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RESUMEN 

La erradicaci6n de la fiebre tifoidea depende en gra.n medida 

de programas de vacunación, sin embargo los intentos por obtener 

vacunas efectivas contra ésta enfermedad utilizando microorganismos 

completos no han sido del todo satisfactorios. Actualmente se sabe 

que prote1nas de la membrana externa del agente causal 11amadas 

porinas intervienen en la inducción de adecuadas respuestas inmunes 

en contra de la enfermedad (protección en el modelo murino) , pero 

a pesar de ésto s6lamente ha podido aislarse el gene codificante 

para la porina Ompc; es por ello que es necesario continuar con 

investigaciones encaminadas a estudiar las propiedades antigénicas 

de dichas prot~1nas y la influencia que éstas tienen sobre el 

sistema inmune. El estudio de regiones epit6picas en determinados 

antígenos de interés inmunológico se ha visto dificultado 

principalmente por las estrategias experimentales utilizadas para 

aislar y caracterizar con eficiencia dichos fragmentos proteicos. 

El uso de bancos de epitopos· en fagos filamentosos han sido de 

utilidad en el mapeo de epitopos continuos y discontinuos en 

prote1nas de conocida estructura tridimensional. 

Con la finalidad de iniciar con el estudio de epitopos de 

proteínas de membrana externa involucrados en una respuesta inmune 

de protección utilizando técnicas de DNA recombinante, se 

construyeron 3 bancos de epi topos de la por ina Ompc y de DNA 

crornosornal total de Salmonella typhi 9, 12 Vi:d en e1 fago 

filamentoso de fusión fUSE 2, el cual tiene l~ capacidad de 
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expresar en la superficie del virión la secuencia clonada en el 

gene III. Se insertaron en el sitio único de restricción para la 

enzima Bgl II fragmentos menores de 100 a 170 pb, obtenidos ~l azar 

por medio de la sonicación y digestión con la nucleapa Bal 31, de 

DNA cromosomal total y de fragmentos de 2.6 a 3.4 Kb derivados de 

la digestión del mismo con la enzima de restricción Dgl II. El 

aislamiento de las clonas recombinantes obtenidas por 

electroporaci6n a través de 11 blopanning" fue realizado con el uso 

de anticuerpos antiporinas de conejo, comprobándose la existencia 

de péptidos de s. typhi en las part1culas infecciosas del fago fUSE 

2 por medio de ensayos de Oot-ELISA y ELISA. El banco as1 obtenido 

será útil posteriormente para mapear a nivel inmunológico las 

regiones pept1dicas que sean de interés, para finalmente aislar y 

caracterizar epitopos reconocidos por linfocitos B y T con el fin 

de estudiar su papel en una respuesta inmune especifica de 

protección. 



x. I N T R o D u .e e I o N 



La ingenieria genética puede definirse como la manipulación 

deliberada de la información genética con el fin de realizar 

ciertos análisis a nivel de ONA, mejoramiento de determinadas 

especies y muy recientemente, para el estudio de algunas 

estructuras proteicas con miras a la obtención de vacunas. La 

manipulación genética de diversos organismos come~zó a ser una 

realidad con el descubrimiento de las enzimas de restricción clase 

I por Arber y clase II por sinith, Wilcox y Kelly en 1970, 

describiendo su alta especificidad para cortar el ONA en una 

secuencia de nucleótidos dada, y con la comprobación de la 

generación de extremos cohesivos en el ONA por su digestión con la 

enzima de restricción Eco RI (120). Posterior al descubrimiento de 

enzimas capaces de generar moléculas de ONA integras a partir de 

fragmentos provenientes de diversas fuentes, la clonación o 

generación de moléculas hibridas de DNA comenzó a ser una realidad. 

Posteriormente con estos descubrimientos pudo concebirse el 

aislamiento de genes a partir de organismos de interés, con el 

propósito de obtener grandes cantidades del mismo, posiblemente 

para la determinación quimica de su secuencia de bases ó para su 

uso en otros procedimientos, tales como caracterización de 

proteinas, sobreproducción de las mismas, localización cromosó~ica 

de genes, etc. Se considera que las moléculas que, contienen 

fragmentos de DNA no emparentados, es decir, no provenientes de la 

misma fuente de origen, deben referirse bajo t!l término 11 0NA 

recombinante" (4). 

Actualmente gracias a los poderosos métodos ·del DNA 



recombinante, es posible el estudio a nivel molecular del DNA, 

permitiendo el aislamiento y propagación de genes especificos (7) 

y consecuentemente el conocimiento más profundo de ciertas 

estructuras proteicas de gran cantidad de microorganismos patógenos 

involucradas en diversos mecanismos de invasividad y en la 

generación de una respuesta inmunológica determinada por las 

mismas. Como es claro, el avance de la biología con el advenimiento 

de estas técnicas es enorn:.e, y en un futuro permitirá utilizar todo 

éste potencial para gran variedad de propósitos, siendo la 

obtención de vacunas, materialmente contra todos los agentes 

patógenos existentes, una expectativa muy clara. 



XX. O B J B T X V O S 
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A) Obtener un banco o librería de determinantes antigénicos de la 

PME OmpC de s. typhl 9, 12 Vi:d en el fago de fusión fUSE 2 para 

posteriormente averiguar el papel que juega ésta en la inducción 

de una respuesta inmune de protección Contra la Fiebre Tifoidea, 

montando con ello un precedente para dilucidar a futuro las 

regiones especificas del antígeno involucradas en éste efecto 

y poder obtener una vacuna adecuada contra ésta enfermedad. 

B) Explorar el alcance del sistema de fagos filamentosos de fusión 

para el aislamiento de epitopos codificados en los fragmentos 

de DNA clonados en ellos. 



III. A H T E C E D E H T E S 



7 

1. Fiebre Tifoidea. Caracteristicas y uso de vacunas. 

La Fiebre Tifoidea es una enfermedad infecto-contagiosa 

causada por la bacteria Salmonella typhi, la cual se distingue por 

ser un bacilo gramnegativo de 0.5 a o.7 um por 1 a 3 um de 

dimensión (103), con motilidad positiva por medio de flagelos 

peritricos, anaerobio facultativo, resistente a bajas temperaturas 

y con la capacidad de permanecer viable durante tiempos prolongados 

en el agua de pozos o depósitos. Se caracteriza como un parásito 

exclusivo del hombre y es perteneciente a la tribu Salrnonelleae de 

la familia Enterobacteriaceae. De acuerdo a la clasificación de 

Kauffman-White, pertenece al grupo o en cuanto al antígeno o, 

compartiendo c~n 96 especies del género Salmonella los ant1qenos 

somáticos 9 6 12 (S. enteritidis y s. sendai), conteniendo, también 

el ant1geno capsular Vi y el ant1geno flagelar (H) de fase I 

llamado d (26). 

Cl1nicamente la Fiebre Tifoidea se caracteriza por la 

aparición de fiebre continua, inflamación del intestino, formación 

de úlceras intestinales (principalmente en las placas de Peyer), 

esplenomegalia y toxemia, as1 como hepatomegalia (103). Las 

bacterias ingeridas llegan al intestino delgado desde el cual 

llegan a los vasos linfáticos y a continuación pasan a la sangre 

produciendo septicemia. Se transportan por medio de ella hacia 

muchos órganos, tales como h1gado, vesicula biliar, médula ósea, 

bazo 6 riñón y pueden ser causa de meningitis o neumonía. Los 

microorganismos se multiplican .en el tejido linfoide intestinal y 
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se excretan por el excremento, aunque debido a las lesiones que 

produce en el tracto urinario, puede aparecer en orina (41); el 

periodo de incubación por lo general es de 10 a 14 dlas. Se ha 

verificado que la patogenicidad de s. typhi depende de; sU capacidad 

de permanecer viva y multiplicarse dentro de los macr6fagos, de los 

cuales al morir es expulsada para invadir otras áreas. Además de 

que los macrófagos protegen las bacterias que están dentro de ellos 

de la acción de las defensas humorales, hacen que la acción de los 

antibióticos sea más dificil (103). 

En l.886, Franklin y Simmons y en 1887, Braumer y Peiper 

realizaron los primeros ensayos sobre la vacunación contra la 

Fiebre Tifoidea en animales de laboratorio, utilizando en los dos 

casos microorganismos vivos; ésto condujo a Wrigth en Inglaterra y 

a Pfeiffer y Kolle en Alemania a emplear 10 anos después, vacunas 

inactivadas por calor para su lnmunizaci6n en seres humanos (26, 

104). 

Metchnikoff y Besredka en l.911 produjeron la enfermedad típica 

en chimpances, descubriendo que los animales pod1an ser protegidos 

por los ant1genos o 6 Vi (39), lo que provocó que en 1925, Besredka 

propusiera el empleo de vacunas elaboradas con bacterias vivas 

atenuadas administradas por v1a oral. su efecto se estudió en seres 

humanos, en donde hubo muertes entre los vacunados, lo que provocó 

su sustitución por vacunas elaboradas con bacteriás muertas (69). 

En 1955, bajo los auspicios de la O.M.S., se realizaron los 

primeros ensayos controlados de inmunización con el fin de obtener 
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información confiable acerca del valor profiláctico de las vacunas; 

en dichas pruebas se demostró su eficacia al observarse producción 

de una respuesta inmune por medio de la detección de anticuerpos 

exclusivamente de tipo IgM contra el antigeno o (23). A pesar de 

éste resultado, éstas vacunas tenian el inconveniente de inducir 

inmunidad de corta duración, requiriendo la aplicación de 2 

inmunizaciones posteriores (12). En consecuencia, ésto obligó a 

producir otro tipo de preparaciones del microorganismo para fines 

profilácticos. 

Se ha estudiado el efecto protector de 2 vacunas orales en 

humanos, elaboradas a partir de bacterias muertas: una de ellas 

proveniente de una cepa dependiente de estreptomicina (42) y la 

otra de una mutante pleiotrópica deficiente en UOP-4-galactosa 

epimerasa, que recibió el nombre de s. typhi Ty2 la ( 4 3) . Los 

resultados obtenidos con la aplicación de la primera cepa no fu~ron 

satisfactorios (76), mientras que la vacuna elaborada con la cepa 

mutante probó ser en un principio efectiva, pero desgraciadamente 

en estudios posteriores ésta disminuyó enormemente debido al número 

de dosis administradas (135}. 

Al fallar los intentos de obtener efectos protectores contra 

el microorganismo utilizando bacterias completas, se comenzaron a 

usar fracciones celulares de la misma. Mediante diversos estudios 

inmunológicos, se demostró que las prote1nas de la ·envoltura 

celular de s. typhimurium proteg1an a los ratones contra la 

infección en grado semejante al inducido por las fracciones 

ribosomales obtenidas anteriormente por Vaneman {85). 
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En base a éstos antecedentes la región polisacar1dica del LPS 

de s. typhi se extrajo con el fin de probar su efecto protector; a 

pesar de que los anticuerpos generados contra la molécula no fueron 

protectores, resultó ser un buen inmun6geno al ~nduclr altos 

titules de los mismos (78, 136). Actualmente se ha comprobado que 

ha pesar de que se han encontrado pacientes con altos titules de 

anticu~rpos contra los ant1genos o, H y Vi de s. typhi (109), ésto 

no guarda relaciOn alguna con el estado de protección en la 

evolución de la enfermedad (98). 

Se ha demostrado que la envoltura celular de las bacterias 

gramnegativas juega un papel muy importante en la relación huésped

par~sito y que los componentes superficiales de dichas bacterias, 

en muchos de los casos, son los que determinan si una infección se 

establece o no ( 63) . En consecuencia, ésto hizo pensar que los 

principales antígenos de la bacteria eran las proteínas expuestas 

en la superficie bacteriana. 

Después de estudios encaminados a la dilucidación de la 

estructura y composición de la membrana externa de bacterias gram

negativas (86), se descubrió que su composición proteica era muy 

simple, ya q~e exist1an pocas prote1nas pero en cantidades ele~adas 

(99). Por estudios posteriores, Schnaitman demuestra la presencia 

de 4 prote1nas principales o mayores y otro grupo de 10 a 12 

proteinas denominadas menores, ya que se encontraban en menor 

cantidad con respecto a las prote1nas principales" (118). osborn y 

Wu reclasificaron a las proteínas mayores en tres grupos diferentes 

en base a su estructura y función, destacando la proteína 
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modificable por el calor, la 11poprote1na de Braun y las proteinas 

matrices o porinas (74) , demostrándose que la función de éstas 

ultimas era la de formar poros de difusión pasiva permitiendo el 

paso de sustancias hidrof Ilicas de bajo peso molecular a través de 

la membrana, (74, 99) tales como azCicares, aminoácidos e iones 

inorgánicos. As1 mismo se demostró que las prote!nas matrices se 

encuentran fuertemente asociadas a la peptidoglicana, localizándose 

en la superficie de la membrana externa, siendo resistentes a los 

ataques de enzimas proteol!ticas y actuando como receptores de 

fagos y colicinas (92). 

En s. typhi, se han reportado que las PME están involucradas 

en la habilidad de la. bacteria para resistir la acción del 

complemento y ~a fagocitosis (2), en el ataque e invasión de las 

células epiteliales (66) e intervienen en la respuesta inflamatoria 

(13). 

En los• últimos af'ios, varios grupos de investigadores han 

enfocado sus estudios hacia la participación de las PME en la 

inducción de protección hacia las enfermedades producidas por las 

bacterias gramnegativas. 

Frash, Buchanan y Arko, fueron los primeros en investigar la 

efectividad de éstas proteínas como inmun6genos protectores en 

estudios de protección contra Neisseria gonorrhoeae, demostrándose 

que el antígeno protector especifico estaba presente en la membrana 

externa del microorganismo, evidenciando que las proteínas de dicha 

membrana estaban involucradas en la protección (17, 18). Resultados 

similares se han encontrado al efectuar estudios con PME de 
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enterobacterias (1,45, 53). 

Kussi y cols. encontraron que ratones inmunizados con por.inas 

obtenidas de una cepa rugosa de s. typhlmurium, fueron más 

resistentes a la salmoneloSis murina al retarlos con ~na cepa lisa. 

Para confirmar que los anticuerpos protectores obtenidos erail 

dirigidos hacia las porinas, adsorbieron el suero con las mismas y 

la protección desapareció (71). 

Se ha valorado la respuesta inmune humoral hacia las PME de s. 

typhi en pacientes con diagnóstico cllnico y bacteriológico de 

Fiebre Tifoidea, demostrándose que dichas proteínas son inmunógenas 

en el humano al encontrarse anticuerpos especif icos contra ellas 

(IgG e IgM) , tanto en la fase aguda como en la de convalesc_encia, 

particularmente dirigidos hacia las porinas (97). 

Finalmente, Isibasi y cols. con la administración de PME de s. 

typhi 9, 12 Vi:d, indujeron protección del 100% en el modelo rnurino 

cuando se· realizó el reto con la cepa homóloga de s. typhi Ty2 y de 

s. typhimurium, demostrándose a~1 mismo que la inmunidad pasiva 

cruzada que se observaba estaba dada aparentemente por los 

anticuerpos dirigidos hacia las parinas (64). 

2. caraoteri2aci6n y aislamiento de la PME ompc de s. typhl 

En 1980, Lee y Schnaitman realizaron una comparación desde el. 

punto de vista genético de las PME de E. coli y s. typhimurium, 

encontrando una gran similitud entre los genes estructurales que 

las codifican, incluso en su localización en el mapa genético 
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correspondiente (73); con ello, propusieron que éstas proteinas 

derivaban de un gene ancestral común para las enterobacterias. Al 

comparar el perfil pept1dico obtenido de las "porinas de E. coli y 

s. typhimurium, encontraron que éstas proteinas compartían pocos 

péptido.s similares o idéntfcos entre si, por lo que se propuso que 

las proteinas de la membrana externa de las enterobacterias 

derivaban de ur:i gene ancestral común, siendo el gene de las porinas 

el que habla sufrido mayores modificaciones durante la evolución 

(74). 

Actualmente las PME de E. coli y s. typhimurium se han 

caracterizado (92); tres genes codificantes para porinas de E. coli 

han sido aislados, clonados y secuenciados: ompc, ompF y phoE (62, 

87, 100). Para el caso de s. typhimurium cuatro porinas se han 

reportado: OmpF, OmpC, ompD y PhoE (8, 90). Las prote1nas OmpF y 

OmpC son re9uladas por la osmolaridad y temperatura del medio de 

cultivo; Ompc se expresa a alta osmolaridad (100-300 mM NaCl), 

donde los niveles de OmpF son bajos. Las propiedades de 

permeabilidad de Ompc son similares a las de ompF, excepto en que 

forma poros más pequeños (91) . 

Dos PME d~ s. typhi (35 y 36 KDal) se han purificado, 

demostrándose que tienen efecto litico en glóbulos rojos y son 

capaces de producir canales de permeabilidad a los iones en 

membranas artificiales ( 19, 72), sugiriendo que podrian estar 

involucradas en la habilidad de la bacteria de penetrar células 

eucarióticas (61) . 

A pesar de que se han descubierto las propieda~es de éstas PME 
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de s. typhi, no se tenla información acerca de la secuencia 

nucleotldica dé los genes respectivos; hasta 1983, el único gene de 

PME del género Salmonella que se hab1a caracterizado era el de la 

proteína no porina ompA (40), sin embargo añds más ~arde, grupos 

independientes lograron la clonación del gene ompc de S. typhi 

empleando métodos genéticos (J), de hibridación (108) y mediante el 

uso de anticuerpos antiporinas (141) para después caracterizarlo 

por medio de su secuencia nucleot1dica (107, 132). 

Se encontró que el gene ompC de s. typhi está localizado en un 

fragmento de 3 Kb derivado de la digestión del DNA cromosomal coñ 

la enzima de restricción Bgl II; después de los experimentos de 

clonación y selección de recombinantes y de realizar el análisis 

electrotorético de la PME de s. typhi que se expresaba, se encontró 

que la prote1na Ompc migraba a 38.5 KDal y que se expresaba bajo 

condiciones de alta y baja osmolaridad. Esto indicó que la 

expresión de la prote1na Ompc de s. typhi difiere de la expresión 

de la proteina análoga de E. coli y que podr1a ser relevante para 

la bacteria en el ambiente proporcionado por su hospedero natural 

(107). Se cree que ésta proteina es un excelente candidato para 

expresarse en el suero de pacientes con Fiebre Tifoidea, en base a 

que la osmolaridad del suero humano es alta (0.9% a 150mM de NaCl, 

equivalente a 10% de sacarosa) (94). Utilizando el gene ompc como 

sonda, se encontró reconocimiento del mismo en 17 cepas de s. typhi 

de casos cl1nicos y en cepas de referencia de S. tfphimurium ( 107). 

Según la secuencia nucleotidica obtenida del gene ompc, 

comprendido en un fragmento de l.6Kb (Msp I - Asu II), está 
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compuesto de 1134 pb que corresponden a 21 aminoácidos de un 

péptido lider y a 377 correspondientes a la proteina madura de la 

porina Ornpc (378 amino~cidos en total), asi como de J regiones 

promotoras (Pl, P2 y PJ). según estudios de comparación entre las 

los genes ompc de E. coli y s. typhi, se cncontr6 que existe un 92% 

de homologia en el péptido lider y un 77% en la región de la 

prote1na madura a nivel de nucleótidos, mi.entras que a nivel de la 

proteina, un 79% en la secuencia de aminoácidos de la proteína 

madura, y siendo la región del péptido lider idénticas para los dos 

microorganismos (108). Esto parece confirmar la hipótesis de 

Schnaitman (74), ya que interesántemente la región pept1dica del 

aminoácido 331 a 349, el cual corresponde a un segmento áltamente 

variable entre las porinas de E. coli OmpF, OmpC y PhoE, es 

conservada entre Ompc de s. typhi y Ompc de E. ao1i (108). 

3. Bac~eri6tagos filamentosos. 

A. Estructura y caracteristicas del virión. 

Los bacteriófagos o fagos filamentosos son virus infectantes 

de bacterias pertenecientes al tipo F segun la descripción de 

Bradley (103), distinguiéndose por encontrarse ésta forma en virus 

vegetales y por ser capaces de infectar cepas bacterianas 

(principalmente Enterobacterias) poseedoras del factor sexual F+ 

(grupo Ff), siendo los virus que infectan cepas de Esaherichia coli 

los estudiados a nivel fisiológico y genético. Los fagos F

especificos más estudiados son los fagos fl, fd y M13, siendo muy 

similares entre si (30, 110), 
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Segíín estudios de microscopia electrónica (Figura 1), los 

fagos F-especlficos se caracterizan por· ser filamentos fle~ibles de 

estructura larga y delgada, aprox. de 890 nm de largo y de 6 a 7 nm 

de diámetro, distinguiéndose el genoma por ser un~ sola cadena 

circular de DNA de 6400 nucleótidos de tarna~o {SO, 110) y contenido 

en una estructura prote1nica tubular llamada cápside. Dicha 

~structura está formada por 2700 moléculas de la prote1na mayor 

pVIII de la cápside, as! como por las proteínas pIII, pVI 

(localizadas en uno de los extremos de la cápside), pVII y pIX 

(localizadas en el extremo contrario) (125). 

Los fagos filamentosos son resistentes a la acción de la 

mayorla de las proteasas, tripsina y pronasa, pero su infectividad 

se ve afectada por ficina, subtilisina y papa!na. El viri6n es 

sensible al calentamiento por encima de los BOªC, al tratamiento 

ultrasónico y a solventes tales como cloroformo y detergentes como 

el dodecil sulfato de sodio (SDS). As1 mismo, la particula es 

estable bajo condiciones extrema~ de pH, temperatura y sal (20). 

Los estudios iniciales a nivel genético de los fagos 

filamentosos fueron realizados por Pratt, quien colectando mutantes 

ámbar y sensibles a temperatura las clasificó por análisis estandar 

de complementación en e grupos, distinguiendo gran variedad de 

regiones con las cuales .i.dentif icó la existencia de varios genes 

(tales como la mutante letal condicional amBHl que representaba al 

gene VIII) responsables de la codificación de Varias proteínas 

existentef:i en el virión (105, 106). Años mas tarde, mediante el 

desarrollo de técnicas de secuenciación para DNA ( 117), fue posible 
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FI'GURA 1. MI'CROGRAFI'A ELECTRONICJ\ DEL FAGO f'd. A y B. V ir iones 

completos en los cuales se observa el complejo de adsorción al pelo 

sexual bacteriano. C y D. Detalle del complejo de adsorción. E. 

Aspecto del virión después del tratatamiento con subtilisina (20). 
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obtener la secuencia completa de su genoma, descubriéndose que el 

ONA de los fagos MlJ y fl están constituidos por 6407 nucleótidos, 

mientras que el del fago fd se compone de 6408 nucleótidos (10, 11, 

131). Hill y Petersen (58) encontraron que la secuenc~a del fago fl 

difiere en 52 nucleótidos con la respectiva del fago MlJ y en 186 

nucle6tidos con la del fago fd, lo que representa un 98% de 

similitud entre las J secuencias (11) y con lo cual hace suponer 

que los J fagos se han derivado de un antecesor común (58); as1 

mismo el porcentaje del uso de los mismos codones es muy similar. 

A pesar de que la secuencia de la protelna mayor de la cápside ha 

mostrado ser casi la misma para los tres virus (a excepción de un 

aminoácido), estos pueden distinguirse entre si a través de 

procedimientos serológicos (115). 

Durante el ciclo reproductiva, después de su entrada a la 

bacteria, los fagos filamentosos pueden producir progenie 10 min. 

después de la infección bajo condiciones ideales, pero se puede 

llegar a alcanzar equilibrio en lu producción de partículas 30 min. 

después y permanecer como parásitos persistentes durante muchas 

generaciones. Pratt y col observaron que la infección de células 

con mutantes del fago fueron usualmente letales para la bacteria, 

observándose excepciones cuando las mutaciones se encontraban a 

nivel del gene II, en las cuales se observaba una baja ·producción 

de todas las proteínas codificadas por el genoma. Estas 

observaciones sugirieron que un balance en eÍ crecimiento y 

generación de nuevas partículas del fago ara necesario para la 

supervivencia de la bacteria. As! mismo, partiendo del hecho que la 
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infección del fago hacia la bacteria continua indefinidamente y que 

las células infectadas continuan creciendo y dividiéndose, la 

síntesis del DNA viral debla continuar al mismo nivel que al inicio 

de la infección. Por otro lado, s~ ha encontrado que la frecuencia 

de recombinación entre partículas infecciosas de éste tipo de virus 

es muy baja en comparación con la frecuencia observada (1-5%) en 

partículas de fago del doble de tamafio (20). 

Actualmente se sabe que debido a la alta multiplicidad de la 

progenie generada por estos virus, se producen partículas 

defectuosas o mutantes interferentes (DI) que son acumulables (51, 

57). La presencia de éste tipo de particulas se manifiesta de tres 

formas: el titulo de las part1culas infecciosas producidas en un 

ensayo disminuye notáblemente, las part1culas defectuosas se 

acumulan en grandes cantidades (detectables en ensayos de 

microscopia electrónica, electroforesis de las partlculas completas 

o en gradientes de sacarosa) y finalmente las placas producidas 

tienen una peculiar apariencia (60). Las partlculas DI o 

11minifagos" contienen un DNA circular mucho más pequeño que el 

normal, lo que muestra que éste ha sufrido una gran deleci6n de 

material genético, produciendo en consecuencia gran cantidad de 

part1culas no infecciosas. 

A pesar de que ºestados de acarreamiento" de fagos ha sido 

reportado, ninguno de los bacteriófagos filamentosos F-especificos 

producen estados de lisogenia verdaderos, aun a pesar de que bajos 

niveles de partlculas infecciosas han sido aislados a partir de 

bacterias que aparentemente no han sido infectadas (20). 
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El material genético de los fagos filamentosos codifica para 

10 proteínas codificadas por 10 genes respect1 vamente, de los 

cuales 5 codifican para proteinas estructurales del virión, 3 para 

prote1nas necesarias en la síntesis del DNA del f~go y 2 para 

proteínas involucradas en el ensamble del virión (20). As1 mismo, 

se localiza una región la cual no codifica para estructuras 

proteicas, observada por primer~ vez por Vovis (133), pero que 

contiene señales de iniciación y síntesis de ambas cadenas de DNA 

durante el proceso de replicación, de iniciación en la formación de 

la cApside y finalmente en la terminación de la síntesis del RNAm 

(11). En éste tipo de fagos, el DNA ocupa en cierto modo mAs del 

volO.men central del viri6n, como ocurre con el fago fl. (20) . 

Finalmente, se han definido dos operones en éste tipo de fagos, uno 

de ellos formado por los genes V, VII y IX (123) y el otro por los 

genes III, VI y I (106). 

El mapa genético del genoma de estos fagos ha sido descrito 

por varios investigadores (figura 2); los genes descritos fueron 

ordenados por Lyons y Zinder (79) y mapeados mediante las proteínas 

conocidas al someter lisados de células infectadas a electroforesis 

(54) 6 por análisis del producto in vitro de la reacción de 

sintesis de prote1nas dirigida por DNA's de fagos mutantes o de 

cepas silvestres (68, as). 
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Fl:GORA 2. MAPA GENETICO DEL GENOMA DE LOS FAGOS F~. La figura 

representa la molécula de doble cadena RF linealizada después de su 

digestión con la enzima Hpa I. La posición de los números 

corresponden al sistema de Beclc y Zink (11), siendo la posición 1 

la primera base después del sitio de rompimiento Hpa I. Los 

transcritos encontrados in vivo son representados en lineas, 

representando el punto la iniciación de la transcripción y la barra 

vertical su terminación (125). 
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B. ciclo vital. 

El ciclo replicativo de los bacteriófagos filamentosos es muy 

particular, distinguiéndose de la rnayorla de los fagos 11ticos o 

lisogénicos por su capacidad de reproducirse dentro d.e la bacteria 

huésped sin producir un efecto de lisis o muerte bacteriana. Dentro 

del mismo se distinguen diversas etapas: 

Adsorción. Los fagos F-especlficos requieren de la 

presencia del pelo sexual para ser adsorbido y as! poder adherirse 

a la punta de ésta prote1na. La adsorción es dependiente de una 

fuente de energ1a de la célula y puede ocurrir a Oºc 6 en presencia 

de inhibidores del proceso respiratorio (SO). Este proceso es 

llevado a cabo por la proteína codificada por el gene III, la cual 

forma una estructura de adsorción localizada en uno de los extremos 

del virión (ver figura le) junto con la protelna pVI, siendo la 

función de ésta ultima desconocida en el fenómeno de adsorción. Se 

han propuesto varios modelos para explicar la entrada del material 

genético del fago a la bacteria, tales como la conducción del DNA 

del fago a través del pelo sexual hasta entrar al citoplasma de la 

bacteria (16), la retracción del pelo sexual durante éste periodo 

conduciendo a la part1cula infecciosa a la superficie de la célula 

(80) y ciclos de retracción y relajación del pelo sexual durante 

éste periodo. Sin embargo, no existen evidencias contundentes sobre 

éstos modelos. 

- ~. Una vez que el virión ha atacado a la célula, 

comienza la fase de eclipse en la cual, parte de las proteinas de 

la cápside se desorganizan liberando parcialmente el ONA y 
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JtIGURA 3. CLCLO INFECCIOSO DE LOS FAGOS Ff. Los viriones maduros no 

han sido dibujados a escala con el fin de enfatizar la 

estequiometria y localización de las proteinas menores. Se sabe que 

la secuencia sefial morfogenética mos esté localizada en el extremo 

pVII/pIX del virión. La localización de las prote1nas pVI, pVII y 

pIX, los detalles de la estructura del sitio de penetración del 

viri6n, la existencia de un complejo especifico en el sitio de 

salida del mismo y la función de la proteina pX en la replicación, 

son detalles no comprobados (125). 
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haciéndose con ello susceptible de un ataque nucleolitico. Se ha 

demostrado que la entrada del virión a la bacteria está supeditada 

a la presencia de tres receptores proteicos para colicinas 

codificados por los genes tolQ, tolR y tolA, y que a l.a entrada del 

virión a la célula, el 50 al 60\ de la proteina mayor de la cápside 

llega a asociarse con la membrana interna de la célula infectada, 

llega.ndose a recuperar el 55% de la misma en el momento de la 

salida de la progenie (20) . 

Replicación del QNA. El mecanismo de replicación para los 

fagos F-especificos es poco usual en comparación con los modelos 

conocidos de replicación. Este proceso ocurre en 

cuales involucran la participación de la región IG. 

fases, las 

- la. rase. Esta comienza con la slntesis de la cadena 

complementaria del DNA durante el proceso de entrada. En éste 

periodo s6lamente protelnas de la bacteria, tales como SSB, DNA 

polimerasa III, RNA polimerasa, DNA ligasa y DNA polimerasa I, son 

requeridas para esta slntesis, la cual inicia con la unión de un 

"primer" de RNA de JO nuclcótidas cerca de la base del loop e 

(figura 4); posteriormente la holoenzima DNA polimerasa III 

comienza la síntesis del DNA para finalmente ser removido el 

"primer" de su sitio y originarse una mella (nick). La molécula 

covalentemente circular relajada originada es llamada DNA RF IV, el 

cual es convertido en DNA RF I (superenrrollado) por la DNA girasa 

(20). As1 mismo durante éste periodo, las moléculás RF sirven como 

plantilla (templado) para la síntesis de RNAm, los cuales codifican 

para las proteínas pI a pX del fago. 
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- 2a. fase. Esta consiste en la producción de numerosas 

moléculas hijas de DNA RF (cientos por célula 10 min. después de la 

infección), iniciándose la s1ntesis en el lugar de la mella en el 

DNA, originada durante la la. fase, por medio del mecanismo del 

"circulo rodanteº. Algunos aspectos de éste proceso involucran 

s6lamente la participación de las proteínas pII y pX del fago y 

gran cantidad de enzimas de la bacteria (20). 

- Ja. fase. Esta fase resulta en la producción de grandes 

cantidades de DNA circular de una sola cadena, susceptibles de ser 

empacados para producir viriones maduros. Esta comienza con la 

acumulación elevada en la bacteria de la prote1na pV codificada por 

el fago. En este estadio, la gran mayor1a de las cadenas sencillas 

de ONA generadas no funcionan como templados, sino que están 

destinadas a la formación de complejos muy largos y delgados con la 

prote1na pV, parecidos a la part1cula infecciosa, formando los 

precursores• intracelulares de la progenie de los viriones; as1 

mismo, la s1ntesis del DNA RF del fago decrece importantemente a 

solo un par de copias por célula (20, 125). 

- Morfogénesis. Los fagos filamentosos son los únicos virus de 

bacterias de los que se tiene conocimiento que su mecanismo de 

morfogénesis es disperso, ya que no existen partículas infecciosas 

dentro de la célula, ensamblándose éstas dentro de la membrana 

interna de la bacteria y saliendo de ella sin provocar cambios 

importantes en su estructura y función y por lo tanto, sin afectar 

su viabilidad. Esta fase comienza con la formación del complejo 

ONA-pV al unirse por cada J 6 5 nucleótidos en el DNA, una molécula 
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FIGURA 4. CICLO REPLICATIVO DEL P'AGO H13. La parte superior muestra 

la sintesis discontinua de la cadena no codificante (-}, mientras 

que la inferior muestra la s1ntesis continua de la cadena 

codificante (+). O SSB; O Primer de RNA; e gpV. (20). "' "' 
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de la prote1na pV, formando una estructura parecida a la de la 

part1cula infecciosa. Se ha descubierto que cada complejo formado, 

en adición a las 1300 a 1600 moléculas de la prote1na pV, contiene 

de l a 3 moléculas de la proteína SSB de E. coli y una prote1na de 

11000 Oal que no es codificada por el propio bacteriófago (49). La 

orientación del DNA en el viri6n es dirigida por un gran 11 loop 11 

llamado mos, el cual esta localizado en la región IG del DNA del 

fago (figura 3) y en el extremo del virión formado por las 

prote1nas pVII y pIX (125), siendo éste extremo el último en entrar 

a la célula durante la infección y el primero en salir de la 

bacteria durante la rnorfogénesis. El ensamble del virión ocurre en 

zonas de adhesión de la membrana llamadas 11 placas de Bayer", sitios 

en los cuales la membrana interna y externa de la bacteria se 

encuentran cercanos (9); se ha reportado que éstos sitios se 

incrementan en células infectadas por el fago fl, lo cual sugiere 

que la asociación de éstos con el ensamble de los fagos 

filamentosos es funcional. Con ello, los fagos son ensamblados en 

la cápside y directamente liberados hacia el exterior sin pasar por 

el periplasma (77) . El ensamble de las part1culas requiere de las 

prote1nas menores de la cápslde pVIII, pVII y pIX (figura J), de la 

participación de las proteinas pI y pIV no estructurales del fago 

y de gran cantidad de funciones de la bacteria que aun no han sido 

identificadas {llJ, 114). Las proteinas de la cápside son 

sintetizadas como moléculas precursoras con 23 residuos de 

aminoácidos extra, localizados en el extremo amino terminal y que 

constituyen el 11 péptido sei\al", el cual debido a sus propiedades 
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hidrof6bicas causan la inserción de la proteína en la membrana 

celular; posteriormente, durante o después de la inserción, el 

péptido sefial es separado de la proteína precursora por una enzima 

peptidasa. Después de la formación del co~plejo DNA-pV, éste es 

transportado a través de la membrana celular donde las proteinas de 

la cápside insertadas en ella junto con la protelna fip de la 

bacteria, desplazan la proteína pV del DNA para integrarse 

finalmente al mismo y formar la cápside; a pesar de éste proceso, 

algunas moléculas de DNA son expulsadas al exterior de la bacteria 

sin ninguna cubierta (20). 

Las bacterias infectadas no son lisadas por la producción de 

partículas infecciosas del fago, incluso continuan con su 

crecimiento, el cual es súmamente mas lento en comparación con 

células que no han sido infectadas; esto explica el porque éste 

tipo de fagos forma placas turbias, a diferencia de fagos líticos 

que generan placas claras. 

4. Uso de los tagos filamentosos como vectores de clonación. 

La primera evidencia de que los fagos filamentosos podrían 

usarse como vectores de clonación, derivó de la observación de que 

mutantes por deleción de éstos fagos se acumulaban dl.lrante su 

propagación, y que el tamaño del virión mutante estaba en 

proporción directa con el tamaño de la mutación que contenia, ya 

fuera por efecto de deleción o por inserción (37, 38, 51). 

Todos los genes de los fagos filamentosos son escenciales, sin 
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embargo existe una región de aprox. 500 nucleótidos localizada 

entre los genes II y IV en la cual segmentos de DNA pueden ser 

insertados. Esta región no codificante (IG) es indispensable, por 

lo tanto la inserción de segmentos extraños de ONA en ella puede 

afectar en forma importante la replicación del genoma del fago 

{figura 2) • Afortunadamente los fagos que contienen secuencias 

extraftas a su genoma en ésta región, acumulan mutaciones en los 

genes II o V que llegan a compensar los cambios provocados en la 

replicación (34). Actualmente todos los vectores de uso común 

contienen éstas mutaciones. 

Ya que el DNA de cadena sencilla no es sustrato para la gran 

mayor1a de enzimas de restricción y ligasas, los segmentos d.a doble 

cadena de ONA's extraños son insertados en la forma RF del DNA del 

fago. Esta forma (DNA circular de doble cadena) puede ser 

fácilmente purificada de bacterias infectadas, manipulada en la 

misma forma·que una entidad plasmidica y reintroducida a células 

competentes por procedimientos estandar. Asi mismo, éste tipo de 

moléculas puede generar partículas de fago que contienen sólamente 

una de las dos cadenas del DNA extraño; de hecho, la única cadena 

de DNA que se ensambla en forma de viri6n es la cadena codif icante 

(cadena +) (116). 

Una de las ventajas de éste tipo de vectores, es su alta 

capacidad de propagación (10 12 UFP/ml) y la alta seguridad de que 

el DNA insertado se encuentra en una forma conveniente de 

aislamiento (virión). As1 mismo estos vectores han sido utilizados 

para la determinación de secuencias nucleot1dicas de gran variedad 
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de aislamientos primarios y para llevar a cabo experimentos de 

mutagénesis dirigida. Las part1culas recombinantes del tago pueden 

ser separadas del resto de componentes celulares bacterianos por 

simple centrifugación o por precipitación con polietilenglicol, lo 

que permite un gran enriquecí.miento de las secuencias de interés y 

efectiva purificación de las partículas infecciosas en comparación 

de otros métodos (125). 

A. Vectores derivados del fago Ml3. 

Estos vectores fueron desarrollados por Messing y col. (82) 

introduciendo un segmento de DNA codificante para señales 

rcgulatorias y para los primeros 146 aminoácidos del gene lacz de 

E. coli, (enzima beta-galactosidasa), en la región comprendida 

entre las genes II y IV del DNA del fago MlJ, dando origen al 

vector MlJmpl y can ella a la serie mp. Las clonas recombinantes se 

identificaban por medio de la formación de placas incoloras en 

presencia de IPTG y del cromógeno X-gal, a diferencia de las no 

recombinantes que desarrollaban placas de color azul (52). 

A i:'esar que el fragmento del oper6n de lac de E. coli 

localizado en la región IG del vector MlJmpl contenía sitios de 

clonación muy útiles, Messing y col. utilizaron. la mutagénesis 

dirigida en la región de lacz con el fin de construir una serie de 

vectores derivados del MlJmpl, generando múltiples sitios de 

clonación (BJ, 84). 

Este tipo de vectores han ::;ido utilizados desde entonces, 

siendo actualmente los más comunes dentro de la serie mp, los 
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vectores M13mp18 y M13mp19 (figura 5), los cuales contienen 13 

diferentes sitios ünicos de clonación y de los que se na 

determinado su secuencia nucleotidica (138). Una de sus desventajas 

más importantes es la generación de deleciones de una parte del 

fragmento de DNA clonado cuando se sobrepasa el tiempo de 

incubación para la propagación del bacteriofago, ya que bajo éstas 

condiciones el inserto es inestable (116). 

Los fragmentos utilizados en la construcción de la serie mp de 

los vectores del fago M13 han sido también insertados en un 

plásmido mutante derivado del plásmido pBR322, creando una familia 

de vectores plasm1dicos llamados pUC (138) los cuales contienen los 

mismos sitios de clonación que la serie mp, con la característica 

adicional de contener una región codificante para Ampr. 

B~ VectOres derivados del fago fd. 

Se ha descrito la generación de vectores de clonación en fagos 

filamentosos capaces de proporcionar resistencia a ciertos 

antibióticos cuando estos infectan cepas bacterianas, con lo cual 

la bacteria adquiere la propiedad de crecer bajo presión selectiva 

(125). 

Vovis y Ohsumi aislaron partículas transductantes que 

conferían resistencia a Te, después de inducir la infección de una 

cepa de E. coli pt que contenía el plásmido no conjugativo pSC101 

(que confiere resistencia a Te) con el fago fl. Esto provocó la 

recombinación entre estas dos entidades extracromosomales dando 

como resultado la. generación de partículas llamadas vo-1 y vo-2, 
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muestran los genes, la localización de los sitios de restricción y 

de los sitios de clonación (116). 
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las cuales fueron caracterizadas extensivamente, localizándose los 

sitios en donde el genoma del plásmido se habia insertado en la 

región IG y el gene VIII (134). Posteriormente Herrmann en 1978, 

menciona que una vez que un transpos6n ha sido insertado en la 

secuencia de un fago, como aprox. sucedió con el experimento de 

vovis, podria ser que ésta inserción provocara la aparición de gran 

cantidad de sitios de clonación donde podrian insertarse secuencias 

de interés, aunque se ha demostrado que el transposón es inestable 

por s1 mismo y que podria perderse en un momento determinado (56). 

A pesar de la observación anterior, se continuaron con 

investigaciones encaminadas a obtener partículas de fagos que 

confirieran resistencia a algun antibiótico en forma estable. 

Nogura y Takanami obtuvieron transductantes del fago fd que 

confer1an resistencia a Kan de la misma forma que Vovis, pero 

utilizando b·acterias que contenian el plásmido pML21; selecionaron 

los transductantes que pose1an un segmento de aprox. 3100 pb para 

análisis dándose cuenta que los sitios de inserción para cada fago 

eran diferentes, lo que sugirió que el segmento se comportaba como 

un transposón (96). Estudios in vivo llevados a cabo con el 

transposón Tn5 (Kanr) y el fago fd, demostraron que éste filtimo 

adquir1a la capacidad ~e conferir resistencia a dicho antibi6tico 

con su infección a alguna cepa bacteriana. Se observó que el tamaño 

del DNA del fago aumentaba en un 80% cuando el transpos6n se 

insertaba 1ntegramente y se demostró que en fagos no defectuosos, 

los sitios de integración del transposón se encontraban en la 

región IG (55). 
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Zacher, mediante la inserción de un fragmento de 2. 8 Kb de la 

digestión del transpos6n Tn10 (codificante para Te'') con la enzima 

Bgl II en el fago fd, obtuvo un fago híbrido que confer1a 

resistencia a tetraciclina a las células infectadas por el mismo, . 

dando como resultado la aparición de colonias resistentes a la 

acción del antibiótico; dicha construcción fue llamada fago "fd

tot" ( 140) • Se descubrió tambilm que éste vector pod1a ser 

propaqado en forma semejante a un plásmido independientemente de la 

tunciOn del fago, y que los fragmentos insertados en el sitio de 

clonación (Bam HI en el gene III) pod1an ser de diversos tamanos 

(2.5 a 6 Kb). Mediante la localización del segmento del transPos6n 

insertado en el DNA del fago fd, y la determinación del mapa de 

restricción caracteristico del fago fd-tet (figura 6), aunado al 

no. de particulas qua se obtenian en comparación con otros 

vectores, se llego a la conclusión de que el fago fd-tet era 

defectuoso en la sintesis de DNA en el proceso de rep_licaci6n, 

produciendo aprox. 10 copias del fago por cada célula infectada en 

fase estacionaria (126). Esta caracter1stica fue ventajosa, en el 

sentido de disminuir al m1nimo la cantidad de mutantes espontaneas 

generados por pérdida de ONA durante el proceso de amplificación de 

viriones ( 116) • 

Al igual que Zacher, para construcciones posteriores se 

utilizaron tragmentos de plásmidos obtenidos por su digestión con 

enzimas de restricción, dando origen a vectores que conferian 

resistencia a diversos antibióticos (Tabla 2). 

Actualmente se disponen de diversos vectores de éste tipo y 
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J'IGURA 6. MAPA GEHE'I'.ICO DEL PAGO fd-tet. se muestran los genes, los 

sitios de restricción y la posición del fragmento derivado del 

transpos6n Tnio (Región Tet) (140). 



que incluso dieron origen a los fagos filamentosos de fusión. 

s. Fagos filamentosos da ruai6n y su aplicación en al 

an&lisis de determinantes antigénicoa (epitopos) 

de proteínas. 
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A principios de la década de los 80 1 s comenzaron a hacerse 

estudios acerca de la importancia que ten1an las prote1nas 

caps1dicas de los fagos filamentosos en el ensamble de los mismos, 

y del aprovechamiento de éstas en el diseño de nuevos vectores 

involucrados en la expresión de prote1nas. 

En 1981 se reportó la construcción del vector de clonación 

.tKN16, que paree la tener grandes ventajas en la clonación de 

segmentos de ONA de interés de tamai\o considerable, ya que se 

hablan obtenido rendimientos muy favorables de transformantes 

cuando se introduc1an en éste vector segmentos de un tamaf\o de 6. 67 

a 9.46 Kb, algo que no se habla logrado anteriormente con otros 

vectores. Las caractcrlsticas mAs importantes de éste vector eran 

la baja capacidad de infección que poseia, a pesar de ser un vector 

derivado del fago filamentoso fd-tet (1o·a veces menos) (140), la 

conservación de las funciones necesarias para el ensamble del 

virión, y mas importántemente, la relación que poseia la deleci6n 

realizada en el gene III (507 pb) con el fin de introducir un sitio 

de clonación adecuado, con el proceso de infección (93). Estos 

resultados provocaron la realización de investigaciones 

subsecuentes enfocadas al estudio del papel que jugaba el gene III 
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en el ciclo vital del fago. 

Anteriormente se habla caracterizado a la protelna pIII como 

una proteina menor de la cápside, codificada por el gene III, y 

localizada en uno de los extremos del viri6n (105) • Actualmente se 

sabe que el gene III codifica para una protelna de 406 aminoácidos 

de aprox. 42,000 daltons de peso molecular, sintetizada con un 

péptido señal de 18 aminoácidos (47), siendo requerida para la 

terminación y estabilización del virión en el ensamble del mismo, 

y súmamente importante y escencial para el proceso de infección a 

la bacteria. La proteina forma una protuberancia en uno de los 

extremos del fago {figura le), la cual por acción de subtilisina, 

puede ser removida produciendo una particula no infecciosa e 

inhibiéndose por éste éfecto, la unión del fago al pelo sexual de 

la bacteria (50). La proteína contiene dos dominios ricos en 

glicina, los cuales consisten en varias repeticiones de la 

secuencia glu gly qly gly ser 'consideradas como responsables de 

gran parte de la capacidad infecciosa del fago (15). 

Nelson, en estudios realizados con el vector fKN16 y con la 

mutante fCA55 del fago fd-tet con el uso de anticuerpos anti-pIII, 

llegó a la conclusión de que existían dos dominios importantes en 

la morfogénesis del viri6n: el dominio e-terminal (carboxiterminal) 

involucrado en el ensamble normal del virión, dando como resultado 

la conservación del tamafio normal del mismo, y el dominio N

terminal (aminoterminal), responsable del proceso de adsorción de 

la partícula infecciosa a la célula huésped. Estas observaciones 

demostraron que éstos dominios actuaban de forma independiente uno 
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de otro, ya que éstas mutantes (en la región del dominio N

terminal) pod1an ensamblarse como part1culas normales de fago pero 

con la caracter1stica de haber perdido su capacidad infecciosa 

(24). 

Actualmente se sabe que el dominio N-terminal de la proteína 

pIII, confiere a la célula infectada cambios importantes en su 

membrana, incluyendo incrementada sensibilidad al desoxicolato, 

incrementada tolerancia a las colicinas y pérdida del pelo sexual¡. 

ésta Qltima propiedad previene la superinfección de la bacteria por 

otros fagos Ff 6 especificas para cepas masculinas. As! mismo, el 

dominio e-terminal conota de 23 aminoá.cidos hidrofóbicos que sirven 

como un ancla a la membrana para sujetar la prote1na en la membrana 

interna de la bacteria infectada con el fin de ensamblarse 

posteriormente al virión durante el proceso de ensamble (14). 

Los resultados obtenidos por Nelson, conyevaron a la 

observación inmediata de que posiblemente amlnoá.cidos extraf\os a la 

secuencia original de la proteína pIII, podrían insertarse entre 

los dos dominios sin abolición de la capacidad infecciosa y sin 

alteraci6n del proceso de morfogénesis (125). En 1985 se reportó la 

comprobación experimental de éstas observaciones al obtener clonas 

recornbinantes del fago filamentoso fl a la endoucleasa de la enzima 

de restricción EcoRI, después de insertar un fragmento de 171 pb 

del gene de ésta enzima entre las regiones codif icantes del gene 

III para los dos dominios, comprobando posteriormente la expresión 

de la proteina de 11 fusión 11 generada en la superficie del virión por 

su reconocimiento inmunológica con anticuerpos antiendonucleasa 
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EcoRI. La expresión de la protelna extraña como proteína de 

11 fusi6n 11 , se aprovechó para enriquecer más de 1000 veces las clonas 

recombinantes sobre los fagos ordinarios por medio del uso de 

anticuerpos especificas, otorgando con ello una ventaja enorme en 

el aislamiento y caracterización ef !caces, tanto del gene de 

interés, como de la prote1na codificada por el mismo. Debido a 

éstas caracterlsticas, ésta construcción fue denominada "fago de 

fusión" ( 124) • 

Las expectativas del uso de estos vectores como vehículos 

adecuados para el aislamiento de genes de interés fueron alcanzadas 

por de la cruz y col. al clonar secuencias de un epitopo repetitivo 

del circunesporozoito de Plasmodium falclparum (NANP) que 

anteriormente habla sido probado como un inmunógeno protector en 

modelos anlmales (59), entre los dos dominios de la prote1na del 

gene III dei fago fl. Los fagos de fusión resultantes (fPfl a 

fPf12) fueron utilizados posteriormente para inmunizar modelos 

animales (conejos y ratones) junto con adyuvante de Freund, 

detectándose la estimulación de una respuesta inmune en ellos al 

observarse la producción respectiva de anticuerpos en contra de la 

prote1na recombinante, encontrándose incluso, que los titules de 

éstos después de la inmunización con fagos recombinantes, era 

comparable o algunas veces superior al obtenido después de la 

inoculación con péptidos conjugados de la misma secuencia. As! 

mismo, se podían obtener grandes cantidades de antígeno sin 

sofisticados procedimientos de purificación, y comparando el 

proceso de obtención de proteínas sintéticas o de protefnas 
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recombinantes bacterianas, el producto pod1a ser purificado a un 

costo m1nimo (28). 

A partir de estos resultados, se desencadenaron una serie de 

investigaciones encaminadas al perfeccionamiento de los vectores 

para la produción de fagos de fusión. una de las primeras 

construcciones reportadas, fueron los vectores LUSE, los cuales se 

caracterizaron por trasladar el sitio de clonación de entre los dos 

dominios de la protelna pIII, a 2-J aminoácidos debajo del extremo 

N-terminal cerca del sitio de prote6lisis del péptido seftal, con lo 

cual la mayor!a de la secuencia del gene III era ininterrumpida por 

los insertos, reduciendo los efectos de los mismos en la función de 

la protelna pIII y expresándoae en la parte más expuesta de ésta 

(101, 119, 121). Estos vectores derivados del fago fd-tet (figura 

7), aunado a su propagación como un plásmido en medio de cultivo 

conteniendo Te, son seleccionables por anticuerpos especificas 

conservando clonas raras que son reconocidas por anticuerpos de una 

vasta libreri a de determinantes antigénicos, a comparación del 

vector de expresión lambda gtl.l. en el que algunas clonas se perd1an 

y, en muchas ocasiones, el tamafio del banco obtenido representaba. 

grandes problemas en el aislamiento de las clonas de interés ( 139). 

Estos vectores, que al igual que su antecesor no provocaban la 

muerte bacteriana durante su rnorfogéncsis (126), fueron probados 

con insertos de un tamano de 20 a 335 pb (promotor RNA polimerasa 

fago T7, gene lacz, y el inserto NANP) resultando en la expresión 

de éstos cuando restablecian la fase de lectura adecuada del gene 

III (contituyendo el banco del fag0), provocando consecuentemente 
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que los insertos que fallaban en éste efecto eran no productivos, 

correspondiendo a la obtención de fagos no infecciosos. 

Junto con el desarrollo de estos vectores, fue introducido un 

procedimiento para la purificación por afinidad de los fagos de 

interés; en éste, el banco obtenido era hecho reaccionar con 

anticuerpos biotinados dirigidos contra el producto del gene 

clonado, para posteriormente ser atrapado el complejo ant1geno

anticuerpo en un sopoite conteniendo estreptavidina, purificándose 

asi la clona de interés en su forma infecciosa. Este procedimiento, 

llamado 11biopanning" (119), explota la fuerte unión biotina

estreptavidina para incrementar la obtención en la eficiencia de 

clonas, reduciendo el requerimiento en la cantidad de anticuerpos 

comparado con el procedimiento de purificación de Smith (124). 

Mediante este método puQieron aislarse las clonas obtenidas de una 

mezcla conteniendo un exceso de 108 TU de fagos sin ningún inserto, 

obteniendo mediante posterior amplificación y nueva selección de 

éstas, un enriquecimiento hasta de 106 en el número de partlculas 

infecciosas de interés. As1 mismo, ésta sel.ecci6n por afinidad 

resultó ser mucho mas fácil y efectiva que el aislamiento y 

anál.isis de numerosas clonas por procedimientos clásicos. 

Todos estos resultados desencadenaron en la aplicación 

inmediata de los fagos de fusión como posibles vehiculos para 

proteinas de interés inmunológico y sobre todo, en el estudio de 

regiones epit6picas derivadas de protelnas de interés. 

A pesar de los adelantos en la determinación de la función de 

gran cantidad de moléculas, el estudio de la antigenicidad de las 
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prote1nas se ve dificultado por el tamafto y la complejidad de las 

mismas; actualmente se sabe que las bases estructurales de la 

antigenicidad de las prote1nas está basada en la influencia de la 

posición espacial de determinados aminoácidos, y en aquellos casos 

en los que se conoce completamente la estructura de la proteina, se 

han podido localizar con precisión regiones reconocidas por 

anticuerpos especificas, llamadas determinantes antigénicos o 

epitopos (6). Los epitopos de proteínas antigénicas han sido 

clasificados en continuos (secuenciales) y discontinuos 

(conformacionales); los continuos, compuestos de residuos 

inmediatamente cercanos entre si en la secuencia polipeptidica, 

mientras que los discontinuos formados de residuos distantes en la 

misma pero adyacentes en superficie prote1nica (conformación 

espacial del epitopo) (12). con el fin de identificar éstas 

regiones se han desarrollado gran cantidad de metodologías, pero la 

tecno1ogía existente ha tenido gran cantidad de limitaciones 

prácticas. 

A través de estudios realizados por medio de síntesis de 

mezclas de péptidos y de ensayos inmunológicos en los que se probó 

la capacidad de éstos de unir anticuerpos dirigidos en contra de 

determinados antígenos proteicos, se encontraron péptidos que 

imitaban a epitopos discontinuos determinados anteriormente en el 

antígeno original. A estas secuencias se les llamo 11 mimotopos 11 , ya 

que imitaban al determinante antigénico original de tal forma que 

podían ser reconocidos por el anticuerpo especifico correspondiente 

(44). 
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Basados en los resultados anteriores y en la observación de 

que los determinantes antigénicos de prote1nas corresponden a 

estructuras de 10 a 20 aa. (11.2), Scott y Smith reportaron la 

creación de .un 11 banco de cpitopos 11 en el fago de fusión fUSE 5 

mediante la clonación de oligonucleótidos degenerados de JJ pb con 

la secuencia Asp Oly Ala (Nlflt) 6 Oly Ala Ala Oly Ala (donde N = G, 

A, T, e y K = G, T), conteniendo una mezcla de fagos de fusión que 

expresaban 4 X 107 diferentes péptidos, aislandose clonas mediante 

el uso de dos anticuerpos monoclonales espec1ficos para el 

determinant~ antigénico Aap Phe Leu Olu Lys 7leu de la prote1na 

miohemeritrina (MHr) (119). El análisis de algunas clonas 

resultantes, mostró que los péptidos obtenidos eran marcadamente 

similares al epitopo natural; esto llevó a la observación, junto 

con las consideraciones de Geysen (44), que en algunos casos 

epitopos discontinuos pod1an ser imitados por péptidos cortos y que 

similarmente pod1a ser posible imitar determinantes antigénicos en 

hormonas, citocinas, virus y otros ligandos que espec1ficamente se 

unen a receptores u otras prote1nas (sustratos enzimáticos). As1 

mismo, el banco epitópico creado, pod1a ser de utilidad en el mapeo 

de epitopos continuos y aun en la identificación de epitopos 

discontinuos en proteínas de conocida estructura tridimensional; 

más aun, con el uso de la purificación por a~inidad con suero de 

pacientes infectados con virus, parásitos o bacterias, podr1an 

identificarse péptidos que distinguieran entre una y otra cepa o 

bien, servir como inmunógcnos protectores (vacunas) (28). 

Otras construcciones similares, comprobaron ,-la utilidad de 
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éste tipo de tecnolog1a en la creación de bancos de epitopos; 

CWirla reportó la creación de un banco de epitopos de hexapéptidos 

N-terminales mediante la clonación en el vector fAFF1 (Tabla II) de 

oliqonucleótidos degenerados, tal como en el caso anterior, con el 

fin de aislar péptidos semejantes a un determinante antigénico N

terminal continuo de 4 aminoácidos de la beta-endorfina, mostrando 

con ello que los ligandos pueden ser identificadas a pesar de no 

tenerse información concerniente a la especificidad del anticuerpo, 

y que es posible imitar prote1nas de interés inmunológico con 

péptidos no relacionados (25). Análogamente otra construcción 

realizada en el vector M13LPó7, derivado del fago M13mp19 (Tabla 

I) , fue utilizada para buscar péptidos que pudieran unirse a 

estreptavidina, lográndose aislar nueve diferentes péptidos de los 

que no se tenia conocimiento que se uniesen a éste compuesto, 

inhibiéndose· su unión al adicionar biotina; con éstos resultados se 

verificó la eficiencia del sistema en la determinación de 

secuencias pept!dicas imitadoras de ligandos no pept1dicos (32). 

As! mismo, la utilidad de este sistema en el aislamiento de 

cpitopos de prote!nas de interés se ha visto con la creación de un 

banco epitópico en el fago de fusión fUSE 1 de las proteínas Gag 

p17 y p24 del virus HIV, aisl~ndose diversas clonas mediante el uso 

de anticuerpos monoclonales y revelándose en ellas la presencia de 

una prote!na de 65 KDal mediante Western blot (130). 

En los 0.ltimos af\os los fagos filamentosos han sido utilizados 

principalmente para el estudio de regiones pept1dicas de interés 

inmunológico, pero reciéntemente se ha reportad.o su uso coma 
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Vector Lac• se HB Deteooi6n 

Ft silvestre AvaI Placa 

M13mp18,19 Si EcoRI Ambos 

fd-tet HindIII Te Colonia 

fKN:t.6, fBH16 BamHI Te Colonia 

tam-tet BamHI Te Colonia 

fdll EcoRI Placa 

fd 101 PstI Ap Colonia 

fd 103 PstI Ap,Cm Colonia 

fd 104 XhoI Kan Colonia 

fd 106 SmaI Ap,Ctn Colonia 

Ml3bla PstI Ap Colonia 

Ml3bla/eat EcoRI Ap,Ctn Colonia 

tUSE 1,2,3,5 PBXS Te Colonia· 

Ml3LP67 Si l<pnI Placa 

fd-CATl PatI, XhoI Te Colonia 

fAFFl BstXI Te Colonia 

TABLA I. CARACTBRISTICAS DB ALGUNOS VBCTORBS Ff. Lac': puede 

ser detectado por esta caracteristica; se: sitios de clonación; P: 

PvuII, B: BglII, X: XhoI, s: SfiI; MS: marcadores de selección; Te: 

tetraciclina; Ap: Ampicilina; cm: Cloranfenicol; Kan: Kanamicina. 

(25, 32, so, 119, 125, 143). 
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anticuerpos al ser introduci(los genes de la región variable de 

inmunoglobulinas del anticuerpo 01.J dirigido contra lisozima, en 

la región del gene III del fago de fusión fd-CATl (Tabla I). Los 

resultados de ésta construcción revelaron que las partículas 

infecciosas recombinantes a estos genes pose!an el mismo patrón de 

reactividad que el anticuerpo Dl.3 (81). 

Debido a todos los usos mencionados, los fagos filamentosos de 

fusión podrían también considerarse en un futuro, como buenos 

candidatos para el desarrollo de nuevos agentes farmacológicos, 

debido a la imitación de la modulación fisiológica de l.igandos 

naturales por parte de mimotopos obtenidos en estos bancos. 



X~ H E .T O D O L O O X A 



1. Estrategia experimental. 

CEPA RECEPTORA 

¡e. coli K91-Ka~ (Kan'. lac· ,:Jfr)I 

IMedios diferenciales y selectivos! 

!comprobación factor F• I 

l:NBERTOS 

Obtención 

DNA crornosomal s. typhi 

o 
1 Digestión Bgl II 1 

Fl 
1 Separación fragmentos 2.6 a 3.4 Kbl 

o 
f Sonicación 1 
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VECTOR 

Obtención particulas 

infecciosas (PEG) 

o 
!Ensayo de infectividadl 

o 
¡Titulación 1 

a 
DNA RF fago fUSE 2 

(lisis alcalina) 

a 
Digestión BglII, EcoRI, 

BamHI, HaeIII, TaqI. 

r: IDigestión BglII 1 

Transformación 

1 Digestión Bal 31 Clonación c:!f (electroporación) 

o r (ligación) 

o 

jReparación Klenow! Selección colonias Ter 

,_,
1 
__ .Q, __ --.

1 
1r.=r==:=;irn;J_{}_ ~ 

Linkers Barn HI s, 10, 12 ____ <!;_:_ ______ ! Biopanning 
1 

1 Identificación inmunológica I~ 

\Ac. antiporinas conejo}c:===============::>IELISA, Dot-ELISA 
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2. caraoterizaoi6n da la capa bacteriana. 

a) caraateristioa laa·. Se prepararon placas de los medios 

Verde Brillante, EMB y Mackonkey (67), en las cuales se sembró por 

dilución la cepa E. coli K9l.-Kan (Hfr-cavalli thi ,.,. Kan'" lac") 

(101) proveniente de un cultivo en medio sólido donado por el Dr. 

G. P. Smith, junto con un control positivo de E. coli polivalente 

II (lac*) donado por la QFI. A. Becerril, para después proceder a 

au incubación a 37ºC por 18-24 hrs. 

~> Resistencia a k•nam.ioina. Se prepararon placas de agar LB 

(116) con el antibiótico correspondiente a una concentración t"inal 

de 100 ug/ml (127}, para posteriormente sembrarse por dilución en 

éste medio las cepas E. coli K91-Kan, E. coli HC1061, (F" strA thi 

Kan5) y E. coli KB02 (F.Kan5) y proceder a su incubación a 37ºC por 

24 hrs. 

e) Prepenoia del factor F+. se adicionó un in6culo de E. coll 

X9l-Kan a 2 ml de caldo LB Kan (100 ug/ml), incubándose ON a 37ºC; 

posteriormente se inocularon 50 ml de caldo A (Caldo LB 

suplementado con 10 mM MgS04-7H20, 0.2% Glucosa) con 0 .. 5 ml del 

cultivo anterior, incubando a 37ºC a 200 rpm en agitación constante 

hasta alcanzar la fase lag (3-4 hr~). El cultivo obtenido se guardó 

en hielo 10 min para después centrifugarse a 5000 rpm 10 rnin a 4ºc, 

desechando el sobrenadante y resuspendiendo la pastilla 

cuid~dósamente en o.s ml de medio A preenfriado en hielo, 

agregándose 2.5 ml de medio B preenfriado en hielo para finalmente 
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mezclar con cuidado sin vortex. hasta la completa resuspensión de la 

bacteria (células competentes). se dividieron las células 

competentes en alicuotas de 200 ul, utilizándose varias de ellas 

para la transformación y guardándose el resto a -7o0 c (95). Para el 

proceso de transformación, se tomaron 200 ul de células competentes 

y fueron mezcladas inmediátamente con 1 y 5 ul de una sol. de DNA 

Rf del fago Ml3mpl.9 (donadas por el M. en c. G. Ram1rez) e 

incubAndose de 1-1. 5 hrs en hielo a 4ºC. Posteriormente las células 

se sometieron a un pulso de calor a 42ºC por 70 seg para después 

Colocarse en hielo inmediatamente después por 2 min; finalmente las 

células se colocaron en 3 ml de agar suave YT previamente fundido. 

y preenfriado a 55ºC, nlezclándose y virtiéndose homogéneamente en 

placas de agar LB. Después de esperar la solidificación del agar 

suave, se incubaron las placas a J7ºC por 24 hrs. 

3. Preparación del vector da clonaoi6n. 

a) Obtención y propagación de viriones del tago fUSE 2. Se 

adicionó 1 ul de una sol. de fago fUSE 2 con una concentración de 

101°'ru (donado por el Dr. G. P. Smith), a 300 ul de un cultivo ON 

de E. coli K91-Kan incubándose la mezcla a J7ºC por 48 hrs sin 

agitación. Por otro lado, se inocularon 50 ml de caldo LB con E. 

coli K91-Kan, el cual se incubó a J7°C a 200 rpm durante 4 hrs; 

posteriormente el cultivo se centrifugó a 5000 rpm 10 min a 4ºC. La 

pastilla as1 obtenida se resuspendi6 en J ml de caldo LB estéril y 

fue mezclada junto con las células infectadas por las part1culas 

infecciosas del fago (cultivo ON) y colocadas en 100 ml de medio LB 
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estéril, dejándose en agitación constante (50-60 rpm) durante l hr 

a 37ºC; posteriormente se aumentó la agitación a 200 rpm incubando 

ON a la misma temperatura. El cultivo obtenido se centrifugó a 5000 

rpm 10 min a 4ºC, recuperándose el sobrenadante y guardándose la· 

pastilla a 4ºC para la obtención del DNA RF. Al sobrenadante 

obtenido, se le adicionaron 0.15 partes del volúmen de una sol. de 

PEG/NaCl (16.7\/3.3 M stock), homogeneizando suavemente la mezcla 

por lo manos durante 100 inversiones; la mezcla resul.tante se 

colocó en el congelador 20 min para posteriormente dejarlo a 4°C 

ON. y centrifugar la mezcla a 17000 rpm 30 min, a 4°C. La pastilla 

obtenida se resuspendi6 en 1 ml de solución TE (10 mM Tris-HCl, lmM 

EOTA) para incubación en bano de agua a 70°C durante 1 hr; después 

del calentamiento, se agregaron 150 ul (0.15 partes) de sol. 

PEG/NaCl mezclándose con suavidad durante minimo 100 inversiones y 

dej6ndose en hielo durante 4 hrs. La mezcla se microcentrifug6 a 

14000 rpm durante 20 min a 4°C y la pastilla as1 obtenida, fue 

finalmente resuspendida en 200-300 ul de TE y guardada a -2oºc. 

Bnaayo da infeoti vi dad. se real izó un ensayo de 

transformaci6n con una sol. de DNA RF de fago M13mp19 de 2 mg/ml en 

E. coli K91-Kan, obteniéndose placas opacas en la superficie del 

agar después de la incubación correspondiente. Con el fin de 

obtener un control positivo para el ensayo, se seleccionó la placa 

rná.s aislada y se picó en el centro de la misma con un capilar 

adelgazado estéril, colocándose inmediatamente en un tubo 

conteniendo 1 ml de caldo LB estéril y dejándose de 1-2 hrs a temp. 

amb. (difusión de las particulas del fago fuera del agar). Por otro 
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lado, se inocularon 5 ml de medio LB estéril con una colonia 

aislada de E. coli K91-Kan proveniente de un cultivo en placa de 

agar LB de 24 hrs de incubación, dejándose incubar de 6 a a hrs a 

J7ºC a 200 rpm. Las células se guardaron a 4ºC hasta su utilización. 

Para la obtención de las part1culas infecciosas correspondientes, 

se inoculó un tubo conteniendo 2 ml de medio LB estéril con 50 ul 

de células obtenidas del cultivo anterior y con 100 ul (O.l partes) 

de la suspensión de fagos derivadas de una placa, para 

posteriormente dejar en incubación de 5-6 hrs a 37°C en agitación 

constante. Finalmente se centrifugó el cultivo a 14000 rprn durante 

5 min recuperándose el sobrenadante y guardándose a -2oºc (116). 

- Rea1izaci6n dol ensayo. se realiz6 un cultivo de E. coli 

K91-Kan en 5 ml de caldo LB hasta alcanzar su fase log., 

centrifugándose a 5000 rpm a temp. amb. y resuspendiéndose en 3 ml 

de SSF estéril, manteniendo las células a J7ºC durante todo el 

ensayo. Se mezclaron 100 ul de células resuspendidas junto con 200 

ul de un cultivo de 6-7 hrs de E. coli K9l-Kan mezclado con 20 y 40 

ul respectivamente de la suspensión' de fagos fUSE 2 obtenida 

anteriormente. El control positivo fue mezclado con 200 ul de 

suspensión bacteriana. Posteriormente el control y los cultivos de 

fago fUSE 2 fueron incubados l.O min a 37°C {adsorción del fago), 

mezclándose homogéneamente al término de la incubación con J ml de 

agar suave TB y va~iándose en placas de medio LB con Te (20ug/ml) 

solo los cultivos de fago fUSE 2. Se permitió la solidificación del 

agar para posteriormente incubar a J7ºC por 24 hrs. 

- Titulación. Se obtuvo un cultivo en fase log. de E. coli 
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K91-Kan en 50 ml de caldo LB como anteriormente se ha descrito, 

para resuspenderse en ml de SSF estéril después de su 

centrifugación a 4000 rpm 10 min, manteniéndose el cultivo siempre 

a 37ºC durante todo el ensayo. As1 mismo, se realizaron diluciones 

de la sol. de fagos LVSE 2 obtenida anteriormente en rnicroplacas 

estériles de 96 pozos de fondo redondo, tomando 100 ul de cada 

diluci6n en SSF (diluciones de io·1 a 10"14 ) • Posteriormente se 

agregaron 100 ul de la suspensión bacteriana a cada dilución 

incubándose 10 mina temp. amb., para finalmente agregar 100 ul de 

medio LB auplementado con 0.2 ug/ml de Te e incubar las placas 30 

mina 37°c. Al término de ésta, la mezcla se colocó en ml de·agar 

suave TB estéril, fundido y preenfriado a ssºc y se vació 

inmedi!tamente en placas de agar LB Te (20ug/ml), repartiéndose 

homogéneamente. Se permitió la solidificación del agar para 

proceder a la incubación a J7°C por 24-48 hrs (127). 

b) obtención de DNA RF dol taqo fUSE2. Las células obtenidas 

de la amplificación del fago !USE 2 (inciso a), fueron 

resuspendidas en 20 ml de NaCl 10 mM, centrifugAndose a 6000 rpm 10 

min a 4ºC, para después resuspenderse con vortex en a ml de SET 

(20% sacarosa, 50 mM Tris pH 7. G, 50 mM EDTA) hasta formar una 

suspensión homogenea, agreg~ndose un 11 espatulazo11 de lizosima y 50 

ul de RNAsa para colocar la mezcla JO min en hielo. En seguida se 

añadió una mezcla recién preparada de sol. de lisis (8 ml de NaOH. 

0.4 N y 8 ml de sos al 2%), mezclando con suavidad durante 5 min y 

colocando la mezcla en baño de hielo por 15 min Se añadieron 12 ml 
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de acetato de sodio 3 M pH 5 previamente enfriado (33) dejándose la 

mezcla en hielo por 30 min más; la mezcla resultante se centrifugó 

20 min a 17000 rpm a 4ºc, recuperando el sobrenadante en un tubo de 

limpio para agregar 1 vol. de isopropanol, mezclando perféctamente 

por inversión y colocando la mezcla de 1-2 hrs a - 2oºc. 

Posteriormente la suspensión se centrifugó durante 10 min a 10000 

rpm a 4ºC, desechando el sobrenadante y dejando secar la pastilla 

en campana de flujo laminar. Finalmente se resuspendi6 el 

precipitado en 1-3 rnl de TE, agregándose 10 ul de RNAsa, incubando 

30 min a 37°C para después extraer varias veces con una mezcla 1:1 

fenol-cloroformo en tubos Eppendorff por el método de "doble espín" 

(127) hasta la desaparición de la interfase lechosa. En seguida se 

extrajo 2 veces con cloroformo, recuperándose la fase acuosa ·y 

adicionándose o. 1 partes de acetato de amonio 7. 5 M e 

inmediátamen.te después 3 vol. de etanol absoluto. La mezcla 

resultante se colocó a -2oºc ON, para después centrifugar a 14000 

rpm durante 15 rnin a ternp. arnb., lavándose la pastilla 2 veces con 

l ml de etanol al 70%. Finalmente la pastilla se secó en una 

campana de flujo laminar y se resuspendió en JOO ul de agua 

inyectable (33, 111, 116). Para comprobar la existencia de DNA en 

la sol. final, se mezclaron 3 ul de la misma con 5 ul de STOP MIX 

(5 M Urea, 10% glicerol, o.5% sos, 0,025% xilencianol, 0.025% azul 

bromofenol) colocando la mezcla en minigel de agarosa al o. 7%, 

realizando el corrimiento electroforético correspondiente y 

revelando con bromuro de etidio. La concentración de DNA en la sol. 

fue determinada por espectrofotometr1a a 260 nrn ( 116). Para 
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verificar que el DNA obtenido confer1a resistencia a Te (fUSE), se 

realizó una transformación bacteriana en la cepa usada con el 

método anteriormente descrito. 

o) caraoteriaaoi6n dal DNA RJ' del fago fUSB 2. Conociendo el 

mapa do restriccl6n del fago ~USE 2, se procedió a digerir el ONA 

obtenido con las siguientes enzimas de restricción: 

Digesti6n Eco RI 1oul DNA RF fUSE 2 (Sug) 

2Ul Buffer Eco RI 10X 

2ul BSA 10X 

Sul agua inyectable 

1Ul enzima Eco RI (14U/Ul). 

Digesti6n Barn HI lOul DNA RF fUSE 2 (Sug) 

2Ul Buffer Barn HI lOX 

2Ul BSA lOX 

Sul agua inyectable 

lul enzima Bam HI (lBU/ul). 

Les mezclas anteriores se dejaron en incubaci6n a J7ºC durante 

más de 18 hrs en tubos Eppendorff cerrados herméticamente (21). 

Para verificar la digestión total del DNA en ensayo, se tomó 1 ul 

de cada digestión mezclándose con 5 ul de STOP MIX y colocando en 

gel de agarosa al o. 7% para electroforesis junto con un marcador de 

fago lambda (donado por la M. en c. Rossana Pelayo) digerido con la 

enzima Hind III (21). Después de la verificación de la total 

digestión del DNA y del tamaño resultante de esa digestión, se 

procedió a obtener un patrón electroforético experimental del ONA 
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del fago ~USE 2 con las enzimas de restricción Taq I y Hae III. Las 

mezclas de digestión fueron las siguientes: 

Digestión Taq I lOUl DNA RF fUSE 2 (5ug) 

2ul Buffer Taq I l.OX 

2ul BSA lOX 

Sul agua inyectable 

lUl enzima Taq I (20U/ul) 

Digestión Hae III lOul DNA RF fUSE 2 (Sug) 

2ul Buffer Hae III lOX 

2ul BSA lOX 

Sul agua inyectable 

lul enzima Hae III (16U/ul) 

En seguida se dejaron las mezclas en incubación a 37ºc por 24 

hrs, verificando la totalidad de las digestiones por electroforesis 

en gel de poiiacrilamida (PAGE) al 7.5% al fin de la incubación, y 

realizando el análisis de las bandas resultantes junto con 

controles del plásmido pUC 9 digerido con las enzimas Eco RI, Hae 

III y Taq I. 

d) Digestión del vector de clonación con la enzima Bgl XI. 

Para verificar la existencia de un sitio ünico de restricción a la 

enzima Bgl II en la secuencia nucleotidica dél fago fUSE 2 (101), 

se realizó la siguiente mezcla de digestión: 

Digestión Bgl II SOul DNA RF fUSE 2 (Sug) 

6ul Buffer Bgl II 10X 

Gul BSA lOX 
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lul enzima Bgl II (20U/ul) 

se procedió a la incubaci6~ de la mezcla durante 24 hrs a J7°C 

(21), verificándose la digestión total del DNA por una 

electroforesis en agarosa al 0.7%, junto con un control de fago 

lambda Hind III. Después de la observaci6n del ONA en el minigel, 

se procedió a extraer un par de veces la mezcla de digestión con 

una mezcla 1:1 tenol-cloroformo, recuperando la fase acuosa cada 

vez y extrayendo finalmente 2 veces con cloroformo; a la tase 

iscuosa resultante se adicionó 0.1 partes de acetato de amonio 7.5 

M e inmediátamente después vol. de etanol absoluto, mezclando 

perfectamente y dejando la mezcla a -20°c por 24 ·hrs. 

Posteriormente la mezcla fue centrifugada 20 min a 14000 rpm, 

lavándose la pastilla resultante 3 veces con etanol al 70%, 

secándose en campana de flujo laminar y resuspendiéndose en 50 ul 

de agua inyectable. Esta sol. fue guardada a -2oºc hasta su uso. 

4. Preparación de los insertos. 

a) obtenai6n da DNA aramoaomal de s. typhi 9, 12 vi:d. Se 

inocularon 3 ml de caldo LB estéril con Salmonella typhi 9, 12 Vi:d 

proveniente de un cultivo en caja de agar BHI de 24 hrs, dejándose 

en incubación ON a J7ºC a 200 rprn. Al término del periodo de 

incubación, el cultivo se vació por completo en un matraz 

Erlenrneyer conteniendo 250 ml de caldo LB estéril para 

posteriormente proceder a incubar el cultivo en agitación constante 

a 200 rpm a 37°C durante 10 a 12 hrs más. El cultivo as! obtenido, 

fue centrifugado 10 min a 7000 rprn resuspendiendo la pastilla en 20 
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ml de TE (Tris-EOTA 50-20 mM) centrifugando nuevamente y recuperar 

solo el paquete celular. La pastilla obtenida fue resuspendida en 

8 ml de TE para adicionar los siguientes reactivos: 1 ml de sol. de 

sos al 10% (disuelto en TE so-20 rnM), 50 a 100 ul de pronasa (5 

mg/ml, incubada previamente 1 hr. a J7ºC), 50 ul de RNAsa y un 

"espatulazo" de lizosima¡ ésta mezcla se homogcniz6 cuidadosamente 

sin vortex y se incubó de 4 hrs ON a J7°C hasta la observación de 

una sol. clara y viscosa (indicación de lisis celular bacteriana). 

En aeguida se procedió a extraer la mezcla con un volO.men de mezcla 

fenal-cloroformo, agitando sin vortex y centrifugando a 7000 rpm 10 

min para finalmente recuperar la fase superior (acuosa) ; el proceso 

de extracción se repitió hasta verificar que la interfase se 

encontraba completamente transparente. A la fase acuosa resultante 

se le adicionaron 0.1 partes del volúmen de acetato de amonio 7.5 

M enfriado Para posteriormente agregar 3 vol. de etanol absoluto 

preenfriado y mezclar perfectamente. El DNA precipitado fue 

capturado cuidadosamente con una varilla de vidrio y lavado 3 veces 

con etanol al 70% por inmersión para después resuspenderlo en 0.5 

ml de agua inyectable para proceder a su almacenamiento a -20°c. 

Finalmente la concentración de DNA en la sol. fue determinada 

eGpectrofotométricamente a 260 nm (JJ, 111, 116). 

b) Digestión DNA oromosomal do s. typhi 9, 12 Vi:d con la 

enzima de restricción Bgl II. Con el fin de obtener la región de 

3Kb que contiene al gene ompC (108), se realizó la siguiente mezcla 

de digestión: 



DNA cromosomal de s. typhi 

Agua inyectable 

Buffer Bgl II lOX 

BSA metilada lOX 

Enzima Bgl II (20U/ul) 

lOOul 

lOOul 

22ul 

22Ul 

2ul 

60 

Hecha la mezcla, se procedió a su incubación a J7°C ON, 

verificándose la digestión total del DNA cromosomal por medio de 

una electroforesis en gel de agarosa al 1\. 

o) saparaci6n de los fragmentos de 2.6 a 3.4 JCb. Después de la 

verificación de la digestión total del DNA cromosomal, se realizó 

un gal preparativo de agarosa al o.e\ colocando como controles los 

pl~smidos pUC 9 (138) digerido con la enzima Eco RI (2.6 Kb) y pKGS 

(70) digerido con la enzima Bgl II (3.4 Kb), colocados en un solo 

carril. El corrimiento electroforético se realizó. en una cámara 

vertical con buffer TBE lX {116) y con un voltaje de 90 volts. 

Posteriormente, el gel fue sumergido durante s seg en una sol. 

diluida de bromuro de etidio y enjuagada de inmediato con agua 

corriente. El gel fue observado por periodos menores a 5 seg a 366 

nm (UV). Se localizaron los marcadores y posteriormente se cortó el 

gel a la misma altura de los mismos al nivel del DNA cromosoma! 

digerido de s. typhi, obteniéndose con ello los fragmentos de 2.6 

a 3.4 Kb (116). El DNA contenido en el fragmento de agarosa fue 

extraido del mismo utilizando papel de nylon (Gene screen) (142) ··· 

con el siguiente protocolo: 

Se tomó un tubo Eppendorff de 1.5 rnl al cual se le hizo un 
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orificio pequefio en la parte más baja, colocándose en el interior 

del tubo un cucurucho de papel nylon, el cual se humedeció con 200 

ul de buffer de eluci6n (0.1% sos, 50 mM Tris-HCl pH 7.5), 

dejándose en reposo por 10 min. Los fragmentos de agarosa obtenidos 

del gel preparativo, fueron colocados en pequef\os trozos dentro del 

papel junto con 200 ul más de buffer de elución y centrifugándose 

a 5000 rpm por periodos cortos {20 seg) y largos (5 min) , 

recibiendo el filtrado en varios tubos Eppendorff de la misma 

capacidad. Al término de la centrifugación, el filtrado se extrajo 

2 veces con mezcla fenol-cloroforrno, para finalmente recuperar la 

fase acuosa y extraer una vez más con cloroformo; posteriormente se 

adicionaron o. 1 partes de acetato de amonio 7. 5 M y 3 vol. de 

etanol absoluto previemente enfriado, procediéndose a dejar 2 d!as 

a -20°c. Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante JO min 

a 14000 rpm~ desechándose el sobrenadante, lavando 2 veces con 

etanol al 70%; y secando la pastilla para resuspender en 150 ul de 

agua inyectable, almacenándose a -2oºc. Para verificar la presencia 

de DNA en la sol., se tornaron ul de la sol. obtenida 

anteriormente, para realizar una electroforesis en gel de agarosa 

a1 0.7%. 

d) Sonicaci6n del DNA obtenido. Para determinar las 

condiciones de soricación adecuadas de potencia y tiempo para la 

obtención al azar de fragmentos de tamano m1nimo lo menos danado 

posible, se realizaron ensayos con otros DNA 1 s. Los DNA's 

utilizados fueron: plásmido pUC 9 digerido con la enzima de 
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restricción Eco RI, produciendo un ONA lineal de 2.6 Kb y DNA 

cromosomal total de s. typh1 9, 12 Vi:d sin digerir; el pro~ocolo 

fue el siguiente: se resuspendieron 3 ul de una sol. de 1.6 rng/ml 

de pUC 9 Eco RI en 197 ul de buffer ssc lX (48), obteniéndose 

soluciones de DNA conteniendo aprox. 5 ug de DNA en total; 30 ul de 

DNA cromosomal (1 mg/ml) se mezclaron con 170 ul de buffer ssc lX, 

obteniéndose soluciones con 30 ug de DNA en total. Se tomaron éstas 

dos sol. para cada condici6n ensayada de sonicaci6n, utilizando 50 

y 100 watts de potencia y de 1 a 12 min de sonicación con 

intervalos de reposo de 1 min en hielo entre cada uno de ellos 

(48). Posterior a la sonicación, se agregaron 0.1 partes de acetato 

de amonio 7.5 M y vol. de etanol absoluto, mezclando 

perfectamente y dejando en bafto de hielo por 24 hrs a -20°c; todas 

las sol. (1 por condición) se centrifugaron 20 min a 14000 rpm 

desechando el sobrenadante para secar y resuspender en 20 ul (pUC 

9) y en 50 ul (DNA cromosomal) de agua inyectable. Para visualizar 

el efecto del proceso de sonicación sobre el DNA lineal y el DNA 

cromosomal de S. typhi, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 7.5% a 200 volts, revelando finalmente con sol. 

de bromuro de etidio al o.st y observando el DNA a 366 nm. Después 

del análisis de los resultados oobtenidos, se decidió sonicar el 

DNA obtenido anteriormente ( 2. 6 a 3. 4 Kb) a las condiciones 

resultantes. 

e) Ensayo de digestión con la nucleasa Bal 31. El DNA 

cromosomal resultante de la sonicación (aprox. 120 ul), fue 
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precipitado con etanol y acet~to de amonio en hielo seco de 4 a 5 

hrs para posteriormente resuspenderse en 100 ul de agua inyectable. 

De ésta muestra se tomaron so ul para hacer la siguiente mezcla de 

digestión: 

DNA cromosoma! sonicado 

Buffer Bal 31 5X 

Enzima Bal 31 (2.5U/ul) 

aoul 

20Ul 

2Ul 

La mezcla fue incubada a 37ºC (21), tomándose una muestra de 

14 ul cada minuto hasta e min y detener la reacci6n enzimática con 

5 ul de EDTA 2 M en cada ocasión. Para visualizar el efecto de la 

digestión enzimática, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12%, colocándose las muestras junto con un 

control del mismo DNA sin digerir. Después de la determinación de 

las condiciones adecuadas para la digestión, se realizó el ensayo 

con el DNA d'e la región de 3 Kb anteriormente sonicado. La mezcla 

de digestión utilizada fue la siguiente: 

DNA región 3 Kb sonicado 70ul 

Buffer Bal 31 SX 2ou1 

Agua inyectable 9ul 

Enzima Bal 31 (2.5U/ul) lul 

Después del periodo de incubación, se agregó la cantidad 

suficiente de EDTA 12 M para detener la reacción para finalmente 

extraer con mezcla fenal-cloroformo una vez y después extraer con 

cloroformo una vez por el método de 11 doble espin 11 (127). Finalmente 

se precipitó con etanol-aCetato de amonio durante 2 d1as a -2oºc. 

Después de su centrifugación y posterior lavado con etanol al 70%, 
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el ONA resultante se resuspendi6 en eo ul de agua inyectable para 

su uso posterior. 

t) Reparaoi6n del DNA con el fragmento Jtlenow de la DNA 

polimeraaa I de B. coli. Se realizaron las siguientes mezclas de 

reacción (65): 

DNA cromosomal sonicado 60ul DNA región 3Kb sonicado 60ul 

Buffer cinasa T, lOX 8ul Buffer cinasa T4 lOX 8ul 

dNTP's 2mM 2Ul dNTP 1 s 2mM 2ul 

ATP lOX 8ul ATP lOX 8ul 

Enzima Klenow (8.JU/ml) lul Enzima Klenow (8.JU/ml) lul 

Enzima pol. cinasa T4 lul Enzima pol. cinasa T4 lul 

DNA región 3Kb sonicado dig. Bal 31 soul 

autter cinasa T 4 lOX 6ul 

dNTP's 2mM 2ul 

ATP lOX (lmM) 6ul 

Enzima Klenow (8. JU/ml) lul 

Enzima pol. cinasa T 4 (2U/ul) 1Ul 

Las mezclas de reacción fueron incubadas a 37ºC durante lhr 

para después ser extraidas 2 veces con mezcla fenal-cloroformo y 

una vez con cloroformo (doble esp1n) y posteriormente ser 

precipitadas con la adición de acetato de amonio y etanol absoluto 

al ser enfriadas en baño de hielo ON. Al término del proceso de 

enfriamiento, se centrifugaron las sol. a 14000 rpm durante JO min, 

lavándose la pastilla 2 veces con etanol al 70% para secarse y ser 
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resuspendida en 50 ul de agua inyectable estéril. 

g) ·Ligación con linkers Bam HI de s, 10 y 12 pb y digestión 

con la respectiva enzima de festricci6n (136, 137). Se realizaron 

las siguientes mezclas de reacción (3 viales): 

DNA reparado y fosforilado 50ul 

Linker BamHI Bpb ( lOpmol/ul) Sul 

Linker BamHI lOpb ( 12pmol/ul) 4.2ul 

Linker Bam HI 12pb (16pmol/ul) Jul 

Buffer ligasa T 4 10X 8Ul 

ATP lX (O.lmM) 7ul 

Enzima ligasa T4 (2U/ul) lUl 

Después de mezclar perfectamente, se procedi6 a una incubación 

a temp. amb. por 24 hrs para posteriormente adicionar l ul más de· 

enzima ligaSa y B ul de ATP 1X y proceder a una incubación a 16ºc 

aprox. por 18 hrs más. Las mezclas de reacción se colocaron en un 

baño de agua a 65°C durante 10 rnin para después adicionar 6 ul de 

buffer lOX de la enzima Bam HI y 1 ul de dicha enzima y continuar 

con una incubación a 37ºC ON. Al final de la incubación, se 

extrajeron las sol. con mezcla fenol-cloroformo 2 veces y una vez 

con cloroformo (doble esp!n), para precipitar el DNA existente 

mediante la adición de acetato de amonio y etanol absoluto al ser 

enfriada la mezcla. Finalmente la mezcla obtenida se centrifugó a 

14000 rpm durante 30 min para posteriormente ser lavada la pastilla 

1 vez con etanol al 70%, secarse y ser resuspendida en 50 ul de 

agua inyectable estéril (116). 



s. c10naoi6n. 

se realizó la siguiente mezcla de reacción: 

INSERTO (DNA-linkers) 

Fago LUSE2 Bgl II (9.2Kb) 

Buffer ligasa T4 lOX 

DTT lOX (lM) 

Agua inyectable 

lOul 

Jul 

70ul 

lOul 

465ul 
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Hecha la mezcla, se procedió a incubarla a 50-60°C por l min 

para adicionar: 

ATP lOX 

BSA lOX 

Enzima ligasa T4 (2U/ul) 

70ul 

70ul 

2Ul 

Posteriormente se procedió a una incubaci6n a temp. amb. por 

24 hrs para después adicionar l ul más de enzima ligasa y dejar en 

incubación a 16ºC por 18 hrs más. Terminada la incubación, se 

adicionaron 77.7 ul de acetato de sodio 3 M y 466 ul de isopropanol 

colocando las sol. en hielo seco durante 1 hr y centrifugar durante 

30 min a 14000 rpm para desechar el sobrenadante y lavar la. 

pastilla 2 veces con etanol al 70%, y finalmente resuspender el ONA 

resultante an 20 ul de agua inyectable (116, 127). 

6. Transformaci6n bacteriana por electroporaci6n. 

a) Proparaci6n de células electrocompetentes. Se inocularon 5 

ml de caldo LB Str (100 ug/ml) con una asada de E. coli MC1061, 

incubándose el culti~o a 37°c ON a 200 rpm de agitación constante; 

al dia siguiente, 2 matraces Erlenmeyer {2 litros) conteniendo 500 
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ml de "super medio" (J2g peptona, 20g extracto de levadura, 5g de 

NaCl/litro, pH 7.5 con NaOH) fueron inoculados con 2.5 rnl del 

cultivo ON obtenido anteriormente, dejándolos en incubación a J7°C 

a 200 rpm por espacio de 4 hrs. Al final del proceso, se colocaron 

los matraces en un baño de hielo durante JO min para posteriormente 

continuar con su centrifugación a 6000 rpm durante 20 min a 4ºC (a 

partir de este momento, todo el proceso se realizó a 4ºC). El 

sobrenadante resultante fue desechado y la pastilla resuspendida en 

500 ml de sol. de HEPES 1 rnM prcenfriado para centrifugar de 

nuevamente y volver a resuspender en 500 ml más de HEPES l mM y 

vol.ver a centrifugar a las mismas condiciones. La pastilla as! 

obtenida fue resuspendida en 20 ml de glicerol estéril al 20% 

preenfriado para después centrifugar las células a 6000 rpm por 20 

min a 4ºC, desechando el sobrenadante y resuspendiendo la pastilla 

en 2 ml de cjlicerol al 20% precnfriado. Finalmente, la suspensión 

obtenida fue repartida en alicuotas de 50 ul guardándose las 

células a -70°C hasta su utilización (127). 

b) Bleotroporaci6n. se mezclaron 50 ul de células 

electrocompetentes junto con 20 ul de mezcla de clonación en celdas 

de 0.4 mm previamente enfriadas en hielo seco, colocándolas en el 

aparato de electroporación (BioRad) y sometiéndolas a un choque 

eléctrico por 5 milisegundos a 2.5 KV, 25 ufd, 200 ohms; 

inmediátamente después, ~e añadieron 2 ml de medio soc Te (Caldo LB 

adicionado con 10 mM Mgso4, 20 rnM Glucosa, 0.2 ug/ml Te) y 

transfiriendo la mezcla a un tubo estéril de 10 ml; se procedió a 
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una incubación a J7ºC durante JO min a 200 rpm para finalmente 

platear todo el cultivo en agar LB str Te (200 ul/placa) e incubur 

las placas resultantes a J7ºC durante 72 hrs hasta verificar la 

presencia de colonias bacterianas. Durante este proceso se realizó 

un control positivo de transformación, electroporando 2 ul de DNA 

RF del fago ~USE 2 (127). 

7. Obtención y prooaeam.ianto de loa viriones (banco). 

Después de veriricar la presencia de colonias bacterianas en 

las pla~as de medio selectivo, se colocaron 10 ml de medio TBS (50 

mM Tris-Hcl pH 7.5, 150 mM NaCl) estéril en cada una de ellas, 

dejándolas en reposo a temp. amb. durante 15 min. Posteriormente se 

resuspendieron las colonias bacterianas, recuperando la suspensión 

resultante y lavando cada una de las placas con 10 ml mas de medio 

TBS, mezclando esta sol. de lavado con la suspensión anterior. 

Finalmente se conjuntaron todas las sol. de lavado de una sola 

ligación para posteriormente centrifugarse a 6000 rpm durante 20 

min; la pastilla resultante, fue resuspendida en 2 ml de caldo LB 

Str Te y guardada en tubos estériles a 4ºC para su posterior 

analisis por oot-ELISA, mientras que a el sobrenadante recuperado, 

se adicionaron 0.15 partes de PEG/NaCl estéril, homogeneizando 

mlnirno 100 veces y congelando los tubos resultantes ON, para 

posteriormente obtener los viriones corrrespondientes y resuspender 

éstos en 300 ul de TE estéril (127). 



a. Aislamiento e identificación de clonas recoml:>inantes a 

proteinas de s. typhi 9, 12 Vi:d. 

a) Obtención de anticuerpos anti-porinas. 

69 

- Ensayo de inmunizaci6n. Los anticuerpos dirigidos contra 

porinas de S. typhi 9, 12 Vi:d fueron obtenidos por medio de la 

inmunización de conejos Nueva Zelanda hembras de aprox. 4 Kg de 

peso con una emulsión de porinas (0.6 rng) obtenidas por el méto~o 

de Nikaido (94) y adyuvante completo e incompleto de Freund 

mediante el siguiente esquema de inmunización realizado por el MVZ 

Arturo Guerrero. 

Dia 

10 

14 

1 

Vía 

Subcutánea 

Mezcla 

Porinas + Adyuv.cornp.Freund 

7 meses sin inmunización 

Subcutánea Porinas + Adyuv.Incom.Freund 

1 mes sin inmunización 

1 Subcutánea Porinas + Adyuv. Incom. Freund 

Al final de la última inmunización, se realiz6 un sangrado por 

la vena marginal de la oreja 8 d1as después, obteniéndose 12 ml de 

sangre de la cual se obtuvieron aprox. 5 ml de suero. El titulo de 

anticuerpos antiporinas del suero obtenido se determinó por un 

ensayo de ELISA indirecta. 

- Adsorción del suero con proteinas de membrana externa de E

coli. Se inocularon 125 ml de caldo LB con una asada de un cultivo 

en caja de agar LB de 24 hrs. de E. coli K91-Kan, incubándose a 
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J7ºC por espacio de 7-B hrs en agitación constante a 200 rpm. Al 

final de la incubación, el cultivo se centrifugó a 6000 rprn durante 

10 min, obteniéndose una pastilla que fue resuspendida en 9 ml de 

SSF estéril y dividiéndose por partes iguales en 3 tubos. Cada uno 

de los tubos fue sometido a sonicación con 200 watts de potencia 

hasta que la viscosidad de la suspensión desapareció por completo, 

centrifugAndose posteriormente 10 min a 6000 rpm. La pastillh as1 

obtenida en cada uno de los tubos, fue resuspendida respectivamente 

en 500 ul de agua destilada estéril (sonicado crudo). En seguida se 

agreg6 el contenido de cada uno de ellos a 5 ml de suero 

hiperinmune para después incubar la mezcla a J7ºC en posición 

horizontal en agitación constant~ a 50-60 rpm durante 4 hrs. Al 

término de la incubación, la mezcla se centrifugó durante 10 min a 

6000 rpm recuperándose el sobrenadante para volver a repetir el 

proceso 2 veces más a partir de la adición del sonicado crudo. 

Finalmente para evaluar la efectividad del proceso de adsorción, se 

realizó un ensayo de ELISA utilizando como ant19eno porinas de s. 

typhi 9, 12 Vi:d y prote1nas de membrana externa de E. coli K91-

Kan. 

- Adsorción del suero con viriones d.el fago fUSE 2.. A el 

suero recuperado de las adsorciones anteriores (aprox. 3 ml) se 

adicionaron 50 ul de una suspensión de fagos ~USE 2 con un titulo 

de 1010 TU/ml, para mezclar e incubar a 37ºC durante 30 min en. 

posición horizontal. Al término de la incubación, se procedió a una 

incubación ON (12 hrs) a 4°C en posición vertical y centrifugación 

al final del proceso a 14000 rpm durante 10 min para recuperar el 
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sobrenadante y realizar una prueba de ELISA con el fin de comprobar 

que la adsorción tuvo éxito. 

b) PuriUoaoi6n da 9amma-91obulinas ( 101) • Se co1oc6 el 

volO.men total de suero adsorbido anteriormente (J ml) en un vaso de 

precipitados junto con un agitador magnético para proceder a su 

hornogenizaci6n por un periodo de 10 min. En seguida se agregó gota 

a gota 1/ J del volümen de suero de una solución saturada de 

(Nñ4) 2so4 (1. 5 ml) sin detener la agitación, continuándola 30 min 

más. Al término de la agitación, se procedí~ a centrifugar la 

mezcla por 10 min a 2000 rpm, desechándose el sobrenadantc y 

resuspendiendo perfectamente la pastilla obtenida en el velamen 

original de suero (J ml) con SSF estéril. El proceso a partir de la 

adición de (NH4) 2S04 se repitió 2 veces más resuspendiéndose el 

precipitado ·finalmente en 3 ml de SSF estéril para posteriormente 

colocar ésta mezcla en un tubo de diálisis y proceder a dializar 

contra una solución de PBS durante 2 dias a 4ºC en agitación 

cºonstante. Finalmente se determinó la concentración de prote!na por 

el mátodo de Lowry. 

e) Biotinaci6n (127, 129). La fracción de las gammaglobulinas 

obtenida anteriormente se dializó contra una solución de NaHC03 o .1 

M durante 24 hrs a 4°C en agitación constante, recuperando la 

mezcla resultante y colocando 1 ml de ésta junto con 10 ul de una 

sol. de biotina (Ester de N-hidroxisuccinimido d-Biotina) 0.1 M 

disuelta en dimetilformamida ( 1. 3 rng en 760 ul de OMFM), para 
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finalmente dejar en incubación 2 hrs a temp. amb. en agitación 

constante. Posteriormente se agregaron 500 ul de buffer de 

etanolamina 1 M (pH 9, ajustado con HCl) dejándose reaccionar por 

espacio de 2 hrs a temp. amb. en agitación constante. Finalmente se 

procedió a dializar la mezcla anterior contra una sol. de Tris-HCl 

0.1 M pH 7.4 durante 24 hrs a 4ºC bajo agitación constante (101). 

Al final de la diálisis, se procedió a dializar nuevamente la 

mezcla contra PBS a 4ºC en agitación constante ON para finalmente 

almacenar a 4°C. 

- Comprobación d• la biotinaoi6n. Se elaboró un conjugado· 

avidina-peroxidasa para as! detectar la presencia de biotina en los 

anticuerpos a través de una prueba de ELISA, de la siguiente forma: 

se disolvieron 2.5 mg de avidina en o.5 ml de buffer de fosfatos 

0.1 M pH 6.8, mezclándose con una sol. de 5 mg de peroxidasa que 

anteriormente habla sido disuelta en 0.5 ml del mismo buffer. A 

ésta mezcla se agregaron 50 ul de una sol. de glutaraldehido al 1%, 

dejando la mezcla de reacción por espacio de 3 hrs a temp. amb. 

Posteriormente se procedió a una diálisis contra PBS durante toda 

la noche a 4°C, para finalmente recuperar la sol. y preservarla a 

4°C ( 129). 

- Evaluación del conjugado. Se colocaron diversas sol. de 

biotina (de 100 ug/ml a 0.78 ug/ml) en una placa de 96 pozos para 

ELISA, para posteriormente agregar diversas diluciones del 

conjugado (de 1:10 a 1:2000) y revelar con o-fenilendiamina. 

- Realización de la prueba. Se realizó una prueba de ELISA 

placas de 96 pozos, colocando como antigeno porinas de S. typhi 9, 
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l.2 Vi:d, como primer anticuerpo gammaglobulinas biotinadas y el 

conjugado avidina-peroxid~sa obtenido anteriormente para revelar 

con o-fenilendiamina. 

d) Belecoi6n (Biopanning). 

- sensibilizaoi6n del soporte con estreptavidina. En una caja 

de Petri de plástico (Falcan) de 35 X 10 mm, se colocó 1 ml de 

buffer NaHC03 O .1 M de pH no ajustado y 10 ul de una sol. de 

estreptavidina a una concentración de l mg/ml en el buffer 

anterior, para posteriormente colocar la caja cerrada en una cámara 

húmeda toda la noche a 4°c. Posteriormente se procedió a colocar 10 

ml de sol. bloqueadora (5 mg/ml BSA dializada, 0.1 M NaHC03 pH 9. 2) 

dejando en incubación a temp. amb. por espacio de l hr sin 

agitación. Finalmente se recuperó ésta sol. y la placa se lavó 3 

veces con 6 ml cada vez de una sol. de lavado TBS/TWeen 20 (200 

vol. TBS, 1 vol. Tween 20) por espacio de 5 min cada una bajo 

agitación constante. 

- Reali2aci6n de la prueba. Por otra parte, se mezclaron 50 ul 

de sol. de fagos de cada ligación (a excepción del banco de DNA 

cromosomal total sonicado del cual se adicionaron 20 ul) 

recuperados de la electroporación junto con 5 ul de gammaglobulinas 

blotinadas, dejando en incubación 1 hr a 37°C y posteriormente toda 

la noche a 4°C horizontalmente. Al final del proceso de incubación, 

se colocó 1 ml de una sol. de TBS/TWeen 20 mezclando perfectamente 

y colocando de inmediato la mezcla en la placa sensibilizada con 

estreptavidina para proceder a una agitación a 50-60 rpm durante 15 
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min a temp. amb. En seguida la mezcla anterior se descartó y se 

procedió a 10 lavados exaustivos con sol. de lavado por espacio de 

5 min cada uno bajo agitación constante, para finalmente secar las 

cajas en campana de flujo laminar, colocar eoo ul de buffer de 

eluciOn (l mg/ml BSA dializada, 0.1 N HCl pH 2.2) y proceder a una 

agitación cons,tante de 50-60 rpm a temp. amb. durante 20 min. 

Finalmente el eluido fue neutralizado inmediátamente con 48 ul de 

una sol. de Tris 2 M de pH no ajustado, para después proceder a la 

ampliíicaci6n de los tagos contenidos en el eluido (101, 127). 

- J\m.plifioaoi6n. Los eluidos procedentes del biopanning, 

fueron colocados en 2 ml de un cultivo ON de E. coli K91-KBn en. 

medio LB Kan e incubados a 37°C durante 48 hrs de 50-60 rpm de 

aqitaciOn constante. En Seguida se inocularon 200 ml de medio LB 

Kan con el cultivo obtenido anteriormente para proceder a su 

incubaci6n a 37ºC ON a 200 rpm. Finalmente al término de la 

incubación, se tom6· una muestra de 5 ml de cada una de las 

amplificaciones para realizar las pruebas de detección, 

centrifugándose el res~o de la masa celular a 7000 rpm y proceder 

con la obtención de part!culas infecciosas del fago con el 

sobrenadante obtenido de dicha amplificación y posteriormente 

determinar su titulo. 

e) Detocci6n inmunol6gica. 

Dot-ELISA. De la muestra bacteriana derivada de la 

electroporación, se realizó una dilución 1:200 en 2 ml de caldo LB 

de cada una de las ligaciones, plateándose 200 ul de la dilución en 
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una caja de agar LB Str Te .y colocándose en incubación a J7°C. 

durante 18 hrs. Después de verificar el desarollo de colonias 

separadas en el medio de cultivo, se procedió a colocar papel de 

nitrocelulosa (PNC) (6 cm por lado) por encima de ellas, 

verificando que éste estuviese en contncto directo con las colonias 

bacterianas. Posteriormente se incubaron las placas en forma 

inve:i:-tida durante 24 hrs a 4ºC, para seguidamente realizar el 

levantamiento correspondiente y colocar el papel en una caja de 

Petri de v.idrio junto con 5 ml de una sol. de H2o2 al 0.3% por 

espacio de 5 rnin sin agitación. Al término del proceso, se 

realizaron 3 lavados con PBS, cada uno de ellos por espacio de 5 

min con agitación constante, para posteriormente adicionar 4 ml de· 

una dilución de anticuerpos antiporinas 1:200 en sol. de bloqueo 

(PBS-gelatina 2%) y proceder a su incubación a J7ºC por espacio de 

1.5 hrs. En seguida se realizaron 5 lavados con sol. de lavado 

(PBS-Tween 20}, para realizar un lavado final con PBS. Al término 

de éstos, se procedió a colocar 5 ml de una sol. de H2o 2 al O. 3-% 

durante 5 min sin agitaci.ón; posteriormente se realizaron 3 lavados 

con PBS ( 5 min cada uno en agitación constante) para a.dicionar 4 ml 

de una dilución 1:5000 de conjugado anticonejo polivalente en sol. 

de bloqueo y proceder a su incubación a J7°c durante 1 hr. Al 

término de la incubación, se realizaron 5 lavados con sol. de 

lavado y finalmente un lavado con PBS para después adici'onar ·4 rnl 

de sol. de sustrato (5 mg Diaminobencidina, 10 rnl PBS, 50 ul H2o 2) 

dejando reaccionar en oscuridad por espacio de 15 rnin hasta 

verificar la aparición de señal en el PNC y deteniendo la reacción 
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con lavados de agua destilada • 

- ELXSA. Después de la determinación del titulo de los fagos 

de interés, se procedió a realizar una prueba de ELISA indirecta, 

sensibilizando placas de 96 pozos con 1010 TU/po·zo de part1culas 

infecciosas del fago .LUSE 2, utilizando gammaglobulinas antiporinas 

de conejo en diversas diluciones y conjugado polivalente 

anticonejo. 



v. R B e u L T A D o e 
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a) características de la cepa E. coli K9.Z-Kan. Después del 

proceso de incubación en las placas de medio selectivo EMB, 

MacKonkey y Verde Brillante se observó desarrollo de colonias lac· 

de la cepa E. coli K9.Z-Kan considerablemente inhibidas en su 

desarrollo a comparación del control positivo. El color 

caracter1stico en cada uno de los medios de cultivo de la cepa 

positiva no fue observado en la cepa investigada. Esto indicó que 

la cepa E. coli K91-JC.sn no pose1a la caracter!stica lac•. As1 mismo 

se comprobó que ésta cepa es resistente a kan al verifica~se su 

crecimiento normal en el medio selectivo correspondiente, aun a 

altas concentraciones del antibiótico. 

La presencia del factor sexual F en esta cepa fue verificado, 

después del proceso de transformación con PEG realizado con el fago 

M13mpl9, por medio de la aparición de placas opacas de tamafio 

homogéneo en el césped de bacteria colocado an el medio de cultivo, 

a comparación de una cepa E. coli KB02 (F") en la cual no se 

observó el desarrollo de las mismas. Esto fue indicativo de que la 

cepa E. coli K91-Kan era susceptible de infección con el fago 

filamentoso H13mp19 Y por lo tanto con cualquier otro fago 

filamentoso infeccioso (figura 8). La eficiencia de transformación 

para éste método fue de 5 X 103 transformantes/ug de DNA. 

b) caracterizaci6n del vector de clonaci6n fUSE 2. Posterior 

a la obtención de las particulas infecciosas del fago fUSE 2 por 

medio de su precipitación con PEG, se realizó un ensayo de 

infectividad mezclando bacterias infectadas y normales para 
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rrGDRA e. VERrFrCACtON DB LA PRBBBNcrA DBL FACTOR r• BN LA CBPA B. 

coli K91-Kan. Después del proceso de transformación de las cepas E. 

coli K91-Kan y E. coli KB02 con 1 ul de DNA RF del fago Hl3mpl9 

(2mg/ml), se verificó la presencia de placas opacas sola en la 

primera de ellas. El medio utilizado fue agar LB. 
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observar el efecto de amplificación del fago. se observó al final 

del ensayo en todos los casos investigados ünicamente la aparición 

de colonias resistentes a Te sin que llegaran a desarrollarse 

placas opacas como en el caso del control positivo, a pesar de 

. probarse 3 diferentes soluciones del bacteriófago fUSE 2 (figura 

9). 

La obtención del DNA RF del fago fUSE 2 por medio del 

tratamiento de lisis alcalina, se verificó en la solucion obtenida 

por medio de una electroforesis en agarosa (figura 11), para 

finalmente determinar su concentración espectrofotométricamente a 

260 nm contra un blanco de agua destilada, siendo ésta de· 2. 4 

ug/ul. El DNA asi cuantificado fue utilizado para realizar una 

transformación en la cepa E. coll K91-Kan con al fin de investigar 

si la característica de resistencia al antibiótico observada por la 

infección con part!culas del fago provenía de la transferencia del 

DNA del mismo a la bacteria; esto se verificó al final del 

experimento con la aparición de colonias resistentes a Te (figura 

10). 

El DNA RF del fago LUSE 2 fue caracterizado inicialmente al 

digerirse por separado con las enzimas de restricción Eco RI, Bam 

HI y Bgl II, originándose después del tratamiento enzimático, una 

banda ünica de aprox. 9.2 Kb de tamafto comparable con la segunda 

banda del control de taniaño lambda Hind III (figura 11) • 

Posteriormente, al realizarse el pdtr6n de restricción 

caracter!stico del DNA RF del fago fUSE 2 con las enzimas de 

restricción Taq I y Hae III, se verificó la existencia de diversas 
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PIGORA 9. ENSAYO DE INFECTIVIDAD DB LA CBPJ't. B. col.1 K91-Kan. 

Después de mezclar soluciones de part1culas infecciosas del fago 

.fUSE 2 provenientes de sobrenada-ntes de celulas Ter con cultivos de 

la cepa E. coli K91-Kan en fase log, se verificó el desarrollo de 

numerosas colonias Ter en agar LB Te (20 ug/ml) al cabo de 24 hrs. 

de incubación. Los titules de las soluciones utilizadas fueron: 2 

X 1012 , 3.1 X 1010 y 6.8 X 109 • 
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~XOURA 10. ENSAYO DE TRANSFORMACION DE LA CEPA E. coli K91-Kan CON 

DNA RP DEL PAGO fUSE 2. Por medio del uso de 1 y 5 ul de DNA RF del 

fago fUSE 2 (2.4 ug/ml) con el metodo de Nishimura (ver 

metodolog1a), se obtuvieron numerosas colonias Ter, después de su~ 

incubación a 37°C por 24 hrs. en agar LB Te (20 ug/rnl). 
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PIGORA 11. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DNA EH GEL DE AGAROSA AL 

1%. Digestión e~zimática del DNA RF del fago fUSE 2. Carriles: 1. 

Marcador de DNA del fago lambda cortado con la enzima Hind III; 2. 

DNA RF del fago fUSE 2¡ 3. Digestión con la enzima Eco RI; 4. 

Digestión con la enzima Bam HI; s. Digestión con la enzima Bgl II. 

En las digestiones enzimáticas, se observa la generación de una 

banda de tamafio similar a la segunda banda del marcador (9.4 Kb), 

desapareciendo las bandas observadas en el DNA sin digerir (carril 

1), a excepción del carril 4 (posible digestión parcial). 
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bandas de tamaños determinados que fueron comparadas con una 

predicción hecha por computadora de los fragmentos resultantes de 

la digestión con éstas dos enzimas (figuras 12, 13). 

e) Obtención de los insertos y clonación. El DNA cromosomal de 

s. typhl 9, 12 Vi :d fue cuantificado espectrofotométricamente, 

resultando en una concentración de 1 mg/ml; una parte de éste fue 

aprovechado para los ensayos de sonicaci6n junto con una solución 

de un DNA lineal del plásmido pUC 9 digerido con la enzima de 

reatricci6n Eco RI (1.6 mg/ml). Posterior a la sonicación de estos 

DNA's y a la observación del tamaño de los fragmentos generados por 

la misma en PAGE, se determinó que una disminución gradual en el 

tamano del DNA era sólamentc observada a 50 Watts y que el tamaño 

m1nimo que se pod1a obtener era de aprox. 170 pb no importando el 

tamaño original del DNA en ensayo; el tiempo m1nimo requerido para 

la obtención d~ la reducción maxima del tamano del DNA fue de a· 

minutos (figura 14), y a pesar de que el tiempo de sonicación se 

aumentó en un 50% más (12 rnin. en total), no se observó mayor 

reducción en el tamaño observado. 

Al término de la digestión con la nucleasa Bal 31 en los 

fragmentos generados por sonicación y de la posterior observación 

de los fragmentos obtenidos por PAGE, se observó disminución a 

menos de 100 pb en el tamafio de los mismos después de una 

incubación de 3 min. a 37°C con la enzima, no observándose DNA en 

el corrimiento electroforético a una incubación mayor en presencia 

de la enzima (figura 15). 
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FIGURA 12. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DNA EN GEL OB 

POLIACRILAMIDA (PAGE) AL 7.5%. Caracterización del DNA RF del fago 

fUSE 2. Carriles: 1. Marcador de DNA del plásmido pUC 9 cortado con' 

la enzima Taq I; 2. Plásmido pUC 9 cortado con la enzima Eco RI 

(2.6 Kb); J. Digestión enzimática del ONA RF fUSE 2 con la enzima 

Hae III; 4. Digestión enzimática del ONA RF fUSE 2 con la enzima 

Taq I; s. Marcador de DNA del plásmido pUC 9 cortado con la enzima 

Hae III. 
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ANJIL:tB:tB DB B:tT:tOB DE REBTRICCION. 

Hecho en la secuencia nucleotidica completa del fago ~USE2. 

NO.mero total de bases: 9183. 

Lista de cortes por enzima. 

Ava I 5649 
Bam HI 2220 
Bgl I 6657 
Bgl II 1638 
Eco RI 6843 
Eco RV 7330 
Hae II! 1397 2246 2555 5083 5241 5347 5416 6047 6398 

6773 7009 7145 7385 7837 8091 8502 8605 8957 
Hind II 6281 7504 8205 8404 
Hind III 5975 
sau JA 1381 1638 1713 2220 5645 5954 6505 7126 7423 

7966 8056 8100 8369 8390 8420 
Sea I 6611 
Taq I 336 988 1127 1508 1949 2528 2815 4834 6295 

6603 6847 7401 7432 7590 7680 7863 8046 8199 
8459 8816 

Xba I 7529 

NO.mero total de cortes: 66 

Lista de enzimas por número de cortes. 

Taq I 20 Xba I l Bgl II l Eco RI l 
Hae III 18 Bam HI l Sea I l 
sau JA 15 Hind III l Bgl I l 
Hind II 4 Eco RV l Ava I l 

Lista por tamaf\o de fragmentos (pb) '· 

Taq I 31 90 139 153 158 183 183 244 260 
287 308 357 381 441 554 579 652 703 

1461 2019 
Hae III 69 103 106 126 136 158 240 309 324 

324 352 375 411 452 658 849 1623 2526 

FIGURJ't. 13. ANALISIS DE RESTRICCION DEL DNA FAGO LUSE 2. Se muestra 

el tamaf\o de los fragmentos resultantes de la digestión con las 

enzimas de restricción Taq I y Hae III1. 
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FIGURA 14. CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DNA EN GEL DE 

POLIACRI:LAMl:DJ\. (PAGE) AL 12%. Ensayo de sonicación para DNA y 

determinación de condiciones experimentales. Sonicación a so Watts 

de potencia. carriles: 1. Marcador plásmido pUC 9 Taq I; 2. 

plásmido pUC 9 Eco RI (2.6 Kb); J-10. Sonicación plásmido pUC 9 de 

1 a e min.; 11. DNA cromosomal s. typhi 9, 12 Vi:d; 12-19. 

sonicación DNA cromosomal s. typhi 9, 12 Vi:d de 1 a e min.; 20. 

Marcador plásmido pUC 9 Hae III. 



88 

~%QtJRA 15. CORRXKIENTO ELECTROFORETICO DB DIO. BH OBL DB 

POL'l:l\CRXLNUDA (PAGE) AL 12\. Ensayo de digestión de DNA cromosomal 

s. typhi 9, 12 Vi:d con la nucleasa Bal 31. Oeterminaci6n de 

condicionas experimentales. carriles: 1. Marcador plásmido pUC 9 

Hae III; 2. Digestión Bal 31 1 min.; 3. Digestión Bal 31 2 min.; 4. 

Digestión Bal 31 3 min.; s. Digestión Bal 31 4 min. 
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Finalmente el DNA cromos9mal de s. typhi 9, 12 Vi:d as1 como 

1os fragmentos de 2.6 a 3.4 Kb del gel preparativo del DNA 

cromosomal de s. typhl digerido con la enzima Bgl II, fueron 

sonicados por a min. a 50 watts de potencia y digeridos con la 

enzima Bal 31 durante 3 min. a 37ºC (a eY.cepci6n del DNA cromosomal 

sonicado). 

Posterior a los procesos de reparaci6n de los fragmentos 

corespondientes con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de 

E. coli y de la creación de extremos cohesivos con la enzima Bam HI 

después de la ligación con linkers, se decidió no determinar la 

concentración de DNA de cada uno de los procesos, puesto que se 

contaba con muy poca cantidad de los mismos para tal efecto, además 

de considerar que la cantidad utilizada para tal determinación era 

significativamente importante para obtener una mayor diversidad del 

banco. Los iinkers para Bam HI fueron ai'Jadidos con 10 veces de 

exceso molar (50 pmol) en relación a la molaridad supuesta de los 

fragmentos reparados (debido a la heterogeneidad de su secuencia). 

As1 mismo la ligación de tales insertos, realizada por duplicado 

para cada tipo de inserto, no fue verificada después del proceso de 

clonación. 

4) Electroporaoi6n y procesamiento de viriones. Las mezclas de 

clonación realizadas por duplicado para cada tipo de inserto fueron 

mezcladas para transformar las células correspondientes por medio 

de electroporaci6n debido a un reducido número de celdas. Después 

del proceso de transformación y de la incubación coi;respondiente en 
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l'J:OllKA 1G. BLBCTROPORACJ:ON KBZCLA DE LJ:OACIOll l'AOO tOSB 2 Y 

J'RAllKBll'rOS 170 pb D!IA CROMOSOMAL TOTAL S. typhi 9, 12 Vi:d B!1 B. 

coll HC.1061. Después de la correspondiente incubación en agar LB Te 

(20 ug/ml) Str (100 ug/ml) de las células electroporadas, se 

observó crecimiento bacteriano. La electroporaci6n con DNA RF del 

fago fUSE 2, resultó en la aparición de incontables colonias 

bacterianas pequenas (izquierda). 
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el medio selectivo adecuado, se observó el crecimiento de colonias 

resistentes a str y Te en nümero variable para cada tipo de inserto 

(figura 16), pero menor al obtenido con el control positivo (DNA RF 

fago fUSE 2), siendo incontables las colonias obtenidas por caja, 

por lo que la eficiencia de transformación no pudo ser calculada. 

En la tabla II se muestran los títulos (TU) de los viriones 

obtenidos para cada tipo de inserto electroporado. 

e) Sistema da detección. 

- sueros hiperinmunes. Después de la obtención de sueros 

hiperinmunes de conejo hacia porinas de S. typhi 9, 12 Vi:d, el 

titulo de anticuerpos antiporinas de los mismos se determinó por un 

ensayo de ELISA indirecta, obteniéndose lecturas de o. 3 - o. 5 

unidades de absorbancia (figura 17) con 250 ng de porinas en una 

dilución 1:12,soo de los sueros en ensayo y utilizando conjugado 

pal. anti-conejo en una dilución l: 10000 anteriormente determinada. 

Así mismo se observó un reconocimiento antigénico de estos sueros 

hiperinmunes hacia membranas totales de E. coll JM103 en ensayos de 

ELISA, obteniéndose similares lecturas de densidad óptica para éste 

antígeno aun a·bajas diluciones del suero en ensayo (figura 17). 

Posterior al proceso de adsorción de estos sueros con membranas 

totales de E. coll JHl.03 con el fin de disminuir la sef\al que 

aparecía en los ensayos de detección anteriores, se observó una 

baja considerable en la sefial de reconocimiento hacia membranas de 

E. coli JM103 de aprox. un 40-50%, sin perderse la magnitud 

original de la sei'\al observada hacia porinas de s .. typhi. En base 
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a la mejor discriminación en la seftal hacia porinas de s. typhi y 

membranas de E. cOl.i, se eligió el suero no. 1 para su uso 

posterior en los ensayos de detección (figura 18) • De manera 

análoga no se observó originalmente una señal significatlva de los 

sueros hiperinmunes hacia part1culas infecciosas del fago ~USE 2, 

procediéndose de cualquier manera a la adsorción correspondiente de 

los mismos¡ posteriormente mediante ensayos de .ELISA, no se observó 

ning(m cambio significativo en la señill de detección entre los 

sueros adsorbidos con el fago y los normales (figuras 18, 19). 

Después de la verificación en la reducción de señal de los 

sueros con los ant1genos anteriormente mencionados, al realizar la 

purificación correspondiente de inmunoglubulinas se observó una 

disminución considerable de aprox. 3 a 4 veces en la señal de 

reconocimie~to hacia membranas de E. coli, manteniéndose sin 

variación considerable la señal hacia porinas de s. typhi (figura 

20). 

- Biotinaoi6n. Posterior a la elaboración del conjugado 

avidina-peroxidasa, se procedió a verific9r su eficacia en el 

reconocimiento de biotina en ensayos de detección de EL:ISA,. 

verificándose la sef\al mas alta y adecuada cuando éste se utilizaba 

a diluciones muy bajas (1:10, 1:20) (f_igura 21), pero observándose 

una discriminación suficiente para denotar entre la presencia o no 

de biotina en los anticuerpos biotinados anteriormente (figura 22). 
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FIGURA 21. EVALUACION DEL CONJUGADO AVIDINA-PEROXIDASA. Columnas 1 

a 8 Ag biotina (ug/ml 100 ul/pozo: 100, so, 25, 12.5, 6.25. 3.12, 

1. 56, o. 78), 9 y 10 control Ag; 1.1 y 12 control conjugado. 

Renglones A a H dilución (l:X) da prueba del conjugado: 10, so, 

100, 200, 400, 800, 1000, 2000. Revelador o-fenilendiamina. 
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- Bel.ecci6n (biopo.nning) y detecoi6n illlllUDol.6gico. de l.aa 

clonas recombinan tes. Posterior a éste procedimiento y a la 

amplificación de un control negativo en la primera ronda de 

selección por ésta técnica (fago fUSE 2 no recombinantes), se 

observó posterior amplificación de los J eluidos provenientes de 

los fagos recuperados de la electroporación así como del control 

negativo, situación que no se presentó cuando el procedimiento se 

realizó nuevamente con los fagos amplificados de la primera 

selección. Los t~tulos correspondientes a cada una de las 

amplificaciones se muestran en la Tabla III. 

Al realizarse la prueba de Dot-ELISA en colonia en las clonas 

obtenidas de la electroporación, se detectó el desarrollo de 

manchas intensas en un gra~ número de las colonias investigadas en 

las 3 muectras provenientes de cada una de las el onaciones, a 

diferencia d
0

el control negativo (E. coli MC1061 transformada con 

DNA RF fago fUSE 2) en el cual no se observó desarrollo de manchas 

coloridas después del proceso de revelado {figura 2J, 24). En las 

muestras bacterianas (E. coli K91-Kan) provenientes de la primera 

selección (biopanning), también se observó desarrollo de manchas en 

gran nümero de colonias con una intensidad comnparable a las de la 

electroporación, con la diferencia de que el control negativo 

también desarrolló manchas casi de la misma intensidad (figura 25). 

Finalmente, al realizar las pruebas de.ELISA correspondientes 

a detectar sefiales de reconocimiento antigénico en las partículas 

infecciosas de los bancos obtenidos del fago !USE 2 por parte de 

los anticuerpos antiporinas de s. typhi, se observó tal 



100 

BLECTROPORAC:ION. No. colonias (di11 'rU/ml 

BANCO 1 95 (10·121 9.5 X 1014 

BANCO 78 (10·•1 7.8 X 1011 

BANCO 14 (10·•¡ l.4 X 1011 

PRIKBR BIOPAJDIINO 

BANCO 14 (10· 11 ¡ 1.4 X 1013 

BANCO 2 50 (10·•¡ 5.0 X 1011 

BANCO 65 (10·•¡ 6.5 X 1011 

BBGtnlllO BIOPAN!IING 

BANCO 1 22 (10· 11 ¡ 2.2 X 1013 

BANCO 2· 50 (10· 12 ¡ 5.0 X 1014 

BANCO 15 (10· 12¡ 1.5 X 1014 

TABLA No. II. 'rITOLOS DB PllRTICULl\S Illi'BCCIOSAS DB FAGO fUSB 

2 CORRBSPONDIBNTBS A CllDA UNO DB LOS BANCOS BPITOPICOS DB S. typhi 

9, 12 Vi:d OBTBNIDOS. Banco 1. DNA cromosomal sonicado; Banco 2. 

Región 2.6 a 3.4 Kb sonicado; Banco 3. Región 2.6 a J.4 Kb sonicado 

digestión Bal 31; dil. Diluci6n del ensayo de titUlación; volúmen 

total por pozo (titulación): 100 ul (ver metodolog1a). 
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~IGURA 23. Dot-BLISA EN COLONIA DB MUESTRA DE ELECTROPORACION DEL 

BANCO 1 (Soriioaoión DNA cromosoma1 total) y 2 (Sonicaci6n reqi6n 

2.6 a 3.4 Kb) DE EPITOPOB DE s. typhi 9, 12 Vi:d EN E. coli HC1061. 

En el centro de la fotograf 1a se muestra un control negativo de 

colonias de E. coli MC1061 Ter transformadas con fago fUSE 2 no 

recombinante. 
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rxatJRA 24. Dot-BLISA BH COLONXA DB MUESTRA DE BLECTROPORACXON DEL 

BAHCO 3 DB BPXTOPOS (Soniaaoi6n y diqesti6n Bal 31 raqi6n 2.6 a 3.4 

Jtb) DB s. typhi 9, 12 Vi:d EN B. co1i HC1061. El control positiva 

se tom6 de un cultivo en fase log de s. typhi 9, 12 Vi:d en ca1do 

m1nimo A. 
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PIGURA 25. Dot-ELISA ID! COLONIA DE MUESTRA DE AMPLIPICACION DBL 

PRIMER AISLAMIENTO (BIOPANNING) DEL BANCO 2 DE BPITOPOS DB S. typhi 

9, l.2 Vi:d EN B. coll K91-Kan. se muestra un control negativo 

(izquierda) de colonias E. coli K91-Kan Ter Kanr infectadas con 

fago fUSE 2 y un control positivo (centro) de s. typhi 9 1 12 Vi:d. 
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reconocimiento después de que cada uno de los bancos obtenidos 

pasaba por las selecciones realizadas (biopanning) a pesar de que 

el no. de partículas infecciosas se mantuvo constante en todos los 

pozos, veriticAndose también una gran diferencia entre la densidad 

óptica de tales bancos y el control negativo (fago fUSE 2) (figuras 

26-28). Posterior a la verificación de sef\al positiva para los 

tagos obtenidos, se calculo la cantidad aproximada de fagos 

recombinantes diferentes contenidos en dichas soluciones (tabla 

I:U). 
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PAGOS fUSE 2 RECOMBINANTES CON ANTICUERPOS AN'l'IPORINAB DE S .. typhi. 

Ag.: Porinaa S. typhi 250 ng/pozo (A), fago !USE 2 io10 TU/pozo (B), 

ha.neo 1 (C), 2 (O), 3 (E). Columnas 1 a 8 di1uci6n suero, 9 y 10 

control Ag, 11 y 12 control Ac. Conjugado anticonejo 1:10000. 
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TABLA III. CALCULO DEL TAMAÑO DE LOS BANCOS OBTENIDOS (46), 

In (1-p) 
N 

In (1-xtyi 

N • no. de fagos recombinantes 
x • tamaño del inserto 
y • tamaño del genoma 
p u prob. de contener secuencia particular de DNA 

En base a la fórmula, los valores sustituidos y obtenidos para 

cada uno de los bancos son: 

a) BANCO 1 (DNA cromosoma! total sonicado). 

X = l.70 pb y= 4.l X io6 pb (ref 92) 

b) BANCO 2 (Regi6n 2.6 a 3.4 Kb sonicado). 

X = 170 pb y 2600 pb 

y = 3400 pb 

N = l. l X 105 

N = 68 

N = 90 

e) BANCO 3 (Regi6n 2.6 a 3,4 Kb sonicado digestión Bal 31). 

X CI 100 pb y = 2600 pb 

y = 3400 pb 

Para todos los casos p = 0.99. 

N • 1.1 X 102 

N l.5X102 



n. o x e e u e z o u 
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se ha descrito que los fagos filamentosos son capaces de 

infectar sólamente cepas que poseen el factor F por medio de su 

adsorción al pelo sexual sintetizado por las mismas (31, 110). En 

nuestro caso la cepa utilizada para obtener los fagos filamentOsos ·· 

de interés fue E. coli K91-Kan; mediante los experimentos 

realizados para determinar sus caracter1sticas de crecimiento en 

medios de cultivo selectivos y diferenciales, se encontró que en 

ésto~ últimos (Mackonkey, Verde brillante y EMB), no existió cambio 

en el aspecto normal de los medios de cultivo después de la 

respectiva incubación; ésto fue indicativo de que dicha cepa no era 

capaz de acidificar el ·medio de cultivo debido a que no es capaz de 

utilizar la lactosa existente en el mismo (lac·), con la 

consecuente no observación de cambios en el virE\ de los indicadores 

de los medios. Al observarse que dicha cepa es resistente a la 

acción inhibitoria de crecimiento de compuestos tales como sales 

biliares y colorantes (casina, azul de metileno y cristal violeta), 

se comprobó que pertenec1a al grupo de las Gram·, lo cual fue 

comprobado con la tinción correspondiente (67). As1 mismo, con la 

verif icaci6n de resistencia a la acción de Kan, se comprobó que a 

diferencia de la cepa E. coli K91 (125), ésta 9epa presentaba una 

mutación importante en el gene responsable de la codificación de la 

enzima beta-galactosidasa y que dicha mutación conferia la 

resistencia al antibiótico. Con estos datos pudimos comprobar que 

el genotipo de dicha cepa coincidía con el reportado anteriormente 

(101). 

La presencia de placas opacas características de fagos que· 
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producen retardamiento en la velocidad de crecimiento bacteriano 

después de la transformación de dicha cepa con DNA RF del fago 

Ml3mp19, indicaba que las bacterias circundantes 6 vecinas a las 

transformadas con este DNA, fueron infectadas con part!culas 

inteccioEJas completas del mismo por medio de su adsorción a 

prote1nas de superficie bacteriana reconocidas por los fagos 

(factor sexual 6 pelo sexual), produciendo una zona de crecimiento 

bacteriano disminuido (placas); con ello se comprobó que la cepa 

era susceptible de infección por cualquier otro fago filamentoso 

que necesitara de la presencia del pelo sexual para su infección 

(31, 110). Asl mismo se comprobó que cepas bacterianas que no 

poseen ·el factor F como E. coli KB02 (1J7), son resistentes a la 

infección con tales fagos, ya que no se observó la presencia de 

p_lacas opacas sino de un cesped después del proceso de 

transformación. 

La presencia de colonias resistentes a Te después del ensayo 

de infectividad realizado, verif ic6 la presencia en la solución 

proveniente de la precipitación con PEG, de una entidad capaz de 

transmitir a cepas F+ la propiedad de resistencia al antibiótico,. 

comparado con el control de células sin infectar que aun seguian 

siendo sensibles nl mismo y que por lo tanto no se observaba 

crecimiento alguno en el medio selectivo. La aparición de gran 

cantidad de colonias resistentes a Te fue sugerente de que la 

entidad que transmitia la resistencia al antibiótico, podia 

reproducirse e infectar bacterias vecinas, pero con la 

caracteristica de producir colonias bacterianas y no placas (125, 
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143) como en el caso del fago Ml3mpl9. Mediante la observación· 

subsecuente de que el DNA extracromosomal extraido de las bacterias 

infectadas era capaz de transformar a la cepa E. coli K91.-Kan 

confiriéndole resistencia a Te con la verifiGación de la aparición 

de colonias en el medio selectivo, se comprobó que la entidad 

responsabla de éste efecto era un fago, ya que tanto soluciones 

concentradas del mismo (provenientes de sobrenadantes de 

infecciones y amplificaciones) corno el DNA cxtracromosomal obtenido 

de bacterias resistentes a Te, conferian resistencia bacteriana al 

antibiótico. La posterior observación de precipitación con PEG de 

sobrenadantes provenientes de crecimiento en caldo de cultivo de 

bacterias Ter, verificó la existencia de partículas infecclosas. 

En cuanto al vector de clonación, la generación de una banda 

única de aprox. 9.2 Kb con laa enzimas de restricción Eco RI, Bam 

HI y Bgl II indicaron que existe un sitio ú.nico de corte para éstas 

enzimas en dicho DNA y que además se encontraba en forma circular, 

ya que desaparecía la serie de bandas que se observaban en el DNA 

RF del propio vector. En dado caso que el DNA hubiese sido lineal 

(como en el caso del fago lambda), habr1an aparecido m1nimo 2 

bandas en el corrimiento electroforético, caso que no se observó. 

El tamafio de la banda observada después de la digestión enzimatica 

es coincidente con el tamaño reportado p~ra los vectores fUSE 1, 2 

y 3, además de la existencia de un sitio único de restricción para· 

la enzima Bgl II exiGtente sólamente en el fago fUSE 2 (101). 

El ensayo de caracterización descartó también la posibilidad 

de existencia de material genético extracro_mosom~l propio de la 
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bacteria que pudiese conferir resistencia a Te, mediante la 

transferencia por. otros fenómenos como conjugación (128) a partir 

de posibles bacterias contaminantes. De haber existido éstas 

entidades on la cepa bacteriana, éstas hubiesen sido extraidas 

junto con el ONA RF del fago y exhibido bandas de diferentes 

tamaf\os a la banda observada en el corrimiento electroforético 

después de la digestión enzimatica correspondiente. Debido a los 

resultados obsorvados podemos decir que la cepa de donde se obtuvo 

el DNA RF del fago (E. coli K9l-Kan) originalmente no posee 

material genético extracromosomal que provea de resistencia a Te; 

sin embargo, debido al tipo de tratamiento lítico (116} para la 

obtención del DNA RF del fago fUSE 2, no podemos asegurar que el 

factor sexual (F) no se encuentre en plásmido y que debido al 

tratamiento para recuperación de plásmidos pequenos, haya sido 

destruido (94.5 Kb de tamaf1o) (92). Esta Oltima consideración-

podr1a ser comprobada con el uso de otras técnicas (116, .122) pero 

debido a la observación de que la cepa siguió conservando la 

propiedad de ser infectada por fagos filamentosos a pesar de 

mantenerse por periodos largos en medio de cultivo rico y en fases 

estacionarias (116), fue sugerente de que la cepa E. coli K91-Kan 

poseía &l factor F en el DNA cromosomal (Hfr) (125). 

La digestión enzimática subsecuente del DNA obtenido con 

enzimas que cortan en un sitio de reconocimiento de 4 pb (Taq I y 

Hae III), dió origen a una serie de bandas de tamaños variables que 

coincidieron (en el caso de Hae III) con casi todas las band.,as 

esperadas en la predicción {figuras 12, 13). En el caso particular. 
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de la digestión con la enzima Taq I, se verificó la existencia de 

bandas de un tamaño mayor a 2.6 Kb y de una serie de bandas de 

diversos tilmaños simulando una especie de "escalera 11 , 

distinguiéndose la existencia de una banda de 2 Kb y otra de 1.4 Kb 

aprox. coincidentes con los fragmentos esperados. La existencia de 

ésta serie de bandas indica que la digestión del ONA RF del fago 

con la enzima Taq I, no fue completa sino parcial, generando la 

serie de fragmentos de tamaños diversos que se observaron en el gel· 

correspondiente (figura 12). Muy posiblemente este efecto se debió 

a una falta de actividad enzimática inherente en la preparación 

comercial do la enzima, o bien a la existencia de impurezas en la 

sol. del DNA digerido. Creemos que la existencia de bandas de 

tamaf'i.os no coincidentes entre la predicción y el corrimiento 

electroforético correspondiente, se debe a que la secuencia 

nucleotidica· del vector construida en nuestro laboratorio no es 

exacta a la secuencia real existente en el fago fUSE 2. Asi mismo, 

la secuenciaci6n experimental de dicho vector podr!a ser de mayor 

valor para una identificación más exacta del mismo, pero debido a 

. los resultados arroja dos por la primera digestión enzimática. 

(figura 11), fue concluyente de que los sitios de clonación ünicos 

coincid1an con los reportados por Zacher en el vector fd-tet (140), 

y por consiguiente con el vector fUSE 2. 

Los ensayos de sonicación realizados en dos DNA's no 

relacionados y de tamaños muy diferentes, resultaron en la 

reducción en la misma magnitud del tamaf'i.o original hasta llegar aun 

limite de 170 pb; ésto fue indicativo de que el rompimiento del DNA 
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por éste método fue completamente al azar y de que la forma (lineal 

o circular) o el tarnaf\o del DNA no son factores predisponentes para 

la generación de fragmentos de determinado tamaño. Por lo observado 

en el corrimiento electroforético (figura 14), con el uso de 

potencias m!nimas obtuvimos una reducción gradual en el tamafio, a 

diferencia de potencias mayores en las que no se observó dicho 

efecto. Esto fue sugerente de que a mayor potencia de sonicaclón se 

generaba una mayor heterogeneidad en el tamaf'\o de los fragmentos 

obtenidos, asi como un mayor daf'\o en el ONA. En cuanto al efecto de 

resistencia de los fragmentos pequef\os (170 pb) al rompimiento por 

sonicación subsecuente, se ha reportado que la sonicación inicial 

ocurre rápidamente hasta llegar a un limite en donde los fragmentos 

pequenos son resistentes a la sonicaci6n, variando éste en relación 

directa a la potencia o amplitud utilizada en la misma (29). En 

cuanto a este respecto consideramos que el uso de potencias mayores 

para una reducción mayor de los fragmentos ser1a infructuosa y 

generarla heterogeneidad importante en los fragmentos resultantes. 

Después de la verificación de la reducción del tamaño de las 

fragmentos obtenidos por sonicación por medio de la nucleasa Bal 

31, se observó una desaparición completa de los fragmentos después 

de 3 minutos de digestión. La decisión de digerir los fragmentos 

bajo ·1as condiciones descritas radica en ésta observación, ya que 

la detección del tamaño de los fragmentos generados era 

materialmente imposible. Muy posiblemente la no detección se deba 

a la rápida generación de fragmentos mucho mas pequefios con 

extremos o tallos de cadena sencilla de variable número de 
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nucleótidos de largo en un 80-90%, a diferencia de la generación en 

solo un 10% de fragmentos mas pequeños pero de extre~os rasurados, 

sabiendo que la enzima degrada a una velocidad aproximada de 10 

pb/min. de cada uno de los extremos de la doble cadena (116). 

Tomando en cuenta que un alto porcentaje de los fragmentos 

generados poseen extremos de una sola cadena, posiblemente eso 

repercutió en una menor incorporación de bromuro de ctidio con la 

subsecuente pérdida de fluorescencia en el momento del revelado. En 

base a estas observaciones, es posible generar por medio de 

sonicación y digestión posterior con la endonucleasa Bal 31, la 

reduéci6n al azar de menos de 100 pb de cualquier DNA, a 

comparación de los tamaños ( 100-300) que se han repoI:tado 

anteriormente (48, 127); aun asi, bajo nuestras condiciones de 

trabajo fue imposible detectar el tamaño de los fragment.os 

gener.:J.dos ma's allá de los 3 minutos de incubación con la enzima. 

Creemos que el uso de nucleasas tales como la DNAsa I (5) o la 

propia Sal 31, reducirán aun más el tamano de los fragmen-c.os 

deseados generando una gran diversidad de éstos, siempre y cuando 

se cuenten con métodos de detección mas sensibles para la 

determinación del tamafio de los mismos. 

La reparación de los extremos de los fragmentos generados por 

los procesos de reducción, se llevó a cabo para crear extremos 

rasurados que posteriormente serian ligados a oligonucle6tidos 

sintéticos. Se ha mencionado que los procesos de reparación de los 

fragmentos generados provocan un aislamiento mas eficiente de DNA 1 s 

del tamaño requerido por medio de corrimientos electroforéticos a 
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comparación de aislamientos de gran nómero de clonas (116), aunado 

a que éste proceso restaura la integridad de los fragmentos para_ su 

posterior clonación a los vectores de interés haciéndolos 

selectivos para su ligación a los linkers respectivos por medio del 

uso de la polinucleótido cinasa del fago T4• Debido a la gran 

diversidad de fragmentos que fueron obtenidos, no era posible 

verificar el tamano real de éstos a través de una electroforesis 

después de la reparación, ya que esto implicaba el uso de grandes 

cantidades de muestra p3ra poder visualizarlos. En un intento por 

obtener la máxima diversidad posible de fragmentos cJ.ue 

posteriormente serian clonados en el fago fUSE 2, aumentamo.s la 

probabilidad de 6xito en la reparación por medio de la elaboración 

de 3 mezclas do reacción (que posteriormente fueron mezcladas) y 

decidimos no verificar que el proceso se hab1a llevado a cabo. 

Como podemos observar en la figura 7, la fase de lectura del 

gene III estA alteracta en los vectores fUSE 1, fUSE 3 y CUSE 5, mas 

no asi en el fUSE 2, lo cual explica que su capacidad infecciosa 

sea exáctamente la misma al fago fl (127) y que los insertos que 

sean introducidos en el sitio de restricción Bgl II tengan que ser 

los adecuados para que la fase de lectura del gene III se conserve, 

permitiendo la completa transcripción del mismo y la consecuente 

producción de fagos infecciosos. Debido a que la digestión del ONA 

del fago fUSE 2 en el sitio de clonación genera extremos cohesivos, 

era necesario realizar ligaciones de los fragmentos reparados con 

oligonucleótidos sintéticos que codificaran para sitios Onicos de 

restricción (linkers), con al fin de que la estructura general de 
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los insertos fuera generada como lo muestra la figura 29. En éste 

caso, ~l elegirse linkers de e, 10 y 12 miembros para la enzima de 

restricclón Bam HI y ligados al azar a los frag1rientos reparados, 

aseguramos la generación de fragmentos que restablecieran la tase 

de lectura adecuada en el momento de ser clonados en el gene III 

del vector y además, de que los extremos cohesivos, compatibles 

entre si ( 22) , provocaran la generación de un si tia nuevo de 

restricción que delimitara al inserto (Sau JA) con la subsecuente 

desaparición de los dos sitios originales (Bam HI y Bgl II) en la 

clona generada. La adición de un exceso de linkers no fosforilados 

a los fragmentos reparados y fosforilados, permitió la adición de 

sólamente un linker por cada extremo del fragmento (116), sin 

permitir la unión entre moléculas del mismo. Esta estrategia 

permitirá en trabajos subsecuentes, la caracterizaci6n del DNA de 

los fagos reCombinantes, siendo estos resistentes a la acción de la 

digestión enzimática con la enzima Bgl II. 

En forma análoga al proceso de reparación de los fragmentos, 

el proceso de ligación de linkers, la subsecuente digestión de 

éstos con la enzima de restricción correspondiente y su posterior 

ligación al vector de clonación digerido, no fueron verificadas por 

las razones anteriormente expuestas, adem&s de considerar que 

después de cada proceso de ligación tenia que realizarse una 

precipitación del ONA generado con etanol y sal, proceso en el cual 

se pierden cantidades determinadas del mismo (111). 

Debido a que los procesos de transformación bacteriana de la 

cepa E. coli K91-Kan con el fago M13mpl9 daba rendimientos muy 
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l'IGORA u. EBTRUCTUP.A GBllERl\L DB LOS IHSBRTOB Bll BL l'ACIO rusB 2. La 

estructura mostrada corresponde a los insertos que son capaces de 

conservar la fase de lectura adecuada en el 9ene III, produciendo 

faqos infecciosos. 



120 

bajos, se decidió utilizar métodos mas eficientes como la 

electroporaci6n (36) para asegurarnos que un alto porcentaje del 

DNA obtenido del proceso de clonación fuera introducido a la 

bacteria; además de que no conociamos las cantidades de ONA 

existentes en la solución y mucho menos el porcentaje que se hab1a 

ligado con éxito a los fragmentos de interés. Después de la 

obtención de colonias resistentes a Te, se observó que la cantidad 

de transformantes obtenidos con DNA del fago fUSE 2 cuantificado, 

elevó en m~s de 1000 veces su número en comparación con el método 

de PEG (95), con lo cual se verificó que un alto porcentaje del DNA 

adicionado en el ensayo, fue introducido a la bacteria. Con la 

obtención de transformantes Ter con las muestras de ligación del 

vector con los diversos fragmentos, se confirmó que existía DNA en· 

cada una de las soluciones y que éste confería resistencia 

bacteriana a Te, lo que fue fuertemente sugerente de que cada una 

de las colonias existentes en el medio selectivo estaba infectada 

con partículas infecciosas del fago fUSE 2, pero siendo no 

confirmatorio de que cada una de las colonias representara una 

clona recombinante. 

Los sueros hiperinmunes obtenidos de los animales de 

experimentación después de su inoculación con porinas de s. typhi 

9, 12 Vi:d, exhibieron altos titules de anticuerpos en contra de 

éstas, ya que aun en diluciones muy altas de suero, éste aun seguía 

reconociendo a porinas; esto demostró que el esquema de· 

inmunización es adecuado para obtener titulas altos de anticuerpos. 

Segün las lecturas observadas en el reconocimiento de los 
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anticuerpos hacia membranas totales de E. coli JM103, exist1a un 

reconocimiento casi idéntico por parte de los sueros hiperinmunes 

aun en diluciones altas de los mismos. Estos resultados eran de. 

esperarse, ya que se ha encontrado que existe gran similitud entre 

la secuencia pept1dica entre las porinas OmpC de s. typhi 9, 12 

Vi:d y de E. coli en un 79% (107), y a sabiendas que estos genes 

muy probablemente provienen de un antecesor comün (74) es 

predecible que otras porinas sean similares entre s1. A pesar de 

que las adsorciones realizadas en los sueros disminuyeron en gran 

medida la senal hacia membranas de E. coli con la perfecta 

discriminación entre los dos ant!genos, ésta aun s0gu1a 

persistiendo. En este sentido, se han encontrado regiones Altamente 

conservadas entre las porinas Ompc de s. typhi y E. coli (107) y 

muy posiblemente entre porinas todavia no aisladds de s. typhi y 

otras ya determinadas de E. coli, ocasionando que el reconocimiento 

antiqénico de éstas por anticuerpos dirigidos hacia porinas de s. 

typhi, sea similar para las porinas de los dos generes bacterianos 

s61amente en regiones conservadas entre las dos proteínas. con la 

disminución de la seftal hacia E. coli y la conservación de la misma 

hacia porinas de s. typhi después de la adsorción correspondiente, 

fue muy sugerente de que existen anticuerpos dirigidos hacia 

regiones especificas y ünicas en las porinas de s. typhi que no se 

encuentran en las de E. coli. Perfiles de hidrofobicidad útiles 

para proteínas de membrana, se han realizado para las porinas Ompc 

de las dos especies, encontrándose 7 regiones variables entre las 

mismas (107). En suma, creemos que la señal dirigida hacia 
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prote1nas de membrana de E. coli por anticuerpos antiporinas de s. 

typhi de conejo, tenderá a desaparecer conforme se vayan realizando 

más adsorciones de los sueros en cuestión. 

La senal de reconocimiento antigénico hacia proteínas de la 

cápside del fago fUSE 2 por parte de los sueros hiperinmunes anti

porinas de s. typhi 9, 12 Vi:d no fue importante, ni siquiera a 

bajas dilucfones de los mismos y aun antes de llevarse a cabo la 

adsorción correspondiente del suero; ésto indicó que no existen 

regiones proteicas similares entre las prote!nas caps1dicas del 

fago y las porinas de s. typhi. As! mismo, fue indicativo d~ que el 

suero policlonal de conejo antiporinas de s. typhi adsorbido, era 

capaz de discrlminar perfectamente entre prote1nas caps1dicas del 

fago, protelnas de membrana de E. coli y su antlgeno 

correspondiente, teniendo mucho mayor especificidad hacia éste 

último. 

Al realizarse los ensayos de detección de ELISA para porinas. 

de s. typhi y membranas de E. coli con los anticuerpos purificados, 

se verificó una disminución importante de la señal anteriormente 

observada hacia protelnas de E. coli, incluso a diluciones de 1:800 

de gammaglobulinas la señal llegaba ser insignificante, 

manteniéndose casi constante la señal para porinas de s. typhi con 

un aumento de la dilución de los anticuerpos de ensayo. Con estos 

resultados, fue evidente de que los componentes totales del suero 

provocaban un aumento de la señal real de los anticuerpos 

adsorbidos hacia protelnas de E. coll cuando los ensayos se 

realizaban con el suero hiperinmune. Al purificar y concentrar los 
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anticuerpos existentes en tal suero, dichos componentes al ser 

separados no podían enmascarar la senal en la prueba de detección, 

causando la subsecuente disminución de ésta y la perfecta 

discrlminación de los anticuerpos entre prote!nas de membrana de E. 

coli y porinas de s. typhi 9, 12 Vi:d. 

Por medio de la utilización de conjugados avidina-percxidasa, 

verificamos que el proceso de biotinaci6n de los anticuerpos 

purificados se habla llevado a cabo, a pesar de que la 

concentración utilizada del conjugado fue muy alta para poder 

detectar la senal (1:10); ésto fue indicativo de que el proceso de 

obtención del conjugado no es muy bueno, ya que al neces.itarse 

altas cantidades del mismo se verifica que el proceso no permite un 

alto porcentaje de unión entre las dos moléculas, quedando la gran 

mayor1a de cada una de ellas libre en solución. A pesar de que el 

rendimiento en la obtención del conjugado fue muy bajo, la dilución 

utilizada del mismo para la detección fue suficiente para 

discriminar perfectamente la existencia de biotina unida a los 

anticuerpos purificados (figura 22). Se ha reportado en protocolos 

anteriores que con el uso de Biotina-SS-NHS en anticuerpos IgG, 

resulta en la conjugación de 6 moléculas de biotina por cada 

molécula de anticuerpo, representando un 45% de incorporación del 

agente biotinante (127); en éste caso tendr1amos que utilizar 

conjugados avidina-peroxidasa comerciales con titulas determinados 

para poder establecer el porcentaje de incorporación de biotina a 

los anticuerpos purificados, pero debido a que la sena! 

discriminatoria del conjugado fue suficiente para comprobar la 
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biotinación de dichos anticuerpos, ésto no se realizó. 

Mediante el empleo del 11 biopanning", fuimos capaces de separar 

de toda una población de fagos resultantes de la electroporación, 

fagos recombinantes a epitopos de porinas de s. typhi por medio de 

su captura través de anticuerpos de conejo antiporinas de s. typhi 

9, 1.2 Vi:d. Por medio de la observación de que part!culas 

infecciosas de fago fUSE 2 pod!an ser amplificadas a partir de los 

eluidos derivados del biopanning, nos dimos cuenta que a pesar de 

que los lavados fueron exaustivos, los anticuerpos podían retener 

y reconocer a las partículas infecciosas por si mismos, lo que fue 

sugerente de que los fagos se unlan con una gran afinidad al 

anticuerpo (25) y que por lo tanto no era fácil separarlos del 

soporte por métodos mecánicos. Al mismo tiempo esto indicó que los 

fagos recuperados de la electroporación poselan protelnas no 

propias que ies permitían ser reconocldos por anticuerpos dirigidos 

contra porinas de s. typhi, y partiendo de la observación de que 

estos anticuerpos no reconoc!an protelnas capsldicas del fago LUSE 

2 ni tampoco protelnas de membrana de E. coli, fue indicativo de 

que existían poblaciones de fagos que expresaban fragmentos de 

porinas de s. typhi 9, i2 Vi:d en su cápside. Estas observaciones 

conyevan a la conclusión de que los insertos clonados en estos 

fagos no cambiaron la fase de lectura del gene III produciendo 

fagos infecciosos y que además, fueron reconocidos por los 

anticuerpos correspondientes (119); se sabe que no necesariamente 

los insertos que restauran o conservan la fase de lectura del gene 

III codifican para protelnas con significado inmunológico, a pesar 
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de provenir de la fuente de interés (l.01). As1 mismo cabe la 

posibilidad de que algunas clonas generadas en los procesos 

realizados, contuvieran insertos que afectaran la función de la 

prote!na III, generando fagos afectados en su capacidad de 

ensamblaje y por lo tanto no viables; a éste respecto se sabe que 

insertos que contienen dominios de anclaje a la membrana u otros 

segmentos hidrof6bicos (Leu-Ala-Lau-Val) pueden detener la 

transfersncia de la prote1na III a la membrana de la bacteria 

infectada, provocando que éstas proteínas no sean toleradas por la 

bacteria con su consecuente transformación a prote1nas secretorias 

(27). 

Con estas observaciones nos dimos cuenta que tanto los 

procesos de reparación de los fragmentos obtenidos por sonicación, 

como la ligación a linkers y la respectiva clonación al fago fUSE 

2 se habian llevado a cabo con éxito, y que la transformación 

bacteriana de la cepa receptora (E. coli MC106l) por 

electroporación, es el método más indicado para obtener el máximo 

posible de clonas recombinantes. 

La observación de la amplificación del fago fUSE 2 no 

recombinante después de realizar el primer biopanning con una 

solución de bloqueo que contenía 29 mg/ml de albúmina (101), fue 

indicativo de que exist1a unión inespecifica de éstas part1culas al 

soporte; posteriormente al decidir bajar la Concentración de 

proteina en la sol. de bloqueo y realizar otra ensayo de selección 

(biopanning), observamos que el efecto desaparecía por completo. 

Creemos que en nuestro caso, altas concentraciones de proteína 
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favorecen la unión inespecifica de estos fagos al soporte con la 

subsecuente amplificación de los mismos y la dilución de la 

población recombinante de interés. A medida que se realizaban 

subsecuentes procesos de selección con los eluidos que se generaban 

en el proceso anterior, se observaba un aumento considerable en la 

senal de detección inmunológica; esto fue indicativo de que los 

fagos seleccionados sufrian un enriquecimiento considerable sobre 

los fagos no recombinantes en cada ocasión que se realizaba 

selección con ellos. Estos resultados concuerdan con el hecho de 

que la población de fagos obtenida del biopanning al ser sujetos a 

posteriores selecciones por la misma técnica, sufren un 

enriquecimiento posterior de aprox. l.000 veces más, dependiendo del 

no. de ensayo realizado, en las poblaciones que contienen los 

epitopos reconocidos por los respectivos anticuerpos utilizados en 

la selección (101, 127), además de reducir la posible pérdida de 

clonas no comunes (101). 

Los resultados arrojados por el Dot-ELISA en bacterias 

transformadas con fagos provenientes de la electroporación y del 

primer biopanning, indicaron la presencia de clonas recombinantes 

del fago f ilaméntoso fUSE 2 dentro de las colonias bacterianas. 

Esta prueba fue capaz de detectar la presencia de proteínas 

recombinantes de los fagos en la parte externa de las colonias 

bacterianas, lo que fue sugerente que las proteínas recombinantes 

estaban enclavadas en la superficie bacteriana (20) y que muy 

posiblemente se tratara de la proteína pIII. Para el caso de la 

detección en la cepa E. coli K9i-Kan infectada con los fagos del 
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primer biopanning, se observó la aparición de seftal en el control 

infectado con fagos no recombinantes. A pesar de esto, la sena! fue 

menor a las observadas con las muestras de los bancos, pero no fue 

10 suficientemente discriminatoria para diferenciar entre las 

colonias infectadas con fagos recombinan tes y no recombinantes. Muy 

posiblemente este fenomeno se deba a que los anticuerpos utilizados 

necesitan adsorberse con proteínas de esta cepa bacteriana para 

eliminar la senal observada; éste caso no fue detectado para la 

cBpa E. coli MC106l infectada con los fagos recombinantes por medio 

de electroporaci6n. 

La detección de sef\ales positivas hacia porinas de s. typhi 9, 

i2 Vi:d en el ensayo de ELISA, son una prueba confirmatoria de que 

existen fragmentos de gran diversidad de porinas de s. typhi en l.Os 

fagos filamentosos aislados, puesto que los anticuerpos de conejo 

utilizados son policlonales y son capaces de reconocer gran 

cantidad de epitopos diferentes. Sabiendo que los anticuerpos 

utilizados para la detección de las clonas recombinantes fueron 

obtenidos después de inmunizaciones subsecuentes del antígeno en 

animales de experimentación, la gran cantidad de anticuerpos 

encontrada y la gran afinidad por el ant!geryo, corresponde a una 

estimulación importante de células del sistema inmune involucradas 

en la síntesis de los mismos. se sabe que éstas células son 

linfocitos B y que en el momento en que un antígeno es reconocido 

por los marcadores de superficie de los mismos, después de que 

estos han sido estimulados previamente produciendo anticuerpos de 

baja afinidad y células de memoria en una respuesta primaria, se 
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producen anticuerpos de alta afinidad dirigidos contra el antigeno 

en cuestión (respuesta secundaria) (102). En base a estas 

consideraciones y a la observación de que los fagos recombinantes 

obtenidos son reconocidos por anticuerpos de alta afinidad hacia 

porinas de s. typhi 9, 12 Vi:d, damos por hecho de que existen 

epitopos de la porina OmpC de ésta bacteria que son reconocidos por 

linfocitos B. Debido a que ciertos epi topos de determinados 

antigenos son procesados por las células B para posteriormente ser 

presentados en asociación con e1 complejo mayor de 

histocompatibilidad a células T liberando factores solubles útiles 

para la cstimulación de otras células, creemos que en el banco 

obtenido existen epitopos que sufren ésta transformación para 

posteriormente ser presentados a células T (102); sin embargo, la 

sola verificación de que los epitopos encontrados en los fagos son 

reconocidos ·por anticuerpos especificas contra porinas, no es 

sugerente de que esto sea completamente cierto. As1 mismo no 

podernos descartar la posibilidad de que en el banco existan 

epitopos reconocidos por diversas subpoblaciones de células T, 

hasta que no se logre el aislamiento de los mismos por la 

implementación de otras técnicas. 

En base al tamar..o de los fragmentos insertados en el fago :r-USE · 

2, podemos decir que el tamano de los péptidos expresados en la 

cápside del viri6n es de aprox. 30 a 50 aminoácidos y que el no .. de 

fagos recombinantes en los bancos obtenidos existen en cantidades 

considerables (46). As1 mismo creemos que podría existir más de un 

solo epitopo en cada uno de los fragmentos pept1dicos expresados, 
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presentando también gran diversidad en la conformación espacial de 

los mismos y que muy posiblemente existan regiones inmunodominantes 

de la prote!na que son mas frecuentemente reconocidas por los 

anticuerpos (6). 

Asumimos el hecho de que posiblemente no solo existan 

fragmentos proteicos exclusivamente de la proteína OmpC, sino de 

otras prote1nas que fueron reconocidas por éstos anticuerpos, ya 

que en el caso de los J bancos obtenidos con fragmentos diferentes, 

existen regiones aun no secuenciadas y desconocidas en cuanto a las 

proteinas que codifican, a la función que realizan y a su 

localización tanto en la bacteria como en el DNA cromosomal. Lo que 

es concluyente en éste respecto es que los fagos obtenidos del 

banco derivado de la región de 3 Kb, fueron reconocidos por 

anticuerpos espec1ficos dirigidos contra porinas de S. typhi, y que 

un alto porcentaje de ellos posee epitopos de la prote1na Ompc, 

puesto que el gene que codifica para ésta se encuentra en la región 

de la cual se generaron los fragmentos que fueron clonados en el 

fago fUSE 2. Hasta que no se localicen los genes codificantes para 

el resto de las porinas que pudiese contener s. typhi 9 1 12 Vi:d en 

el propio DNA cromosomal bacteriano, no podemos afirmar que los 

fagos aislados por los anticuerpos antiporinas de conejo posean 

epitopos de otras prote1nas porinas diferentes a Dmpc. 

En base a estas consideraciones creemos que los bancos de 

epitopos de S. typhi 9, 12 Vl:d obtenidos serán importantes para 

aislar péptidos y caracterizar epitopos de gran cantidad de 

prote1nas con el uso de gran variedad de anticuerpos, 
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principalmente de origen humano (mapeo), realizar ensayos inmunes 

para investigar su capacidad inrnunogénica en animales de 

experimentación, su uso como agentes especif icos de diagnóstico 

contra ésta enfermedad y la muy alta posibilidad de utilizar el DNA 

de estos péptidos como sondas para aislar genes de gran importancia 

a nivel inmunológico (vacunas). 

En lQs ül timos años se ha remarcado la importancia de la 

respuesta celular en contra de parásitos intracelulares como S. 

typhi (35), y la posibilidad de aislar y caracterizar epitopos 

reconocidos por células inmunes efectoras y moduladoras (células T) 

para desencadenar una respuesta mas especifica y adecuada hacia 

éstas especies patógenas (89). se ha visto en estudios con ratones, 

que el sistema de los fagos filamentosos de fusión puede ser 

utilizado para el mapeo y aislamiento de esta clase de epitopos, ya 

que se ha encontrado que la proteina del gene III del fago f 1 no 

contiene epi topo alguno que pueda ser reconocido por células T 

(2B). 

El uso de los fagos filamentosos de fusión como vectores de 

expresión adecuados para la identificación, caracterización y 

aislamiento de proteinas de interés inmunológico está empezando a 

tener un gran auge, pudiendo llegar a utilizarse en un futuro como 

vehiculos importantes para vacunas, sobre todo para la prevención 

de enfermedades intestinales de dificil erradicación. 
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a) Se obtuvieron bancos de epitopos de 68 a 1.1 X 105 part1culas 

infecciosas diferentes de la proteina de membrana externa ompc de 

s. typhi 9, 12 Vi:d en el fago filamentoso de fusión .!USE 2, 

conteniendo determinantes antigénicos reconocidos por linfocitos B 

de conejo, expresados en la cápside del virión y reconocidos por 

anticuerpos policlonales del mismo animal dirigidos específicamente 

hacia porinas de S. typhi 9, 12 Vi:d en ensayos de detección 

inmunológica (Dot-ELISA y ELISA). 

b) Es posible obtener gran cantidad de fragmentos pequeños y de 

gran diversidad de cualquier DNA menores a 100 pb de tamaño por 

medio de ensayos de sonicación y de digestión posterior con enzimas 

nucleasas sin importar la forma y el tamaño del DNA en cuestión. 

o) La señal. de reconocimiento antigénico hacia proteinas de la 

cápside del fago IUSE 2 por parte de los sueros hiperinmunes anti

por inas de s. typhi 9, 12 Ví:d, indica que no existen regiones 

proteicas similares entre las prote1nas caps1dicas del fago y las· 

porinas de s. typhi. 

d) La técnica de selección de fagos recombinantes (biopanning), es 

capaz de separar y enriquecer de toda una población, las clonas 

recombinantes a epi topos de porinas de S. typhi por medio de 

uniones de alta afinidad a los anticuerpos correspondientes. 

e) El sistema de expresión de los fagos filamentosos de fusión, 
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permite la inserción de fragmentos pequef\os y de gran diversidad de 

cualquier DNA menores a 100 pb de tamano en el gene III sin 

importar una separación y caracterización previa de los mismos, 

permitiendo la expresión de estructuras pept!dicas de interés 

inmunológico. 
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