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by INTRODUCCION:

La orimers evidencie, en relepcidn el curdro clinico de
1» fiebre tifoider, se le #tribuye # Thomes .illis en 1659 (2);
Jenner en 1350, deseribid que 173 lesiones de 1rs pleces de
vever y nédulos linfédticos, eren esvecificos de 1> fiebre
tifoiden, (9); willirm Budd, en 1856 determind que 1lr fiebre
tifoidee se tresmitia & través de 1le ingestidn de mlimentos y
2gurs conteminmrdes con materia fec2l, proveniente de individues
enfermos (iO).

En 1980, Eberth logrd sisler sl breilo tifoidico en grnglios
1inféticos mesentéricos e higrdo de pPcientes con fiebre tifoi-
dee, Pfeiffer y Kolle en el mismo ~fo demostreron que el suerc
de vnecientes convelecientes protegin ¢ los cobayos contre dosis
leteles de becilo tifoidico y, #idrl en 1395 describid la pre-
sencie ‘de pglutinines esvecifices en el suero de pecientes con
fiebre tifoidee y su epiicecidn en el disgndstico de le enfer-

medad (3).



IT O0BJFTIVO FENERALs

Obtener rorinFs de Serlmonellr 4yvnhi medirnte 17 senrre-
cidn vreverrtiva de nroteinss de membrrns externe en un gre-

diente de oH.

OSJETIVO3 PARTICULARES:

- Estanderizrcidn de lr téenice de isoelectroenfoque emnleen-

do un equivo Rotophor Premarstive, mAarer Bio Rad (Rotffor).

- Obtener y Crr-cterizer vworines de Selmonellf typhi con un
alto grrdo de mureze.

- Comnerar wor métodos inmunoouimicos le crlided de les mori-
nrg.

- Byrluer 12 obtencidn de rorinrs nor isoelectrbenfoque y com~

perPrle con 1m téenice de Nikeido.
s
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4ENERALIDADES

~ FIESRE TIFOIDEA.

La fiebre tifoides es une enfermedad febril infecto-contegiose
cruserda por la ingestidn e invesidn mesive de Salmonelle tyohi .
Bl cusdro clinico se cerreterizs por sintomes sistémicos como
fiebre, melestar generrl, cefrles y dolor Pbdominal, que fre-
cuentemente se nresente con exsntemm trepsitorio, esvlenomegelie
y leucovenie., Las comvliceciones més immortentes .incluven hemo=-
rragis intestinal y verforrcidn. Aunque le fisioprtolomir el
padecimiento no estfé totelmente esclerecide se ssbe que Zrsn
perte de 1lps menifestrciones clinices son provocedes por la li-
berrcién de endotoxine (1ll). La tesmp de letrlided es sflrededor
del 1%, wero en crsos complicrdos puede sscender heste el 30%
(12).

1» infeccibn se adquiere por 1a ingestidn de =limentos o Pgue
contaminedos con 17 bacterir, ye que este microorgenismo rfecte
golo f1 ser humeno y no hsy reservorios snimeles; el elemento
nés importeute de la cedens de trensmisidén es el portedor
reintomético.

Selmonnelle tynhi Penetre sl orgenismo por vie orel, se multi-

vlice répideamente en el intestino delgrdo, penetra a 18 membre—



ne basAl intastinfl sia esusar dafie- imrortante en los tejidoé,
es fagocitada por macréfagos y tronsportada a los linfédticos
region2les donde se multiplica activemente, tiene uns fase de
bvacteremis, se distribuye en el sistema fegocitico monomuclear
donde se reprcduce y ea liberada nuevamente =l sistema circule-

torio (8).

La becteria ocesiona un nroceso inflematorio en los genglios
linféticos, bazo e higado, con muy escasse centidad de polimor—
fonucleares y gren acumulecién de mononuclefres en el interior
de los cusles es capaz de prolifersr (8) fig 1

Esta enfermedad continie siendo un problem? de sslud en los
pafses en vies de desarrollo y en slgunos paises industrieliza-
dos. Se estiman 12 millones de casos anuales con unge incidencie
de 500 casos/100,000 habitentes en Africa y Asisa,

En 1la regién de las Américaes slrededor de 1990, se vresentaron
89,591 cesos sproximadamente, que den una incidencis de 20.8
cesos/loo,'ooo hebitantes, la incidencie a llegedo & ser hasta
da 150 cas03/100,000 hebitantes en Chile. En México se reporta-
ron 11,078 casos en 1987, con una tese de 13.64 cesos/100,000

havitentes (13).
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~ selmonells tyohi .

Es un bneilo no esmarulrdo nerteneciente » 12 f=milia Entero-
becteriaceae, tribu Selmonellee y especie typhi, Grem negetivo,
mévil, mide dos £ tres pm citofilico, ”nrerodio freultrtivo,
intrercelul~y, ferments 1l c¢lucosa con nroduccidén de #cido, es
lrctoss y s=ceross negrtives, descorboxilen le lisins y orni-
tin= (36).

Tiene une estructurs »ntigénice de superficie oue incluye £l
sntigeno "H" o flegelar y el sntigeno somftico "O" que contiene
cerbohidrrtos especificos dtiles en su identificacidn sercld
gice, de scuerdo » 1o clesificeeidn de Keuffmsn- vhite,
Selmonelle tyvhi vertenece £l grupo D y compPrte con 1fs dife-
rentes especies de ese grupo los entigenos sométicos 9, 12,
los flegelos contienen el sntigeno "d" y en 12 superficie se
encuentre el »nt{geno "Vi"; el cufl es de natursleza secaridi-
e, forma pazjte de 17 membrene externe y es indicsdor de viru-
lencia. Ia férmuls 9, 12, Vi:d denots o Solmonells tywhi en
forme sbrevieda (37, 38) '

Otros componentes de =antigenicided poco estudiede formen nArte
de 1a membrena externs, 1lf liporroteina d;e breun y 128s rvorines

(39, 40), (fig. 2)



En el estudio de 1~ ieore tifoidea, el vroblems redice en

oue 3, turhi es patdgena s6élo en el humeno y en chimpencés

{41V, lo que impide o hace costose la realizecidn in vivo de
estudios de vproteccidn. Fl modelo exnerimental acevtado pera
el estudio comp~rrtive de los mecanismos patogénicos de eate
enfermedad, es el ratdn infectado por Selmonelle. typhimirium
(42). '

L= desventajs de dicho modelo es que 1la ceps intectante difie-
re de lo patdzena nAtursl del bumeno; sin embargo nera deter-—
winer le eficecia protectors de les vacunts onti~-tifoidicas,
se emples el modelo murino, usando inyecciones intreperito-

nes) de Srlmonelle typhi suspendida en muvina (43).
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Figure 23 REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ENVOLTURA
CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM~NEGATIVAS,
Abreviaturas: LIPS Lipopolisacirido; ME: Membrena
externe, PG: Peptidoglicana; MC: Membrana citoplesmé-
tica; PP: Protefnes periplésmices.



PORINAS.

Lﬂs rorin~s son nonfmeros de reso moleculor de 3]1000 a 43000
dnltones, se encuentran ssocisdos estrechemente a le veptido-
glicena y a1 IBS de forms no covrlente. Ademfs reciben el nom-—
bre de porines porque se erreglen en forme resulsfr en le mem-
brana externe formoando trfmeros, (figura 3) que formen poros
0 canrles que permiten 1f entrade pesiva inespec{fice de peque—
firs moléeules hidrofilices & través de le membrana externe de
lee bacteriss grem-negrtivas, (67, 65).

T2 composicidn de estes proteinss £si como el nimero y movili-
dad electroforétice, varis dependiendo de 17 cepn de origen.
Ias porines son polipéptidos de 336 residuos en promedio, su
comnosicidn de sminodcidos indicen une modersdz hidrofobici-
drd y un indice de polaridad del 45% (6:, 70} y, presenten un
punto isoeleetrico de 4.8 Ta fisiologis de lfs porinss como
canales ﬁosiblemente se justifice como un medio de superviven-
cia de lrs breteriss en el medio embiente del hospedero, rico

en detergentes como les srles bilirres,






ANTIGENICIDAD DE LAS TORIN/S.

Lag vorints de Salmonelle tyophi hPn sido voco estudirdrs, sin
embFrgo, se cuente con suficiente evidencie aue desemnedian un
orpel importfnte en el deserrollo de inmunided contre esta
brcterirs

l.- L.os necientes con fiebre tifoided en frse egudr produjerm
anticuerpos de clese Igh y, en 1~ ffse de convelescencia mos=-
trerdn enticuervos de clrPse Igh, estos dirigidos contra pori-
nes (64)

2.~ Le -dministrecidén de vecuns Fntidtifofdice orel indice le
vroduccién de snticuerpos snti-norines, en t°nto que 1P veou-
na narenterrl no lo hrce (&4, 65,66).

3.- Lo inmunizecidén con crntidedes de £ pg de morincs de SAl-

monelia tyohi, confiere nroteccidn £l B0% de los retones NIH

{57, 66)
4.~ Anticuerpos monoclonrles (Igh) enti-porines de 8, tyohi
confirieron une proteccidén del 60% 21 veto con 20DLS0 de 18

. becteris homéloga. (66).
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DIAGNOSTICO,

El cultivo de S, typhi, en 1~ ssngre, ho sido considersdo co-

mo 1r nruebe definitiva parr. el firgnéstico; el sislemiento en
les heces, en orina o en 12 bilis son _nmebas‘menos convincen=-
tes.

Hemocultivo:s [ sPpngre del enfermo cultiveda en el medio difd-
sico de Ruiz~Nestrfiede nermite el risl-miento del germen en mfs
de 80% de los c~sos, si la sengre se extree durefnte el pico Tebril
Conrocultivo. Es rositivo desde el final Ze 12 primero semene

en 1 enfermed~d netural y en 1#s inoculzeciones exrerimentzles
algunos sujetoa comienzan & eliminer S?.lmonella desde el pri-
mer dfe.

Kielocultivo: Ofrece las mayores oportunidades de éxito en el
eisl=miento de S. txn'hi en el medio Mendoza y logr- més del Y0%
resultedos “positivos .

Serolog:(a.: La refccidn de Widel tiene unF sensibilided del 30% y,
30lo nos indics el disgnostico; pero mo sirve pFra el prondstico
o vAre guier el treatemiento ni rers predecir les recafdes o com-
pliceciones.

Biometria hemdtics: Los hallszgos vtiles somn leucope.nie. (menos de
5000 leucocitos/mm), rusencir de eosindfilos y los niveles de

hemoglobine tienden 2 ser b2jos..

12



VACUN!S DJE~UALMONELL, CYPHI.

Vacun~s de celulfs muertes,

En 1886 se reali;é le nrimers inmunizacidn experimentel contre
1la infeccidn por Sclmonelle typhi. Frenkel y Simmons logreron
nroteger £ conejos iﬁyecténdolee dosis de brcterie viva.
Posteriormente 3funer y Peiver reportfron resultrdos semejen-
tes en retones. Més terde, Klivkovich demostré que los breiles
muertos trmbién son cepsces de inducir wroteccidn. En crse a
esto Wright @n Ingleterra y Pfeiffer y nolle en Alemenie en 18937
decidieron rdministrer breteries insctivAdes en humenos con el
objetivo de genmersr proteccién. Le vecuns de Pfeiffer, se prena-

rebe en medio sdlido, con 1P bacteria muerts por c2lor y fenol.

La utilizscién mesive de estra voecunss resultd exitoss, pues
17 morpilided por fiebre tifoides disminuyd fl eplicarle en
individuos dd 1@ Indie, Egipto, Itelie y Sudefrice. Ademés
egtos individuos vr=cunPdosI que adq.uirieron le enfermedrd pre-
senteron cusdros clinicos menos severos (63). EL uso de les
vacunss tifofdices elsborrdéq con becteries muertos continué
durente décadas, Sin embergo, no ere posible colmperer la efi~
cAcia de las diferentes vreppreciones, debido # que no habfe

modelos exverimentrles en enimrles.

13



Debido » lo mencionrdo cnteriormente, en 1955, la Org-nizacidn
Mundirl de 1A Selud (OMS), promovid 1la realizacidn de estudios

de cempo, pare determiner lp eficecis de 1~s vecunes preperedes
nor célulrs enterss de Selmonelle typhi: infotivedes con Feeto=
ne (vecunr K), confirid moyor mroteccidn y wfs duredera. La inec-
tiveda con celor y fenol (veeuns L), mostrd eficrciz intermedis,
y 1f inectivede con rlcohol fué le menos efective. Algunos inves-—
tig~dores hen rtribuido 18 vronieded protectore mas eficiente

de ls2 vecun® inactivede con acetona & su meyor contenido de en-
tigeno (1, 2, 3 , 4 , 5 ,6).

Sin embergo, estes vecunes prrentereles tienen diversos incon-
venientes oues wroducen rencciones secundfrirs imnortentes,
debido #» q.ue contienen endotoxinm, por lo que no se recomiends

empleerler en forma rutinerie {14, 15).

14



~ Vecunes eloboredes & prriir de cepes ftenuaars de Selmonelle

typhi.

Hesta 12 fecha se hen estudisdo dos vecunes que se edministren
por vis oral y que se elsborsn con bscteries vivas. Une de
ell#ss se prepfrs con une mutente de Selmonelle typhi depen-
diente de estreptomicina (16), y Punque A principios de los
setentes mostrd ser segurs y efectiva (17, 13), se abendond su
estudio debido # que no confirid proteccidn cuendo se utiliza-
- ron microorgenismos liocfilizedos reconstituidos (18). La otra
es un? cepe deficiente en UDP-4-grlectose epimersse designede

por Germenier como Ty2la (19).

~ Selmonella typhi Ty2la

La cepe de Salmonmella typhi Ty2la, fué deserrollade por Germe-
nier y Furer en 1375, tiens una mtacién en el gene galE que

cause. une deficiencia en 1o enzima UDP-4-gelectoss epimerssa,

En un ensayo controlado reslizado con bicerbonrto de sodio, no
presentd reacc:[bna‘a colaterales y logrd inducir proteecién en
61 95% de le poblecidn estudieds. Le forms de mdministrecidn

utilizade en ese estudio era impréetics pere Lo aplicecién ru-

tineris de la vecuns, por 1o que se evalueron diferentes

15



formulﬁciones (20, 21, 22), tretando de in.cramentar la eficééia
de le. vecuna mediente una presentecidn liofilizade pera ser disu-
elts en una solucidn emortiguadors aue neutralize el deido gda-
trico. Con esta formulecidn se esten re~lizando pruebes de cam~
no en Indonesie y Chile,
En el comercio existe uno vacuns llsm~da Vivotif remrlizada por
el Instituto Suizo de Sueros y Vecunss y que emplee la éapa Ty2la
de Selmonelle tyohi (23).

Contraindiceciones: Le vacuna ftenunds Ty2le no debe ser emplea-
da en person?s inmunocomprometides, incluyendo equelles gue se
sebe estén infectades con el virus de le inmunodefieiencia hu-

mans.,

-Vacuna werenterrl hechs a base de Folisacdrido Capsular Vi,

El nolisecdrido "Vi" es un homovolimero lineel de dcido alfa,
1,4,2- deoxi-2-N-acetilgalacturdnico que cubre 1o becteria como
un antf{geno cepsuler y que se ha relecionado con 1z virulencie.,
Aungque varios investigadores han demostredo la felta de correle-
cién entre loa enticuerpos enti-Vi y un estado inmune protector,
otros estudios revelen que el ent{geno "Vi" nor si solo es cepez
de inducir prot'eccidn (24,25, 26). En 1934 Felix ‘y Pitt infor-
maron le presencis tento de dicho an-

16



sigeno en cepss de Srlmoneile typhi gislrars de pacientes con
fieore tifoidem, como 1¢ de sus #nticuerpos hdémologos en el sue-—
ro de estas versones {27).

wong en los sfos 70 demostrd en un modelo murino que lf ma-
yor efectivided de la‘vncunF' inepetivede nor rcetona sobre la
inrctivada nor celor-fenol se debe £l meyoxr contenido de ~nti-
geno "Vi" en 1l orimere. MAs t~rde, el mismo investigedor lo-
Zré nurifiecsr el pntigeno "Vi" sin desnsturslizecidén y demos—
tré que continuebe siendo inmunogénico y seguro.

En 1984, Robhins y Robbins lograron vreparar dos lotes de
sntigeno "Vi". Ambos resultaron buenos inmundgenos; sin embargo,
uno de ellos generd reacciones sdversFs, debido 8 su contenido
de lipovolisacfArido contaminente. EL lote que se obtuvo a tra-
vés del Instituto Merieux, en Francis, se utilizd prre _realizar
pruebes de cempo en Nevwal y en Sudéfrice, Se rdministrd une
sole dosis (25 pg) de entigeno "Vi" por vis p-renteral aue in-
dujo titulos elevados de enticuerpos anti "Vi" y mostrd une e~
ficacis del 70% (28, 29).

El inconveniente de esta vacun® es que por su naturrleza po-
ligaceridice se comporte como sntfgeno T-independiente y por

tento no induce memorxir,



Debido e ésto se ha sugerido conjugerlo ouimicemente  protef-
nes prre conferirle ceracteristices de entigenos nroteicos, los
curles & diferencia de los ypolisscérides, inducen resnueste
més prolongede con 2nticuerpos de moyor Afinidad y favorecen

lrs respuests inmune celulsr (30).

-~ Vecunas experimentales:

Salmonella typhi 541Ty y 543Ty.

Les ceoss de Salmonella typhi S54LTy y 543Ty fueron deéarrolla—
des por Stocker en 1381, induciendec deleciones en dos genes
éeprrados de meners similesr & lo anteriormente renortedo en
Selr;nonella typhimurium, La delecidn en el gene ero A induce une
dependencif por Aminodeidos promfticos, incluyendo los #eidos
p-fminobenzéico y 2~4-dihidroxibenzdico, que no son metebolitos
de les célulss de mamiferos. La Plterrcién del purd geners un
requerimiento por edenina. Estas muteciones .c»usen la dependen-
ciz nutricionel de ls bacteris poxr metabolitos que no se encuen-
tren en los tejidos de los mamiferos, por lo que no son cepeces
de sobrevivir en ellos.

Después de administrer, # voluntetrios le cepa 541Ty de Salmo-

nelle typhi en une scle dosis con bicerbonato, se recuperd

18



brcverio en L#s heces de ir mayorie de loa v<cwi.uo8, pero €n
ninsuno se aisldé del hemocultivo. L~ vacuna generd respuests
inmune celular especifica., Sin embargo, l2 respueste de enti-
cuerpos contra antigeno "0", "H" o "Vi" fué débil por lo que
se considerd que lrfs dos mutaciones causen sobreatenuscidn de
la bacteria: nor lo que. se hen tratado de desarrollar cepss

bacteriAnAs que contengFn una sola mutacidn.
-Vacunes elaboredas apartir de fracciones de Salmonelle Gyphi

Leas investigrciones encaminndns a identificer antigenos
de S. typhi relecionados directamente con le proteccidn, hen
sido numerosns; la meyoris se han dirigido hecia el estudio
de los antigenos presentes en la superficie bRcterians, tales
como el somAtico "O", el flagelar "H", el ecapsular "Vi" y les

proteinss de membrana externa,

- Antigeno somdtico, flegeler .y fracciones ribosomeles.

Durente mucho tiempo se pensé que el sntigeno somético "O"
constitufido por el lipopolismcerfdo (LPS), jugeba un pspel

importente en 1& induceidén de 1p inmunided protectore.

19



din cwbargo, unm vacune & buse el oilvosecArido do repetvi-
cién del LPS, a neser de ester conjugrdo ¢ proteinrs, generd
escese nroteceién en el modelo murino (8),

El -ntigeno fl-gel~r “H" tamooco narece ester relecionedo
directemente con 1lf inmunidad protectora. pues Tully y Cols,
en 1962, dJemostreron que los mnticucrpos contre los flagelos.
no tienen efecto protector, pues rl inmunizar chimnances con
une cepn rugoss de S. typhi logreron inducir titulos rltos
de snticuervos contre el ant{geno "H", pero no evitaron la
infeceidn con la breteria (31). Anderson en 1963, encontrd
que mutentes de 5. tyohi sin flegelos generen el mismo Ara-
do de wroteccidén en retones (93,

En 1370, Vennecmen y Cols. revortaron que les frecciones
ribosomeles de Salmonella tyrhimarium genersben proteceidn
contre 12 bracteria virulenta en el ratén (10). Posteriocrmen-

te NMolineri y Cols. obtuvieron reaultedos simileres con les

fracciones ribosomales de S, typhimurium y de S. typhi
(12, 13). '

El efecto protector de esta's fracciones se acreditd a
diferentes rnti{genos: =1 ARN ribdsomal (10), = les prote:‘.néa
ribosomsles (32); o A la combinacidn de embos (33V: sin em=-

bargo, estos mAntigenos se encontreben conteminades con LPS y
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Protefnes de membrana externe (PME) {34, 35).
PROTELNAS DE NFMBRANA EXTERNA (PNE).

Las becteries gram-negatives poseen 12 membrena citoplasmdtica
¥y le nentidoglicene y une membrana externa que rctir como ba=
rrere. entre el medio smbiente y elle mismt;. Las funciones de
la membrena, €s cue vermite 12 entrads de nutrientes e impide
" 1s entrede de éustsnci-’—\s tdxicas, srles bilisres y enzimes di-~
zestives, rsi como un nidmero importrnte de ‘ntibidticos (44).
La membrena externs de las orcterifs gr?m-ﬁegptiws difiere
de le citoplesmdtice por contener un componente lipopolisece-
ridico y menor centided de fosfolipidos y nrotefnes (fig 2)
En los ultimos rfios las nroteinas de membrena externs de las
vacteriss grom negestives hen cobredo gren immeortencia y diver—
gos investigadores hen enfocedo sus estudios hecia el pepel
que desempefien en LA relscidn huésped-perdsito.
Su importencir se mudo entemder grecies rl pdveniriento de mé-
todos especificos que permitierdn seperer le membrens éxterna
ds 1lr citoplesméitics, 1o .cu-al fue llevada scabé por Schenditm

(45,46) y por Osborn (47). 1o que indujo su estudio.
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Las protvein-s que mds se h#g astudirdo, Son lés de L. coli y

Salmonella tyvhimurium y se srbe que el nifmero de Lrs nrotei-

nae de membrena externez son vArieble y denenden de l¢ informaci-
én gendtica de 1s breterin y su expresidn puede verse ofecteda
vor factores tzles como 128 condiciones de cultivo y, tempera=-
ture (43},

Las evidencias de aque les vroteines de membrrne externa es-—
t#n expuestrs #1 medio externo llevd » investizrr su eficacie
como inmundgenos protectores.

Fresch y cols, encontrardn que 1les proteinms de membrana exter—

ne de Neisserie meningitidis grupo B exepn buenos inmundgenos

curndo se inoculeba & conejos (30). Estudios subsecuentes han
demostrado que 1# inmunizeeidn con proteinas de membrena exter—

na derivados de otres hacteriFs grem~-negetives, .como Heemophilwe

influenza - (50), Shigelle flexneri (51) y Pseudomones seruginoss

(52) tmmbien confieren proteccidén contre 1l infeccién en
! rnimrles experimentrles (49), y en pecientes se hen detectedo
=nticuerpos -que reconocen f les proteines de membrrne externe
tento en fese pgude como en f{"se conveleciente,

Por otro ledo, iussi y cols, demostrerdn que 1°8 porines

extrﬂidas de Selmonella typhimurium_protegen ¢l rrtén,  El
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mismo efecto se obtuve utilizando anticuerpos especificos

(53, 54). Asi mismo los sntigenos proteicos ofrecen le ventaja
sobre los de neturrleza polissceridica de inducir enticuerpos
de mayor efinided ssi como de generer uns inmunided més pro=
longade (55, 40).

Igibesi y cols, estudinrron la cepecidad de 1¢s protefnss
de membrrne externe de Salmoneller tyohi 3,12, Vi:d de confe;'ir
proteceidn sl retén contra el reto de le breterie vive (56).
Demostraron que tento las proteinas de membrena externe de
Salmonelle typhdi, ‘como el suero de conejo anti~-PME inducen en

el retén un estado de inmmnided protectore (57).

~ CLASIFICACION DE LAS FME.

Tas vroteinrs se clesifican de scuerdo @ su fbundanecia.en
la membrena, en proteinas principales y proteines menores (59,
50). *
PROTEINAS PRINCIPALES:

- Tes ﬁmteinaa matrices o pofinas, que intervienen en el trans—
porte pegivo de sustancias de bejo peso moleculer e trevés
de 12 membrene (58)

- Las proteinas modificables por calor que Actis como receptor

23



de cosicinrs y 1808 {60).
- Le livovroteines de 3rrun, 1R cusl estd unide covelentemente
» 1la peotideglicena y cuye funcidn es la de mentener le inte-

erided estructurel y funcionrlided de 1A membrena (61 , 62).

Le5 FROTEINAS ¥FNORES.

Intervienen como ecarrerdores en el trensvorte ectivo de
sustsnelas de lto peso moleculasr y, estan releecionrtdes con
1p divisién ceiuler. Entre ellrs se encuentra 1f unicae nroteif
na de wembrena que tiene Pctivided de fosfolipmsa A (62, 63).

fig 2
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ISOELECTROENFOQUE.

La técnica de isoelectroenfoque es una electroforesis, en la
curl le separacidén se efectia utilizando un gradiente de pH y no
a un nH constsnte, este gradiente es establecido entre los dos
electrodos y es estsbilizasdo por transportedores snfolfticos.

En estr técnics 1~z ~roteinas emigren hesta que se alinesn nor
sf mismes en su punto isoelectrico {pI), en tal punto un® pro-
teine no posee corg” y& 1n sume de sus c°ra3 nositivrs 7y ze-
3Ptiv-s es cerc y luego entonces Se concentrer” ea este nunto

y susvende le migrecidén. El isoelectroenfoque presenta slta re~
solucidn , en le cuel los componentes difieren por 0.001 de wii~
dad de ni. .

L7s rroteines tienen cargas positives y negativaz, pero en su
punto isoeldetrico (vI) su carga es cero ya que rdemfs los gruvos
terminrles estan cergedos eléctricamente. (g™ y €00 ).

Estes proteines contienen amino&écidos diamini:cos y dicarboxilicos,
que se disocisn en ¢

l.- Los grupos #cidos pierden protones y se cergen negetivamente.
2.~ Los grupos bfsicos, que nor grnancie de nrotones se cargen vo-

sitivamente.
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Todos estos zrupos, llamrdos ionogénicos, contribuyen e las
reecciones #cido~base de les proteiners y @ 1#s proriedodes

elédetricas de estes moléecules (75, 76, 77).

GRADILENTE DE pH.

Le carecteristicr imvortente es que el #nodo llegr a es—
tar en forme netursl ~eidico y el eftodo se convierte en elca-

lin>, oAjo 1= influencia de une corriente eléctrice ( 75).

Rescciones que tienen lugrr en los electrodos.

Reaccidn del 4nodos
5H20 ——— O2 + 4H30 + 48
Rérccidn de cétodos
T e ~
4H20 + 48 2H2+ 40H
El gradiente de pH origine =i

-La produceidn continus de ionéds H 0+ y OH™ en los electrodos.

3
-Ia presencie de pnfol{tos sintéticos trensportedores cade
unoe con sus pl's espacisdos adecuadamente, con los cudles se

forme el gradiente.(77).
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SINTESIS DE ANFOLITOS TRANSPORTADORES.

Svensson fue guien desfrrollo la técnice de isoelectroenfoque,
esi como de definir los requerimientos esencizles de un ~rnfolito
trensportsdor, vero no encontrd el rnfolito conveniente, yz que
1z mryoria de los s#minodcidos fueron no snrownicdos. El exneri-
mentd con verios wéptidos sintéticos y ~roteinrs hidrolizedes,

aun rsi los wroblemrs neraistieron.

rosteriormente Vesterberg quien estuvo trebajrndo con Svensson
unié residuos de fecidos cerboxilicos » nolirminas de polietile-
no, ware hecer los primeros enfolitos trensvortedores, Este
vrocedimiento fue utilizado delibversdemente were rerlizor dife-
rentes anfolitos de ~mplic rengo sintetizéndolos por medio de

la copolimerizreidn de rmines seleccionrdas (79, 80).

Estructure de los snfolitos.

Uno de los fretores en el incremento de el mimero de =ustencirs
rnféteres diferentes es por el uso de isomerismo estérico, osi
como el uso de ‘compuestos ramificados y cfclicos los cusles se =
forme, Le estructur? hipotetice .de un nfolito se muestre en la

"figure 4.
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ANFOLITOS 'TRPNSFORTADOSRES,

Los errrcteristicss nerc tener un onfolito de buena crlided sont
- 21t~ croreidrd regui~dors en sus puntos isoslfctricos: Fsto
é.ig*nifica que deber ser crppces de esteblecer las erracteristi-
cas del grrdiente de pH, run en rrescncie e concentrrciones ole-
trs de muestre, y2 que todos los rnfolitos tienen unr ceprcided
regulado‘r:a slrededor de sus nId. Que la crprecidsd regulrdore se
conserve en todo el grrdiente de pH y» que en regiones con una
ernpeided regulrdore brje ofectrria 1z estrbiliderd del gradiente
¥ se obtendr? uns berje resolucidn. (78, 31).

- La conductivided debe ser Ppreciﬂﬁle ? trrvds de todo el gredi-
ente de nH gener~do por ls mezcls de enfolitos, ya gue une con—
ductividad ba2j? en un onunto provoerrd une dif rencic de potenci-
al, »8i como el incremento de témperaturs en determinadas ZONas ,
teniendo como consecusncis 1 desnaturflizecidn de los nroteinss
(31, 32).

- El meso moleculfr de los =nfolitos trensvortrdores tendrisn
pesos moleculeres en 1l regidn de 300—1000 d. Fapecies con pesos
moleculeres bejos tlenen ceprcidedes reguledores bejra, mientres
mientres que equelles de neso moleculer elto nueden dificilmente

moverse y no formrrse rdecuzdemente el grrdiente de pH.
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_Los #nfolitos tremsportrdores nuncs deberen interactuer con los
componentes de le muestra; tempoco ser tdxiecos ni crreindgenos

(79, 80).
Diferencir en utilizer rnfolitos o ~roteins trrnsvortrdores.

- Les vroteinzs = caus~ de su tnmeflo relctivamente grende tienen
un coeficiente de difusidn mucho més bajo que los enfolitos
trensvortrdores. 7

~ La copeeldnd reguledora es mucho més beja pere les proteiinss
trenspoxrtrdorss y, como consecuencir, 1A movilided de 12 pro-

teine es brja, £si como su concentrecidn (83).
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R‘“N CH,~tH— 0%, —N Ly~ CH—CH N N
ﬂq oH Rs »oH Q“z co,"

Figura 4: Muestra la estructura de la consti-
tucién de las anfolinas, donde "R" puede ser

cualquier grupo hidrofflico.
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IV NETODOS

IDENTIFICACICN DE LA BACTHRIA:

Con el fin de confirmer o desecher la eospecha de otro microorge-
nismo que no fuera $. typhi se identifice la bacteria e trevés
de métodos esvecificos de cultive y Bioquimicos; estos son.

- Agsr hierro y triple szicar (ISI).

mezele de TeDtONES .eeiiessossssnnssccsscncosassssss 2ol
Cloruro de 80010 sessessssssvsvsssassssssnsvrresesse Jua5g
LactoS8 eceeereccscanncrrroresanrnnsssarsnsssassssene 1la0g
SOCAYO082 serversrrnnscssoscosrsarncassssscasassseves LaOZ
DEXETOBE weieenssnocanssnsatsncsonnensiesssnncnssssas Ou1g
Sulfato de ”monio fEXTico vesesesrsvsrcrsscaacsranss 0,02g
Tiosulfato de SOGi0 eeeveecsevreiovorersanvsvssnsess 0.02g

Rojo fenol ..vues ensisssesseinsnasarsssansrserass 0.0025g

PEEY deeaiaianee caeverccenranrcrrrrarvenseasssee Lolg
Agua destilads ...scciiiiicseiraassearirssannanasess 1000m
pH finsl desvuds de esterilizer 7.3 ¥ 0.2

Poner aproximademente 10 ml.del medio licusdo en cadse tubo
v esterilizar » 121°C, 15 1ibres durente 15 minutos.
Después de esterilizar los tﬁbos, se enfrian en posicidn

inclinada.
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- Ager de hierro y lipina (LIA)
Pevtonz de €OYNE +s,eneviansonans v 0.58

. 0.3g

‘} 0.1lg

L-lisina monoclorhidrato .e.eve.ss ; . 1l.0g

Tiosﬁlfpto de 20440 sasienassnse Weeesass 0.004g

Amonio y hierro Citrato «.vesseesss e iiesesesdss 0.0058

Bxtracto de levPAura seeicesescoaee

D-glUuCOS8 sereasvsarssarenvesssess

Purnur? de bromocresol ............;........;......... 0.002g
EEPD teeieesressstrerasisevtestrsetrassnsasrrnnersanas Lo25g
Ague destileda .ieiseesrecassrcesscacsrarscaasseasosas 100 ml
bH finrl desnués de lo esterilizecidn 6.7t 0.1
Poner roroximadsmente 10 ml de medio licuedo & cpds tubo y este-
rilizer en el eutoclrve 121°C, 15 libres, 15 minutos.
Desnués de esterilizar, los tubos se enfrien en -osicidn inecli-
nada. ’
- Agar citrato de Simmons
Amonio dihidrégencofoSTato sevsesosssssansasossssassosss 0ulg
Potasio hidrdgenofosfato ceievcsrssscsrnssncssarscosssss OJlg
CLOTUTO 8 SOALO0 +4 e ssnsensssosesssosoasnansasnsssases 0.5g
Sulfeto de MAZNESI0 veesessevesvassveranoasasnssssessss 0.002g
Azul de brOMOtiMOL seveecencceccacsnssassacacsrsnesssss 0,008g
AgBr eeereteroscrotsosnceosssecoassoctasassncsnsacecsse Le2g
Ague. destilads ...eieeeecerarssovocsorssscasscarassrasss 100ML
pH finel después de la esterilecidn 6.9% 0.1
Poner- eproximédemente 10 ml de medio licurdo & cede tubo ¥y este-
rilizar, después de lo cusl los tubos se enfrien en posicidn in-
clineda.
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- Medio MIO

TRbrocto e LeVAAUI® eeseeseessaiion '._.H..' CViieeses 0038
: . 1.6g
« 1.08
s 0.5g
eee Oulg
AZPT srevsassnnsnsansnsses seese 0:2g
ciresees 0.002g
Agur 4eStiledl L.ie.iiiirecanieniienietcsniansensnnses 100 ml

Pevtonn de 7eletinf ...eeeeses
Fevtone de cPrseins ...
I-orniting ...eeeeeacas

DEXErOSA uveviensssnnnsnanse

Dirmurs de bromocresol ...eceseees

o desrués de 1 esterilizacidn 6.5 & 0.2

Zoner 10 ml del medio licuedo, & cade tubo y esterilizear, después
de lo curl se enfrien en nosicidn verticel.

CULTIVO DE LA ZBACTERIA:

Srlmonellr tynhi se siembre en pleers de sger BHI (infusidn ce-
rebro corazdn) y se deje crecer durente 24 hores, o 37%, se
tomen ocho indculos con asa breterioldgics, y se demositan en
ocho matreces de 125ml; code wno de estos contiene 50 ml de- me~
dio mfnimo A. Despuds de un tiemmo de crecimiento de 1% hores
£ }700, se divide cede indculo en perte. igusles y se egre:en

a2 garrcfones que contienen 1.5 1t de medio minimo A, comple-
mentrdo con 0.1;% de extrecto de levedura y 0.5% de glucosa; los

gerrafones se incuban & 37° con egitacién de 200 rpm
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durente 8 lorrs, Jeteniendo el crecimieico on fape Logar{tmi-
ca hestr obtener une aensided S-tier de 130 unidrdes Klett
(Esvectrofotémetro Beckmrn DU-7). Posteriormente se ceéntrifuge

2 4000 rom/20 minutos heastr cbtener une wagtille,

OBTENCION DE PCRINAS.

Les worines de S. tynhi son purificrdea por une modificecidn
=1 método de Nixrido (70). Le —rstills obtenids se resuspende
en ="mortigusdor de tris-HCL (hidoximetil_. Amino meteno) 0.1N

pH 7.4 hasts obtener une densided dntica de L » 660nm (esnece
trofotémetro 3Seckmen DU-7), 12 breteriz, colocade en un bafo
de hielo, ge romve por ultresonido nor neriodos de 1 minuto
nor tres minutos de descrnso (LAb-line~Ultretip Lebsonic System
heats obtener une densided de 0.4 ¢ une longitud de onds de 660
nm.

El lisado =s{ obtenido, se trats con les enzimas DNass y RNasa
ge ineuba durente 30 minutos en un beflo prre disminuir le vis-
cosided y eliminer los #cidos nucleicos.

Se conservan lrs membranes por Ultrecentrifugeecidn (Ultracen~
trifuge .rotors All Beckmen prgpPrntive). A 35000 rpm durante

30 minutos & 4°C, se solubilizen en tris O.1N, pH 7.7
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9nS(dddecil sulfeto de sodio) ml 2%, se incubs  32°C <urente
30 minutos, rosteriormente se Ultrecentrifuge a 45000 rnm du-
rante 31D minutos ¢ 2o°c y el sedimento se somete £ unn segun-
da solubilizecidn en lps condicionea descritas rnteriormente.
El sedimento de este segundo proceso, contiene pentidoglicena,
de.donde se extraen les rroteinrs unides r ella, solubilizrn-
do}es con tris 50mM, NaCl 0,4M y 2-mercrptoetenol 0,054, se in-
cubs durente % hores ° 37°c y se ultracentifugs a 20000 rom
durente 1L hora s 20°c, obteniendose en el sobrensdente 1lrs

norines.

PURLFICACION DE FORINAS.

El sobrenadente resultente se pasr & trevés de une columne de
Sepheeryl S-200 (80 em vor 2.6 cm, Phermecie Chemicrl Co) con
un flujo de 4ml/hr. BSe recolectan lrs frrcciones, detecténdo-
se 17 presencir de rroteinss s 280 nm. Le centided de muestre
colocsdr es de 8 ml y se recuparsn frrcciones ds 3 ml en un
colector, psre que no existe un mergen de error meyor; les
correspondientes porines se dielizen contre NeCl 0.1M. Pera
reutilizer la columne, se lava con un volumen equivalente f
dos veces el v91umen totrl del gel, 1le columne se lave con

HC1 10 mM y NeCl 10 mM.
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03TENCIO; DE TORINAS TOR ISOELEGTRONNFOTUT:

Ia obtencidn de norinas de reuerdo r su nI (nunto isoelectrico)
se lleva acabo utilizendo un equipo (Rotephor de cell prepera-
tive Bio Red), se forma el srndiente utilizendo uns solucién al
2% de rnfolinas {(Bio Red) del rr~ngo de 3.5-10, soio se inyecta
20 ml de esté solucidn, dursnte 1 hora se ~rlicez uns corriente
{Model 3000 Xi Comnmuter Controllied) cuyos limites utilizados
son de 3000 Volts, 300 mA y 12 vatts, desmués de former el gro-
iHense, se aplice 30 ml de le bacteria sonieedr, con U.4g de
(3-(3-Clolemidopropil }dietilrmonio-l~nrovenosulfato) CHAPS,
vara 12 solubilizacidn de 178 nroteinss. La corriente epliczda
pera 12 seyrrreidn de lss vrotefnss fue mencionedo ~nterior-
mente dursnte un tiempo de 6 hores;>1ns fchcioneg recolectz-

das y se les determind su pH (pH Corming scientific instruments).
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ELECTROFPORESTS BN GELES D2 POLIACRILAMIDY (3DS- Z/GE).

Le eleectroforesis en el Jle nolircerilermide nermite el sndlisis
7 17 sevar-ciin de mezcles de ~roteinng debids 2 le trensferen-
ci? del wel, =u Plte resolucidn vy cu remroducibili ~d.

L® sen~rrcidén en 1o electroforesis denende de l2 errar, tPmefo
v forme de 1°s moléculss v es mnsible ae~frer nor 4ifentes in-

servelos de peso moleculrr =] vorirr lr concentr-cidn del =zel,

in electroforesis en condiciones reductores, SDS-FMiE, comete
- l#8 mproteinrs £ 1 nccidn del 2-mercontoetrnol cue reduce
los nuentes disulfuro y simultrnermente se Irétan con el deter—
gente rnionico SOS (dodecil sulfrto de sodio), que reduce les
crdenes poliventidices y lrs cPrgr negetivemente, =si 12 serpe-
reeidn unicrmente denende del trmeilo y es nosible determinPr
el »eso riolebulpr de 173 muestres comperyesndo su movilided con
el de mercrdores de neso moleculsr conocido.

L3 norinss se cerreterizen de cecuerdo A su movilid=d e_lectro—
foréticsm, tonto de rorinms obtenidrs nor el método de Nikﬁido
como de isoelectroenfoque; en una unided electroforétice pere
meles verticeles en nlece (lNidget Electrophoresis Unit IKB) en

cond] cones reductores y sistems de rrortigusdores discontinuoes,
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‘de scuerdo Pl método de Teemmli (71).

Se utilize como Frmortigurdor de muestre Tris 0,125M pH6.8, que
contiene SDS =l 2%, .2-mercrotoetrnol rl “#%, glicerol &l 10% y
szul de bromofenol 1 0.005% El gel surcerior contiene 2.5% de
rerilrmide, 0.8% de bis-rcrilemide, U.1% de SPS y Tris-HCl 0.5¥
pH 6.8. El gel sen~rrdor contiene 15% de cerilrmide, 0.8% de
big-rerilemide, 1.6% de SDS y 7.5% Tris-HCLl 1.5% pH 4.8.

El corrimiento electrofordtico se llevr crfbo durrnte 3 hores,
emplerndo 15 mA wor plrer y como ~mortigundor de corrimiento
se utilize Tris 0,3%, glicine 1.4%, SDS r1 0.1%, pH 3.3.
Posteriormente, los geles se tifen durfnte 30 minutes en une
solucidn de azul de Coommssie R-250 ~l 0.25% en metrnol~ fcide
acético~Argus (45:10:45). Se destiflen emplefndo une solucidn de
metpnol-deido redtico-rgus (30:7:63). heste nue el foendo del

gel ser trensnerente.

CUANTIFICACION DE FROTEINAS FOR EL METODO OE LOVRY

La cusntificecidn del contenido de nroteines tento de norines
obtenides por el método de Nikeido {58, 70) como lrs de iso-
electroenfoque, se rerlize de fcuerdo Pl‘método de Lowry (39)
empleendo elbumine sérica bovine como proteins de referencim

(5igme Co).

38



Le curntificreidn colorimétrica de nrotefnes se lleve ° zrbo
emnlerndo el rerctivo de Folin-Ciocrlteeu. Le intensided de
color en 1= reeccidn es directemente nroporcicnel & le con-
centrreidn dé nroteinrs, se sugiere el rengo de 10 » 250 »e

de protefns vers esteblecer 1¢ curve. El estender utilizedo

La curve se obtiene siguiendo el nrotocolo de la teble,

Contenido 1 2 3 4 5 6 7 8 3 10
BSA lmg/ml 0 0 .0L .02 .03 .05 .1 .15 .20 .25
NeCl 0.85% (m1) .4 .4 .39 .38 .37 .35 .30.25 .20 .15
Resctivo A (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Folin (ml) W2 .20 W2 k2 .2 20 W2 W2 L2 .2

Despues de pgreger los reectivos fe egita le mezcle de cede
tubo en un vortex, se sugiere un lspso de 30 ﬁinutos nera
desarrollsr color. Se determine l¢ densided 6ntic9 de las mez~’
cles reectentes e 500 hm,

Ia curva se realize vor duplicedo con el fin de observer el

margen de errox.
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Los rerctivos utilizrdos en lo. nrensrecidn de esth curve son:

Renotivo Al:

Tertrrto de sodio dihidretsdo =1 24,

Reectivo A2i

Sulfrto de cobre penterhidretsdo ~1 17,

Reectivo A3,

Ceroonsto de sodio »1 2% en hidroxido de sodio £l O.IN.
Reectivo 4 (solucidn stock).

El rerctivo ! es une nmesncle de 3 soluciones stock (Al, Aé y Y
A3). 1ms cusles se combinan inmedirtsmente rntes de ser utili-

zados.
INMUNOELECTROTRANSFERENCIX .

La electrotrensferencir de 1rs porines de los geles de nitroce-
lulosa (PNC), se llevr acabo durfnte 2 hores » 160 Volts en

un equipo (Mini Vertical Gel Electrophoresis). Se ample{a como
emortiguedor nare 1le trangferencia glicj.ntj 192mM, metenol 20%

en tris 20 mM, pH 8.3 (72).

Trenscurrido el tiempe ¥y pPre comnrober que la trensferencie

de 1leva scrbo, el pepel de nitroceluloss (PNC) se tifie con
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rojo de Ponceru durente 3 minutos, verificada 1a trensferencia se
leva con rgua destilede pars eliminar el rojo de Poncesu y pos-
teriormente el napel de nitroceluloss (PNC) se bloguea con FBS

oH 7.4, que contiene NaCl 0.8%, fosfeto de sodio monobésico 0.04%

¥y, fosfato de sodio dibdsico 0.27% en leche Al 5% dursnte 24 hores
posteriormente se reeslizan laveados exhaustivos con FBS-Tween 0.01%
El pepel de nitrocelulosa se incuba (Controlled enviroment incuba-
tor Sheker), por 2 hores a 37°C con el suero problema, posteriormen~
te se lava con PBS-Tween seis lavados y se incuba 2 horas a 37%
con la dilucidn de sntisuero de cabra conjugedo con peroxidesa

con enti-Ig(s) de rmtén. Une vez terminndo el tiempo de incubecidn,
se lava 4 veces con PBS-tween y 4 veces con PBS, para posteriormente
colocar el sustrato (4cloro-naftol2mM, peroxido de hidrogeno 0.08%

en PBS).
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ENSAYO INNUNOFNZIMATICO ¥N FASE :OLIDM (ELISA).

Pare determiner 17 wregencie de snticuervos rnti-vworines, en
el suero de rrtones, se emplea el método de ELISZ, de ecuerdo
71 método descrito por Engvall (T4).

Se recubren vleers de noliestireno de 96 pozos (Nunc Co). con
100 Pl/noZo de soluciones de 100 ))J./ml, 50’).1/1111, 25}11/!111,
12.5p1/ml, 6.251/ml, 3.1251/ml, 1.5u1/ml y , 0.78n1/nl de
rorincs t2nto de Nikrido como de isoelectroen'foaue, en rroyti-
guedor de crrbon~tos (crrboneto-bicerbonfto de sodio pH 9.6)

A 2 horers » 37°C y mosteriormente tode 1l noche # 4°G. Une vez
trenscurrido el tiemwo se lave 4 veces con PBS.-twéen‘ a1 0.1%

¥ se llenen los nozoS con solucidn de blogueo (PéS— leche ¢l
54) y se dejs 1 hora e 3700, lueéo, se egregen 100 pl de los
sueros problema y se incuba la placa 1 hore ¢ 3790, desrues de
6 17vrdos con FBS-tween se =gregen 100 pl del conjugﬂdt; (anti-
suero de cabre conjugrdo con veroxidesa enti IgG), y se incuba
le nlsca 1 hore s 37°C, despues de 8 lavedos con PBS—tween se
sgregan 100 pl de solucidn de sustrato (o~-fenildiemins, peroxi-
do de hidrogeno en fmortiguedor de citretos pH 5.6) y 8 los
10 minutos l¢ reeceidn se detiene agregendo 1 gote de #cido sul-
fuﬁco 2,5N. Ios mozos se leyeron # 450 nm en un lector de

ELISA (BLISA Rerder).
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V RESULTADOS:

IDENTIFICACION DE LA CEPA.
La Salmonella typhi empleede para este trebejo tuvoe les siguien-
tes carscteristicas:

En ager hierro y triple amdoar (7SI) fud

lactosa (=)
sscerosa (-)

glucoae (+) HQS (+).

- En agar hierro y lisine (IIA) fué
Lisina (+)

H,S8 (+),
- En citreto de Simmons fud (-) y
- BEn medio MIO.

Movilidad (+)

Indol (~)

Ornitina descarboxilesa (-}
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FURIFICACIUN u¥ PORLNAS,

Le obtencidn de norinre mediente 1o téenic~ de Nikrido (58)
se fundemente en el hecho de cue lrs norin~s se encuentran
unidas nor enleces no idnicos f lm peptidoglicena, ror lo
curl se nueden severar utiliz-ndo un ~mortiguedor que con-
tenge 3DS y MNeCl.

Las mnorines rsi obtenides se wurificerén medirnte cromatogre-

fir Je exclusién moleculsr con Sephecryl 3-200.

En 1lp figur? 5 se muestre el nerfil crometogréfice obtenido
de 12 eolumne de Sephecryl 5-200. En este se observe que le
frrecidn nroteic” eluyd inmedirtrmente despuéds del esvacio
muerto ¥y, "ue los nuntss xfs altos de lecturs & 230 nm de

1 elucidn contenirn 1¢s vorinfs en forme de trimeros (114 Ka

A 123 Kd).

PORINAS OBTENIDAS FOR ISQELECTROENROQUE.

Le obtencidén de worines se fundfmenta en el hecho de le sepa-

recidn de ncuerdo P su punto isoelectrico (pI) utilizando; 1eel
fracciones recolectsdss s les curles se les midio su pH, y éste
nos indicd que 1es worincs. presenten un pH de 4.8, Le figurs 6

muestre el isoelectroenfoque de 1lr ruestrr snalizada.
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ELUCION DE PORINAS
Sephacryl $-200

Absorbanocla x 600 nm
u .
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gesuiIEH g 20 80 40 80 00 %

_ Figure 5: Cromstogrrma de elucidn de norines
El pico corresnonde £ 1les morines nurificmdes en su

forme netive, entre las frecciones 18 = 20,
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ISOELECTROENFOQUE

Utilizando anfolinas 3.5-10

H.
10p

‘ et
/“‘——'d/_
PY S
o 1 1 1 | | - ] I}
[+ 2 4 :} ] 10 12 14 198

Fracciones de isszleetroenpoque

Figura 61 Muestre el sradiente formrdo ror el
rotrrhor, en el curl el wd de 4.3 corresponden # 1l-73

porines.
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BLFCIH i o ..uF3 JE  OLIACRIL~MIDA.

%1l corrimiento electrofordticc de 13 rorinrs en geles de
rolifcrilrmide, es consistente con lo rerort~do, yr cue de
reuerdo A 1p fisurs 7 se muestre que r trevés de los distintos
nrgos de 1~ técnice de Nitrido h-sts su nurificrceidn; y 1r
obtencidn wor isoelectroenfoque fig 3, se encontrerdn emtre
33 m 41 id (4ilodrltones).

Le compsrecidn de 12 obtencidn dAe warinng nor 1ss dos métodos
se encuentrs en 18 figurs 9, y como se puede opserver 1es po~
rin?s obtenidrs nor los dos métodos nresenten el mismo corri-

miento electroforédtico.

CONCENTRICION DB FORINAS FOR EL METODO DE LOWRY.

La figure 10 muestrs 1l curve esténder de rlbimine sérice bovine
(3SA) utilizeda vAre determiner 17 concentrreidn de 12s porincs
o;atenidns por los dos métodos, y ussndo lef regresidn linerl

se determiné 1l concentrrcién de les protefinms obtenides por

el método de Kik=ido 17s cueles fueron de 1.9 mg/ml, 2mg/ml y
1.75 mg/ml resvectivemente.

Le figurs 11 nos muestre otrm curve esténder de 35A, la cual

se utilizd pPrr, crlculer lf concentrreidn de 1es porines
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-utenides mor 1so&Lctroearoque; e'st:ma I.eron 08 Lhg wi.
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CUAUW WO ERRFIIVO SN LA OBTENCION DE PORINAS rUR LOS DOS
VETODOS 3IOQUINICOS.

Muestre Concentracién | Volumen [ Centided | Tiempo
Forines de 1.91mg/mL ImL 17.19mg
Mieri
rrido 2 ma/ml 10 ml 20 mg 4 dics
1.75 mg/ml"’ 5 ml 8.75 mg
45.94 ng
Torines de 1 mg/ml 13 ml | 13mg/ml 6 horas

isoelectro=~-
enfoque

ENS#YO INNUNOENZIMATICO EN PAPEL DE NITROCELULOSA.

Lz trensferencis de les norines £ manel de nitrocelulosr el

ser reveledo con suero de rAtdn anti-porinas presenté una so-

1ls bende que corresovondidé 2 un peso moleculer Pproximedo de

33 Kd (xilodeltones) Figurr 12. El resultedo fue el mismo

pare laa porin#s obtenides tento por el método de Nikeido

como vor isoelectroenfoque.
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EVALUACLON DE iA RESPUESTA DE PURENAS PUR ELLGA.

Pera comprober 18 inmunogenicidr-aé de 128 rorines, en el mode~
1o rurino se decidid determinfr el aivel de faticuerpos contra
elles = trrvés del ensmyo inmunoenzimético, y como puede verse
en 1~ figure 13 y 14 se encontrd que los titulos #ntivorinrs

ersn 155 mismos ners 1es nroteinrs osbtenidrs vor los dos méto-

dos.
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PFigure 7: Corrimiento electroforétice de las
porinas én condiciones reductoras.
1.- Pesos moleculares: 97 fosforilese, 66 albimina seriea, 45
albimine, 31 enhidrasa carbonice, 21 tripsindgenoc, 14 lisozima.
2.- Bacterie sonicada.
3.~ Porinrs sin purificar

4,~ Porinee purificadss.
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R
QKdd, o
obKda: “

HSKio e =

v' — O m—

31Kda e

21Kdq -
11Kdq e

Pigure 8: Corrimiento electroforéctico de rorinas
1.~ Pesos moleculares({mencionsdos snteriormente).
2,3,4y 5 .~ i’orinas obtenidas ror el método de iso=—
electroenfoque, colocendo diferentes diluciones l=s

cuales son de 1Ong/ml, 2¢pg/ml ,30pg/ml y SOng/ml
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4

nm-q .
“kds W '

Figure 9: Corrimiento electrofordtice,

1.~ Pesbs moleculares (mencionados enteriormente)
2.~ PorinAs obtenides por el método de

Nikaido.

3= Porines obtenides por isoelectroenfoque.
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CURVA DE LOWRY
Porinas obtenidas por Nikaido

] Absorbancla a §00 nm

i -
._/‘/ i

0.6 / e i

0.4 &2

"
02
0 I L] ! 1 I
[ 80 100 180 200 260 aoo
Concentracion

Figura 10: Kuestra la curva estender para determinar
la concentracidn de 18s porines obtenidas por el método de

Nikaido.
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CURVA DE LOWRY

Porings  Oblenidas  por 1soelectroenpoque

o Absorbancia a 00 nm

et . T
'
"

o6k e
1

04 <
03 /

0.1 ot
o ) L ] 1 ! !
° - 50 100 160 200 260 300

' Concentracién

Figura 1l: Muestra 17 curve estender parr determiner
1z concentrrcidn de les nmorines obtenides por isoelectro-

enfoque
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Y.
S8Kds- | — {
45Kds | — _......E
SiKda | —

F
AKA | - '
idkda | —

Figura 12: Nuestrs le electrotransferencia de les porines
a pspel de nitrocelulosa, reveledo con suero de ratén enti-po-
rinss.
1.~ Pesos moleculeres.
.2.- Porinse obtenides por el método de Nikeido.

3.- Porines obtenides por el método de isoelectroenfoque.
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DISCUSION DE RESULTADOS:

Uno de los nroblemrs imrort-ntes o-r° obtener norines en grendes
crptidrdes es aue se obtienen en bAjr concentrrcidn, en un tiem-
no lﬂ'rgo Y un “lto costo.

En este treb=jo se wrovone utilizer dos métodos nrre obtener las
norinfs: y = trrvés de los resultrdos escoger ~quel aue de ma-

vor rendimiento, en noco tiemvo y sem de b@jo costo.

fntes de inicier el trrojo fue necesecrio confirm~r gue ls bac-
terir utiliz~de ers reclmente Selmonella typhi 7 oue no eatrbr
contPminnds con rlgunr otrr becterie,

Pere dsto se tuvieron que reslizer ovruebes bioquimice., que de-

mostreron cue ers le pecterie f utilizer,.

Es de perticuler importencie purificer y carrcterizer les pori-
nes que se ven P utilizer, nues en ocrsiones los métodos mfs

rénidos no necesrrirmente den meyor rendimiento y mureze.

Por el rﬁétodo de Nikeido se obtienen lers morincs en su estedo
wetivo, yo que les protein®s se extrren utilizendo métodos no
drésticos. .

Fl prtrén de elucidn de les vorinrs # trevés de le exclusidn

moleculer fue Semejrnte en todos los cesos que se rerlizd;
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lo oue nermive decir que es reproduciole, rdem’s se encontr -
ben entre lrs fracciones 13 a 20; nor lo que se podrif seps-
rar de otres moléculrs,

Con el fin de crrrcterizerles, les técnices inmunoquimices
emplerdss .confirmeron que estabAmos obteniendo rorines vues
los drtos encontrrdos concordebsn 7 los reportrdos nreviemen-

te.

Con 1r técnica de isoelectroenfoque Se vudo realizer le gepera=-
cidn de Les porines de fcuerdo a‘ su pH , el cu2l fue de 4.8;

1o aue nermitid semararles de otres proteines presentes en

la becterir soniceade.

Un problemes &e:este técnica es que se debe tener ciertas con-
diciones especifices, pues A veces. vor rezones de mPnipuléo,

no se forma el grediente de pH, dando como resultedo une ine-
decusda seperacidén o desns.turalizaci.dn de les Aproteins's.‘

Es importsnte pues que la concentx_'acién, el volteje y tempera-
tura seen los adecuados. Por otro lado el detergente debe solu-
bilizar bien les prote;fnas y&e que en isoelectroenfoque se ob-
tienen precipitsdas,

La greffice. del gradiente de pH nos muestrs que hubo uhe sdecus—

da formaeidn del mismo,pues estén continuos,
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El »atrdn eleciroforético de lrs nrorinas de 3slmonella tvyphi
cislrdes por 1los dos métodos nresentabrn un neso moleculrr de
38K4 2 41Kd, ¥ no hebis contaminecidn con otres protefnrs.

“sto se corrobord rl hreer le comprobseidn por medio de electro-
foresis en gel, obteniendose los distintos »&sos aue involucran la
téenicn de Wismido, nues se confirmd nue l2s -orinss estuvieron
*nurix‘ic?df‘s so0lo desoués de n"ssrles por columne.

Con el fin de determinar 17 concentrecidn de 1fs rorin®s obteni-
des por los dos métodos, y -oder rsi comperrr nor cuel se obtie-
nen en meyor concentrrcidn, se utiliro 1r técnice de Lovry.
Enciendo uso le le téenicF de ELISA y de inmunoelectrotrrnsferenw
cie se comwrobo que lfFs worines de Sslmonellz tyvhi son recono~
cidee nor enticuerpos esnecf{ficos; el ELISA fue le téenice mds
sensible y© que reconoce minimas centidrdes .de rntigeno.

Con los detos fin-les modemos demostrer que el método de separc—
¢idn por isoelectroenfoque es el mejor, pues se encontrd cue

lzs desventajes de l: téonica - de Nikeido fueron les siguientes;
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- Se obtienen norinfs en un tiempo més lergo yr ‘que incluye
varios pnsos.

- Ies porines se encuentren conteminedas con otres proteinss
y es neceserio purificarles mor exclusidn moleculer y

- La concentrecidn de les mismes es reletivamente baja

Les ventajas que muestre la técnice de isoelectroenfoque fue—

Ton 3

- Que se obtienen en menor tiempo.

- La concentracién es reletivemente rlta comparsndols con l2
técnice de Nikaido.

- No es necesario purificsrles, pues debido & la carfcteristi-
ce de su punto iscelectrico son fecilmente seperrdes dé otres

proteines,
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VII CONCLUSIONES:

Desvués de rnelizer los dos métodos que se emplepron vare
obtener vorinas con un #lto gredo de purezs, se prowone que
lr técnice mejor es le de isoelectroenfoque, ya que ge obtie-
nen poriners £ mertir de menor crntidrd de breterie sonicade,
en un tiemovo méfs corto, le concentrrcidn es mds alte, por lo
que es menos costose.

Graciss e este m.e’tc‘)do ge podrd continuer los siguientes estu-
dios en el deserrollo de une vecuns centra le fiebre tifoides

8. bage de norines de Selmonells typhi
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