de 125ml; code 1tno de estos contiene 50 ml de· me-

dio mínimo A. ~espués de un tiem~o de crecimiento de l' horas 

~ J?ºc, se divide cP.de inóculo en parte~ igu,.les y se egre,¡rn 

e. garrafones que contienen l. 5 lt de medio m:i'.nimo A, comple-

mentPdo con O.l;~ de extrecto de lewdura y o.5i' de glucosa; los 

ge.rre.fones se incubRn P. 37°c con E>gi tación de 200 rpm 
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durPnte 11 :1orPs, deteniendo el crecimie • .-~ en. fa&• lor.;"-rÍtmi­

ca h•str obtener un• •1ensid•d ó ·tice de 130 unidr.\es Klett 

(Esnectrofotómetro lleckm'n Dll-7). Posteriormente se centrifugf' 

e 4000 rnll\l20 minutos h•ste obtener unP nPstill"· 

OBTENCION DE PORINAS. 

Les norinPs de [,,_~ son purificPdAs por una morlificPción 

~1 método de Ni~Pido (70), LP ~Pstill• obtenid• ee resusuende 

en •mortigu•dor de tris-HCl (hidoximetil •mino metPno) O.U: 

pH 7.4 hastP obtener un• densid•d ó,,tica de l P 660nm (esllec .. 

trofotómetro 3eckmPn Dll-7), le bPcteri>', coloc>'de en un baf'!o 

de hielo, se romne nor ultresonido ,ior "!'.leriodos de l minuto 

nor tres minutos de desc•nso (L•b-line-Ultretip LPbsonic Syste~ 

hestP obtener un• densidPd de 0.4 Pune longitud de onda de 660 

nm. 

El lis,,do •sí obtenido, se trata con lE's enzimAs DN•s• y RNesa 

se incuba durente 30 minutos en un b•f'!o pPre disminuir le vie­

cosid.-d y eliminPr los ácidos nucleicos. 

Se conservan l•s membranas por UltrPcentrifugPción (Ultracen­

trifuge .rotors All BeckmPn prepPr•tive). a 35000 rpm durante 

30 minutos a 4°C, se solubiliz•n en trie O.l!r., pH 7.7 
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'lllS( dodecil sulf.•to ñe sodio) ~1 2,~, se incubP 

30 ~inutos, "osteriormente se UltrecentrifugP a 45000 mm du­

rPnte 3') minutos P 20°c y el sedimento se somete P un" segun­

da solubiliz•ción en lPs condiciones descritos Pnteriormente. 

El sedimento de este segund? proceso, contiene pentidoglicana, 

de donde se extraen lPs T"roteínl"s unidPs r ell?. 1 aolubilizf"n­

do¡es con tris 50mM, NE\Cl 0.4M y 2-mercPptoetPnol 0,05:1., se in­

cuba durPnte ?. horPs • 37ºc y se ultracentifugR a 20000 rom 

durente 1 hora P 20°c, obteniendose en el sobrenedente lrs 

".lorinas, 

PURIFICPCION DE FORINAS, 

El sobrenadPnte result•nte se oP-BP P trevés de un• columna de 

Sephacryl S-200 (80 cm por 2.6 ~m, PhPrmPcie ChemicPl Co) con 

un flujo de 4ml/hr. Se recolect•n lPS freccionea, detecténdo­

se lP presenciP de 1'.'roteínaa P 280 nm. Le cPntidPd de muestre 

colocedP es de 8 ml y se recuperPn frecciones de d ml en un 

colector, pare. que no existP un m•rgen de error may9r; l8s 

correspondientes porines se diPlize.n contre NeCl O.lM. Pere 

reutiliZRr le. columnP, se lava con un volumen equivalente P 

dos veces el volumen totPl del gel, lP columnP se leva con 

HCl 10 mM y NeCl 10 J]]}.!, 
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09T~llCIO¡¡ DE 'ORINAS POR ISCELEC'r!!O!'::lFO'.:ur. 

Lo obtención de ~orines de <cuerdo r su nI (nunto isoelectrico) 

se lleva acebo utilizando un equipo (Rotephor de cell prepP.ra­

tive ilio Red), se forma el ,:¡re diente utilizendo une- solución al 

2jl de <nfolinas (Bio Red) del r~ngo de 3.5-10, solo se inyecta 

20 ml de está solución, durPnte 1 hora se ~~lica urv corriente 

(Model 3000 Xi Comryuter Controlled) cuyos lÍmi tes utilizados 

son de 3000 Volts, 300 mA y 12 ··.atta, dee.,ués de form•r el gr'·­

J.ien~o., se e.plica 30 ml de le. oecteria sonicP.dr, con J.4g de 

( 3-( 3-Clole.midoproyil) dietilomonio-1-nro!JPnosulfato) CHAPS, 

uara lP solubiliz~ci6n de lPs ~roteínos. La corriente Ppliceda 

"?Elr..=t le sF9::irrción c.ie lr:s "9roteÍnfls fue mencione=.do "nterior­

rr.ente durr~nte un tiempo de 6 horas; lt:ls frr:cciones recolectE-.-

das y se les determinó su pH ( pH Corning scientific instruments). 
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ET/ECTl\Ql'Or..-srs E:'! •lELES JE ?OLHCRI!.'UIJ,' ( SDS- :;:rnE). 

LP electroforesis en ~el :le nolir,crilFmidr nennite el Análisis 

·r ln seo::1r"'ci1n de me7.Cll'ls de ·~roteÍn"'a riebido P lP tr?nsferen­

ci~ riel 1zel, :=:u PltP resolución y ~u renroducibili :-id. 

L-:i sen ... r..- ci6n en lo:i Plectroforests de'l')~nde de lP crr~r • tPmeF.o 

.,., forrnr.i de 1-:os moléculPs •¡ t:s ,..asible f!e .... cr~r '?10r ~ifentes in­

tervPlos de r,ieso moleculrr r::i¡ v~riPr lr concentr":-ción del ::;el • 

. ~f'I electroforesis en condiciones reductor~s, :3DS-?~"!•~F., somei;e 

- i~s ~roteínrs ~ i~ ~ación del 2-merc~ntoet~nol ~ue reduce 

los nuentes disulfuro y simultrnePmente se oreton con el deter­

gente l'nionico S!lS ( dodecil sulfFto de sodio), que reduce las 

cPdenes ~oli~e~tÍdicPB y lrs c~rgr- negFtivPmente, ~sí l? sepe­

r<'CiÓn unicemente denende del tPmeF.o y es ~osible determinPr 

el ""ªªº rr.ole.culrr de i~s muestrPs comnPr:::ondo su moviliriPd con 

el de mP.rc?dores de neso molecul~r conocido. 

vs 'lOriru>s se cPr~cterizPn de ~.cuerdo " su movilid~d electro­

forétiofl, tonto de "orin•s obtenid•s por el mt!toúo de Nikr-ido 

como de isoeleotroenfoque; en una cmidPd electrofort!tiCP pe1'!' 

il;ebls ve:r;-tic0 les en n.lecP (Midget Eleotrophoresis Unit Lt\:B} en 

condlcon~s reduotor~s y sistema de PmortiguPdores discontinuos, 
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'de Pcuerdo el método de J,•emmli (71), 

Se utiliz~ como •mortiJlU'dor de mueB'-rP Tris 0,125M nH6,8, que 

contiene S]).S ~l 2~, .2-mercrotoetPnOl rl ~·%, glicerol L'l 10% y 

PZul de bromofenol •l 0.005% El ge1_ sut:erior contiene 2. 5% de 

f'Crilrmida., 0.8j! de biB-PCrilFmide, ~.1;/, de S]).S y Tris-HCl 0. 5Ji1 

pH 6,8, El gel senor•dor contiene 15~ de <'Crilrmide, 0.8% de 

bis-ecrilcmid•, l. 6% de SDS y 7, 5f. Tris-HCl l. 5lt pH i. 8, 

El corrimiento electroforético se llevr c•bo durrnte 3 hor?s, 

emule•ndo 15 mA nor nlFcr y como Pmortigundor de corrimiento 

se utiliZP Tris 0,3%, elicine 1,4:;!, SllS rl 0,1;(, pH 8,3, 

Posteriormemte, los geles se tiñen dur?nte 30 minutos en unP 

solución de 87.ul de Coomaseie R-250 •l 0.25% en metenol- ,fcido 

ecético-•guP (45110145), Se destiñen empleando unP solución de 

metenol-i!cido r-cético-•gue (3017:63), hf'BtP ~ue el fondo del 

gel seP tr?ns~~rente. 

CUANTIFICACION DE FROTEINPS POR EL METODO DE LO\'IRY 

La cuantificPción del contenido de 'JroteÍnPs t•nto de· norinea 

obtenié!Ela por el m~todo de NikE>ido ( 58, 70) como l•s de iso­

electroenfoque, se rePliZP de Fcuerdo Pl método de Lowry (39) 

emplePndo PlbuminP eérica bovina como proteína de referencia 

(SigmF.' Co). 
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LP cu•ntificPción colorimétrice. de .,roteínP.e se lleVP • o•bo. 

emnle•ndo el re•ctivo de Folin-CiocPltee.u, LP inteneidPd de 

color en l• reección es directPmente nroporcionel A le con­

centreción de nroteín•s, se sugiere el r•ngo de lO a 250 p.g 

de oroteína oPrP est•blecer le curVP. El estPnder utilizedo 

es i::"lbúminP sericA bovinP (BSA) con unr concentrl" ción .:i.~ !::;t,~/: . .l. 

Le. cul'VE' se obtiene siguiendo el protocolo de la tPbl•, 

Contenido 1- 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

BSA lmg/ml o o .Ol .02 .03 .os .1 .15 ,20 ,25 

NeCl 0.85% (ml) • 4- ,4 ,39 .38 ,37 ,35 .30 .25 .20 .15 

Reectivo A (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Folin (ir.l.) .2 .2 .2 ,2 .2 ,2 .2 ,2 .2 .2 

Despu~s de Pgreger los re•ctivos se e~tA lP mezcle de cede 

tubo en un vortex, se su¡p.ere un l•J:lSO de 30 minutos nPrP 

deserroll•r color. Se determine lP densid•d óoticP de las mez-· 

clPs reect•ntes e 500 hm. 

Le. curva ee realiZP por duplicPdo con el fin de observar el 

margen de error. 
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Los rePctivos utiliz,.dos en l~ Tlre,,Prnción de Pst"' curve san: 

Re"'otivo Al: 

TPrtrPto de Aodio dihidrPt•do r-1 2~. 

;¡epctivo A21 

Sulfr-to de cobre pentPhidl"'tPdo el l~. 

ReP.ctivo 1•3. 

C!'rbonPta de sodio F>l 2~~ en hidroxido de sodio Fl O.l!l. 

Reectivo ~ (solución stocK). 

El rePctivo f es unP mezclP de 3 soluciones stock (Al, A2 , y 

AJ). lPS cueles se combinan inmedirtr-mente rntes de ser utili­

zc;idos. 

INMUNOELECTJ?OTR~NSFERENCU. 

La electrotrPnsferencic de lPS porinRs de los geles de nitroce­

lulosa (PNC), se lleVI' acabo durPnte 2 horPe A 160 Volts en 

un equipo (Mini Vertical Gel Electrophoresie). Se emplea como 

ªmortiguedor -ryRrA l.P trRneferencia glicina l92mlrl, .met•nol 201' 

en tris 20 mM, pH 8.3 (72), 

T!'!'nscurrido el tiempo y P•I"' camllrobt>r que le. trPnsferenciE\ 

se lleva acPbct, el l)epel ·de nitrocelulos!' (PNC) ee tille can 
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rojo de PonoePu ~urPnte 3 minutos, verificada la tn>nsferencia se 

lPVR con Pgua destilada parP eliminBr el rojo de Ponceau y pos­

teriormente el napel de nitrocelulosa (PNC) se bloquea con PBS 

!JH 7,4, que contiene NaCl o.a,:, fosf2to de sodio mcinobásico 0.04% 

y, fosfPto de sodio dibásico 0.27% en leche Rl 5% durante 24 hore.s 

posteriormente se reelizan laVP.dos exhaustivos con FBS-Tween 0.011' 

El pPpel de nitrocelulosa se incuba (Controlled enviroment incuba­

tor Shake.r), por 2 hon>s Et 37°c con el suero problen:a, posteriormen­

te se lava con PBS-Tween seis le.vados y se incuba 2 horas a 37°C 

con la dilución de antisuero de cabra conjugado con ueroxidesa 

con Pnti-Ig(s) de r~tón. Une vez termin•do el tiempo do incubaci6n, 

se lava 4 veces· con PBS-tween y 4 veces con PBS, pera posteriorn:ente 

colocar el sustrato (4cloro-neftol2mM, peroxido de hidrogeno 0.08% 

en PBS). 
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ENSno IN!f.UNOFNZH'~TICO FN FP.SE ·'.OL!Df ( ELISA). 

PRrP determinPr lP llresenciP de Pnticueruoa rnti-llorinas, en 

el suero de rf'tones, se emplea el método de ELISA, de Pcuerdo 

Pl método descrito por Engvall (74). 

Se recubren nlPCPB de noliestireno de 96 pozos (Nunc Co). con 

100 )11/nozo de soluciones de 100 pl/ml, 5C}11/ml, 25J11/ml, 

12.5111/ml, 6.25)11/ml, ),125pl/ml, l.5pl/ml y , 0,71.lpl/ml de 

porines tPnto de Nikrido como de isoelectroenfoaue, en cmorti­

g11Pdor de ccrbon"tos (cPrbonPto-bicPrbon•to de sodio pH 9.6) 

~ 2 hor?s P 37º0 y ~osteriormente todP lF noche F 4ºc, Une vez 

trFnscurrido el tiem~o se lPVP 4 veces con PBS-tween Pl 0.1% 

y se llenPn los nozos con solución de bloqueo (PBS- leche Pl 

5%) y se dejP 1 hora e 37ºc, luego, se r.gregen 100 p.l de los 

sueros problema y se incuba la .,1acn l hora r 37ºc, desTiues de 

6 l~VPdos con PBS-twsen se ~gregen 100 pl del conjug<>do (anti­

suero de cabra conjugPdo con oeroxidPsa Pnti IgG), y se incube 

lP '>l•ca l horF " 37°c, despues de 9 laVPdos con PBS-tween se 

Pgregen 100 pi de so1uci6n de sustrP.to (o-fenildiamine., peroxi­

do de hidrogeno en Pmortiguador de citretos pH 5.6) y a los 

10 minutos le reección se detiene agregPndo l gota de Pcido suJ:­

furico 2.5N. Loe lJOZOB se leyeron P 490 nm en un lector de 

ELISA (ELISA RePder). 
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V RBSULTADOSI 

IDBNTIFICACION DB LA CEPA, 

La Salmonella tYphi.emplerde para este trPb•jo tuvo les si~en­

tes carecteristicaa: 

- En ager hierro y triple azúcar (TSI) fué 

lactosa (-) 

se ce.rosa ( - ) 

glucosa (+) 

- En agar hierro y lisina (LIA) fué 

Lisina (+) 

~s (+), 

- En citrato de Simmons fué (-) y 

- En medio MIO. 

Movilidad ( +) 

Indol (-) 

Ornitina descarboxilasa (-) 
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ril!!IFICACIU1i J.l1': PU!llNPS, 

Le obtención de norinrs mediPnte lP técnic~ de Nikrido (58) 

se fundPmentP en el hecho de ~ue les norin~a se encuentren 

unidas "ºr enlecee no iónicos P l" rer.tidoglic"n'', ror lo 

cuPl se nueden seuPrer utilizrndo un r.mortiguPdor que con­

tengP ~DS .V ~!<Cl, 

Las norinPs PsÍ obtenidPe se 'lUrificerón mediPnte crometogre­

fío J.e exclueión 1rolecu1Pr con Sephecr.vl S-200, 

En l" figur!' 5 se muest~. el ,,erfil crometogrPfico ootenido 

de 1° columne de Sephrcryl S-200. En este se observP que le 

frrcción "roteic" eluyó inmediPtPmente después del esnecio 

muerto y, ~ue los nuntos 'l>PB Rltos ñe lecture "- 230 nm de 

l~ e lución contení,:-n 11:-'s :aorinPs en formP de trímeros ( 114 Kd 

R 12) Kd), 

PORINAS OBTENIDAS FOR ISOELECTROENJ10QUE. 

Lf! obtención de norines se :f'Undementa en el hecho de lP sepa­

~ción de 0 cuerdo e su ¡mnto isoelectrico (pl) utilizando¡ les 

frAcciones recolectedes e lee cuPles se les midio su pl:i, y éste 

nos fndicó que tea "orin~s presentrn un pH dé 4.8. Le figure. 6 

muestrr el isoelectroenfoque de lr rruestrr enaliZRdP, 
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ELUCION DE PORINAS 
Sephacryl S-200 

AbllOrbanola a 600 nm 
o.a...-~~~~~~~~- -~~~~~~~~-.., 

0.7~ ... .......... .. . ........... ...... ... ... . . ......... .... .. ... . ......... ! 

q _.j_ •. ·•······ , '• •. •. :: j 

~t -· ll~ ·;~~·::~::::¡ 
ijéSUNEll fo 20 30 40 ªº eo 7C 

Figure 5: CromotogrPm~ de elución de norin•s 

El pico corresnonde ;:- lPa !'orinPs nurificPdPS en su 

formP n~tiv~, ~ntre lPs fr 0 cciones 18 • 20. 
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ISOELECTROENFOQUE 
Utilizando anfolinas 3.5-10 

1:p~ ................................................................................................ :··············~········· 
:·:~ ..•••.•......•.•.. 

,,,,.--
2 """~'"'""'"""'""" ''"""''"''"''' '" ''''''"''"'"''''''''"'' 

O'--~-'-~--''--~-'-~--'-~~-'--~-'-~--''--~~ 

o 2 4 e a 10 12 14 18 
Fraccionee de 1~elulrotnfoq~e 

Figur" 61 Muestr? el r-;rPdien.te formedo ror el 

rotri.~hor, en el cuPl el "H de 4 .3 corres:ponden ~ 1::: a 

porinas. 
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~l corrimiento ~lectroforético de 1~0 ~orinrs en seles de 

r:oli::"Cril~midP., es consistente con lo re~ort.,do, yP rJUe de 

•cuerdo A l" fi:;ur~ 7 se muestrP oue " trevés de los distintos 

~Psos de l" tP.cnicri de ?a'c::-·ido h"str. su 'IJurific::ición; y lf:" 

obtención r.or isoelectroenfoque fig 3, se encontrerón emtre 

33 A 41 ¡;d (':ilod•ltones), 

Le comp;irPciÓn de l~ ·Jbtención rle "'?rin~s !)or l~s dos métodos 

se encuentrP en lP fi~rP ·~, y corco se puede observflr lt"S po­

rin~s obtenidr.s 'IJor los dos métodos ~resentPn el mismo corri­

miento electroforético. 

CONCENTRICION DE l?ORrn;s POR EL :.'.ETOOO DE LO\n!Y. 

L• figurP 10 muestrP l~ curvP esténdPr de olbúmin• séricP bovinP 

(ESA) utilizPdR nArP determinPr le concentr<ción de lPs !'Orines 

obtenidPB por los dos métodos, y t!Sendo le regresión lineel 

se determin6 l< concentr.0 ci6n de las nroteÍnPs obtenidPs .,or 

el método de Nik0 ido l"s cuPles fueron de 1.9 mg/ml, 2mg/m1 y 

l. 75 mg/ml reenecti vP111ente, 

~ figurP 11 nos muestrP otrP curVl' eeténdar de 3SA, le cual 

se utilizó pPrP, CPlculPr lP concentreción de lPe 1JOrinPs 
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. uCenidPS uor l.~Otn.Ctroe,u'oque; éstr.is I .t="ron de lID!{/oJ.. 

La. bocteri~ utili2FdP 'lPrteneció :•l rr.ismo lote ·r ee rrrtió de: 

75g do b~cteriP 

en 'IJes o húmedo 
SONICfi.DO J 7,5 lt 
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IJU~JJ\u vui .. !-1\JlH'IVO ,-JN LA UBTENCION DE FORINA::l .t-UH LOtl DOS 

YETODCS 31 OGUIKI COS. 

Mueai;re Concentración Volumen CAntid~d Uempo 

Forin~s de l.9lmg/ml 9ml 17 .19mg 
tril:rido 

2 mg/ml 10 ml 20 me; 4 di~S 

l. 75 mg/ml · 5 ml 8.75 m~ 
45d4 mg 

Forin«=is de 1 mt>/ml 13 ml 13!lll",Íml 6 horas 
i.soelectro-
enfoque 

ENSHO IllJ.'.UNOENZB'ftTICO EN PAPEL DE NITROCELULOSA. 

La trensferenciP de les nor1n?s P n?nel de nitroceluloaP el 

ser revelPdo con suero de r~t6n Anti-norinas ~resent6 una so-

lP b•nde que corresuondió P un peso moleculPr Pproxim•do de 

J~ Kd (\<ilodeltones) FigurF 12. El resultedo fue el mismo 

parP-· las uorin~s obtenides tPnto por el método de Nikaido 

como ~or isoelectroenfoque. 

49 



PPI'f! comprobPr ln inmunogenicid::-d l 1.e l~s r.'.>rinrs, en el mode­

lo r.urino se decidió dete:nniner el aivel de Fnticuerpos contra 

elles • trevés del ensflyo inmunoenzim?tico, y co:no lluede verse 

P.n l"- figurr 13 y 14 se encontró que los títulos entiuorincs 

er!:1n 1...vs mismos -ne.r:= l8s nroteÍnPB obtenid~s nor los d.'.>s méto­

dos. 
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l 2. 3 4 

1711111 -· ,esrma. ~ i 
45KDa -- ---stKll.1 

~llD& ---

Figura 71 Corrimiento electroforético de las 

porinas en condiciones reductoras. 

1.- Pesos moleculares1 97 fosforilasa, .66 albúmina serica, 45 

albúmina, 31 e.nhidre.sa carbonice., 21 tripsinógeno, 14 lisozima. 

2.- Ba.cterie. sonicada. 

3.- Porin~s sin purificar 

4.- Peri~~ purificad~s. 
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1 

91\(d~ .... 
b6Kdct ..... 

....... .;.;. 

4SK'da: .. 
3iKda -
21Kda _,,.-

1~ Kda~ 

2. 3 'i 5 

Figure. 8: Corrimiento electrofor~ctico de ,..orinas 

1.- Pesos moleculares (mencione dos onteriormente). 

2,J,4 v 5 .- ?orinas obtenidas i:;or el f'!étodo de iso-

electroenfoque, coloc<-ndo dife-rentes diluciones l•s 

cuales son de lOp.g/ml, 20Jlg/ml ,30p.g/ml y 5~ml 
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i 2. 3 
------.. 

17U. ... 
11111& -.. 
411CD& • ..... -
""la ~ 

rtll& ••.. 

ICKb. 

FigurP 91 Corrimiento electroforético, 

1.- Pesos moleculares (mencionados Pnteriormente) 

2,- Porinss obtenidas por el método de 

Nikaido. 

3.- Perinea obtenidPS por ieoelectroenfoque, 
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CURVA DE LOWRY 
Porinas obtenidas por Nikaido 

---------··· o.a!-······. .. .................................................. ,_c. .. .. 

i ---------

:: r = .~ 
~~__., ...... . 

................... ¡ 

O GO 100 1llO 200 2110 300 
Concentraoi6n 

Figura 101 Muestra la curvn estende.r para determinar 

la concentreci6n de lM porin~s obtenidas por el método de · 

Nikaido. 
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CURVA DE LOWRY 

Abaorbancla a GOO nm 

::~t·.. . ..... · .. L~--~-
o.a, ··· ~-............ . 

~~.: 1 
...................... ! 

1 

O GO 100 1GO 200 2GO 300 
Concentración 

Fi.gurti 11: W.uestrfl le curvP estFnd~r pRro determiner 

la concentrrci6n de lPS ~orin?s obtenidPs por isoelectro-

enfoque 
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1 2. 3 

t7ML _ _I HKda-
4&l(d& 

31Kd&. _. 

21Kd& -· 
t4kda -

Figure 121 Muestra le. electrotransferencie. de las porin•s 

a papel de nitrocelulosa, revelado con suero de ratón enti-po-

rtnas. 

l.- Pesos moleculeres. 

2.- Porin~s obtenidas por el método de Nikaido. 

3;- Porines obtenid~s por el método de isoelectroenfoque. 
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VI DISCUSION DE RESULT•DOS1 

Uno de los nroblemPs im~ort·ntes u'rf' obtener uorin•s en gr?ndee 

c~ntid~des es aue se obtienen en bRjP concentrPción, en un tiem­

'º l::orgo y un t-lto costo. 

En este trPb~ jo sa T)rof.lone utilizPr dos métodos nrr. obtener las 

norin~s; y~ trrvés de los reeultrrloG esco~er ;.quel ~ue de ma­

yor rendimiento, en ~oca tiemno y se0 de bPjo costo. 

tntes rle iniciPr el trr.o;jo fue necesFrio confirmnr que lr: bnc­

teriP utiliz~de erP re•lmente SPlmonella <ynhi 7 q~e no estPbr 

cantPminedP con rli;unr otrr becterie. 

?Pr~ ésto se tuvieron que re?lizBr nruebPs bioquímicF .·, que de­

mostreron que er'.'· lP bPcterie P utilizPr. 

Es de pPrticulPr imnort•ncie. -purificP.r y cPrPcterizPr lPs pori­

nPs que se ~n P utilizar, nues en ocPsiones los métodos roña 

r&uidos no necesflris:-mente dPn mPyor rendimiento y nurezP. 

Por el método de Niimido se obtienen lPs norinrs en su estPdo 

nPti va, yP que lC's proteín~s se extrF"en utilizPndo métodos no 

drlfsticos. 

El pPtrón de elución de lPs ~orinPs P trevés de lP exclusión 

moleculPr fue semejPnte en todos los c?sos que se rePlizó; 

59 



lo ClUe nermitc decir que es reproduc1CJle, t~dem:."s cie encontr -

bPn entre lPs fr~cciones 13 n 20; ~or lo que se podrÍP se~R­

r~r de otres molécul~s. 

Con el fin de C?rPcteriz~rle.s, l?s técnicP.s inmunoquimic~s 

emplefldl?'s,. confirme ron que estflbRmoe obteniendo l'IOrines yues 

los dPtos encontr~dos concord~bPn P los reportPdos nrevirrnen­

te, 

Con lo técnica de isoelectroenfoque se uudo realizer lP sepe.ra­

ción de lPs porines de Fcuerdo P su pH , el cuel fue de 4.8; 

lo '!tle llermi tió seperflrles de otr~s !>roteÍnPs presentes en 

le. becteriP sonice.de., 

Un problema de•estP técnica es que se debe tener ciertas con­

diciones especificBs, 'f)Ues P. veces. uor rezones de mPnipuleo, 

no se forme el grediente .de pH, dando como resultedo una ina­

decuada seperación o desnaturalización de les .proteínes, 

Es importante pues que la. concentración, el volte.je y tempera­

tura see.n los adécuedos, Por otro le.do el detergente debe solu­

bilizar bien les proteínas ya que en isoelectroenfoque se ob­

tienen precipitadas. 

La ¡¡refica del gradiente de pH nos muestre que hubo una eil.ecua­

da formación del mismo1 puee est~n contínuos. 
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El ~e.trón electroforético de lrs "Orinas de .>r.lmonelln "ty)'hi 

c·.islrdrs por los dos métodos 1:Jresentnbr·n nn "'eso moleculrr de 

38Kd a 41Kd, '.'no hP.bÍP contP.minPción con otrPs proteínra. 

t::sto se corroboró rl he cer lr comprobcci6n por medio de electro­

foresis en .:;el, .Jbteniendose los distin'tos ~e< sos C!Ue involucran la 

técnicr' de HL:2ido, nues se confirmó f!Ue 12s -orin~s estuvieron 

nurificedf's solo des'Oués de ".l"'Sflrli::s 11or coltL1lI1.e. 

Con el fin de dc;ter:ninnr l'."' concentración de lrs r:·orinr.:-s obteni­

cles por los dos ;;.étodos, ,y .... oder rsí com!)PrF.r ;.-ar cuE'l se obtie­

nen en m!?yor concentr;.ción, se utilir.o lr técnicti de Lowry. 

E:iciendo uso :le lri técnic~ de ELISA .Y de inmunoelectrotrr'nsferenr 

cia se comnrobo que lPs ""IOrinf!s de S~lmonell~ typhi son recono­

cidPs 'lOr "nticuerpos esnecíficos; el F.LISA fue lP técnica más 

sensible y~ que reconoce m:i'.nimas c~ntidrdes de cntígeno, 

Con los d•toa fin°les nademos demostr:?r que el $étodo de separo­

ción vor isoelectroenfoque es el mejor, pues se encontró ~ue 

les desventaj•s de l• técnica de lli:<eido fueron lee siguientes; 
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- Se obtienen norin"e en un tiempo mils l~rgo YP ·que incluye 

varios pnaos. 

- Les porinas se encuentren contamine.das con otras proteínP.s 

y es neceserio purificarlas por exclusión moleoulu.r y 

- LB concentrP.ciÓn de las mismas es reletivamente baja 

Les ventajas que muestre la técnice. de isoelectroenfoque fue-

ron 1 

- Que se obtienen en menor tiempo. 

- LB concentrs.ci6n es reletiV".mente P.lte. comparPndola con le. 

técnicP «e Nikaido. 

- No es necesario purificRrles, pues debido a la csre.cteristi­

ca de su punto isoelectrico son fecilmente seperFdes de otres 

proteinPs, 
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vrr CONCLUSIONES! 

Desnués de FnPlizer los dos métodos que se emplePron parP 

obtener norinPs con un Plto gredo de pureza, se pro!'one que 

lP técnica mejor es l~ de isoelectroenfoque, ya que se obtie­

nen porin~s P nPrtir de menor cPntidrd de bPcteria sonicada, 

en un tiemno ~~s corto, lP concentreci6n es mós •lte, nor lo 

que es menos costosP. 

GrElcias • este m~todo se podrá continuar los siguientes estu­

dios en el deeE>rrollo de une wcune. centra l• fiebre tifoidea. 

a. b~se de 1JOrinee de Salmonella tY'J)hi 
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