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.. HEPES: Ac•ao •-<~-no a roe t 11 )- t-pi pe r az 1 n- et an osu1r6nl co 
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808: Oodecfl sulfato de sodio 
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La riebre' :'t.'ir~/ii~¡,:, i •~ii :P~~~·1~:-erii:eríiiedaii . rebrll. • 1nrecto-

contegiose ;;~~u~~a~· : p~;; ; le :'/ln~~stlón:-;~; ;;zir.~~~iin e lriiestillel ae 

ss1monei1s~;; irP~~;.; YA~~-t~<\~es';{. une :rtiai:té;·iá,S. grám-riegatlva,. móvil, 

.de le '> Sihú'.I3~('.SsimoJ~111ie . y 'ram1i'1~ {:~terobscteriacese. 
ecuéido~~:ii;¡¡Hc(Ú~~frlriac;ón de ··keurfmá~~·wh;~~ •. Ss/monel /S 

' ::· -~- . ·_'".''..: ;-º,'.·.:.:;,. o".c~~--- .L . 

•.. 'j¡eheriéc'é~•"·I¡{,- •stut>o ce ó,.·'" y-~ comparte con ·c-airerentes 
._ --~·.,'.;:.~- ·'-'-:·:.' '--':i> 

especies ae 

Oe 

typfli 

ese 

grup_o· ·1os.- •··:·anÍ:fgenos somitlcos 9,12. ·Los flagelos corresponden el 

entfg~~~ 'f~~~~. {:' en le superficie · se ·encuentra el antígeno "VI" (6), 

La:: ·,saunaneils :trpfl/ tiene una envoltura celular constl-

tulde por. la membrana cltoplasm11t1ca, le peptlaogllcana la 

membrana externa (2~) (rlgure t); le primera se compone ae 

tosro11 piaos (preaonlnant ement e rosf a t iai 1 et ano 1 Ami na, rosfatidil-

glicerol caralollplna) una gran varlecsaa de proteínas. Los 

rlage1os están anclados en el citoplasma atraviesan le membrana 

citoplasma tics. !.a peptidoglicena confiere estt. formeoa 

por ceaenas paralelas de pot1sacar1oos constituidos por ~cloo 

muramtco N-acetllg lucosaml na (8). La membrana externa es ta 

tormacta por proteínas, fosfol ¡pidas 1 ipopolisacarldo este 

último ocupa aoroxifnaelamente el •~X de ta supP.rf'icie (IJ). La 

membrana actúa como barrera, impidiendo la entrena ele sustancias 

tbxicas como ant1016ticos detergentes; contiene los receptores 

para bacterlbfagos co11c1nas 1 se relaciona con los procesos ae 

conJugacibn, dlVISlbn celular transporte ae sustancias al 

interior de la cl!lula lJ6,3; •O). A60Clrtd05 la membrana 

exter11a se em.:uentran los p1h el antlgeno . "VI", 
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CAOEl<A :HUCLEO :llflOO i . }¡ ·:. ~;rffk-'-"'' 

E•PEgnc• ¡ : A i '\:'' , .. ,. Membrana Ciloplásmico) 

E NDOTOX 1 NA "" ""Poplldo~ticana 1 E 11 " ' Pared Ctlwltr nYo urg 
M~mbraM Externa Celular 

Capas Er.tuna~ 

f'IGURA 1 
ESOUEMll DE LA ENVOLTURA CELULAR DE LAS BACTE~IAS 

GRAlll NEGATIVAS '· 33:. 



Las protetnas de memorana externa (PMI::) se clasifican en 

pr-oteínas princ1oales menores (40,9). Las pueoen 

expresarse con m1:1s de 100,000 coo1as por celule se nen descrito 

alrededor de diet di,.erentes1 aunque por lo generat, solamente se 

encuentran cinco cte ellas en la bacteria. 

Dentro de tas protefnas principales estfln: 

1) Protef nas matrices porinas: relacionadas con el 

transporte paS~Yo-- de su·stancías de ba,¡o oeso molecular. 

l) - Proteína-- ·· modll"lcable por· el calor: relacionada con los 

procesos de éonJugacl6n actua · como receptor de fagos colici-

nas. 

3) Llpoproteína de ar aun: esté unida covatentemente la 

pept1dogl1cana su t'lmci6n es mantener la integridad estructural 

runc1ona1 ae la memorana. 

t:I arreglo ae estas orotefnas se Ilustra en el esquema 

propuesto por Osoorn Wu (figura 2). 

Las proteínas menores tnterv1enen como acarreadores en el 

transporte de las sus tanc1as de alto peso molecular través de la 

membrana. 

Otro componente importante ce la memorana eiternd es el U>s 

ya que se encuentra en gran cantlc:lad establece interacciones can 

las otras moteculas Que forman parte de ta membrana. ll LPS es un 

compteJo macromotecutar Que reoresenta el antlgeno u la 

endotoxina de las oacter1a.s grarn-negativas¡ estruc turalme nt e se 

tratii de un heteropolímero constituido por tres reglones dlferen-

tes (32) (l"lgura 3): 



FIGURA i 
ORGANIZACION 0€ LAS PHOT(J~AS fN LA Ml:"MBRA.~A EHERllA 139 



1.- Antígeno o. 

2.... Núcleo Core. 

3.- Lipldo A. 

t.- El antígeno o es un oolisacariao constituido por uniaaaes 

oligosacar~ ~icas ae reoeticion¡ entre los monosac:.r1aos que la 

forman se encuentran los azucares neutros, azucares amina a os 

acidos uronicos. la P.structure ae las uniaacies oe repetic1on oe 

las Dacter1as grem-negativas muestran gran a1versidad incluso 

permitido oentro ae una misma especie oacteriana. lsta propieaao 

diferenciar cepas ae una misma especie. 

l.- El core 

enterobecter1as 

nuc1eo basal es una estructura común oara tas 

es similar para 10dff5 las bacterias gram-

negativas¡ se trata ae un comple,10 polisacarídico Que oueae ser 

CliYfOido en aos secciones (bt): 

1) Region interna: se encuentra uniae al LlOtdO A, esta 

f'ormaaa por eJ :itiOo 3-aesoxi-O-rnonoctulonlco (KOO} L .. glicero .. u-

manoheptose. 

l) externa: constituí da glucosa, galactosa 

N-ac e tlt-0-gl ucosamina. 

i::n la Figura 

typhlmurium. 

se muestra la region del nUclec basal oe S. 

::S.- 1::1 Lipldo A. se inserta en la bicapa externa de fas ... 

fOliPldOS le conf lere su activid~d ce enaotoxlna. t:.:sttJ tormada 

por un aisacariao ae g1uco~arn1na en unit.>n (P-ti), tiene tosratos 

pirorosratos en posiciones el grupo hidroxllo del 

a1sacar1do tte glucosamina en posic1bn ti' esta sustituido por. el 
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t'lgura 3. Kl::~K1::8rN'í ACION ~8UUl::MAIICA DI:: LA l::BIKUCTURA UUIMICA lJH 

RWION IHitHNA Rl::ülON UHRNA 

(Heptosa-KUO) (Pentasac~rldo) 

figura 4, NllJION Ot:L NUCLl::O llASAL O( s. 'trp/1/mur/um (bt). 
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KOO. LOS grupos n1uroxi10 amino estén SU5tltUid05 por acldos 

grasos · .. co~~ .}~¡ 'mirtst1co. (ABHMJ, ;· la6~1co, mirfstico, 
-

PetmiÜco y ;ot;o~ !Ócldos grasos Que : . -~~ _:_:.·.··~ .. n~~~~nt:~~n 
:.,saturBOOs 

unu:sos al grupo 

•·~~· :·,·~cl~os< ll::hioro~; 
:·.· : 

hldrox(10. formando el aster 
-- ' . : 

el acldo:. . rrilrlst'~xl~Írlstlco. Ademas se 

bástcos como la etanolemtna cationes 

dlv~lentes que se unen. la membrana en rorma lbnlca (H). La 

·presencia de fas acicios grasos en el LPS, le conriere su actividad 

-·endotoxlca, la extracc16n química enzimatlca de &atos, hace que 

tal actividad uesoparezco (46). En ta r;gura b se muestro ta 

estructura química ctel Ltpido A de S. typflimurium. 

CONTROL DE LA FIEBRE llFOIDEA 

La t'íebre tlfoillea es frecuente en los países subdesarrolla-

005, incluyenao MGX1CO tiene coracter·1st1cas 

en ese mico- e pi dém1 e as. fenomeno se encuentra relacionado 

directamente con dertc1enc1as en el saneemtento ambiental el 

aprovisionamiento de agua potable. 

Pera el control ae la fiebre tifoidea. se incluye entre otras 

poslOllidedes la vocUnHC16n. la primera inmuni1ac1bn en numanos se 

realizó hace ~o afies cuando Wrignt en Inglaterra Pfeiner 

Kolle en Alemania, emplearon vacunas producl<las con bacterias 

1nact1vadas por calor. t:stas vacunas se utililaron en IB lnelia, 

l::gipto, Italia t:Ju<ltJfrica, lugares donde se ootuv1eron Oisminu-

clones significativas de la morb11i<lt1d así como atenuaclon de los 

síntomas en tos Individuos vacunados que sufrieron la entermPOaa 

(4~). 
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rlpur;¡ S. ESTRUCTURA OEL LiPIOO A. Dt. S. ryohimurium (~8J. 
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Eri IYZ!:i, ·· aesredke propuso el empleo de vacunes elaborados 

con· 
-. ~' -, _,_._ .:" 

ba.cterl8s ' 1 :_~1V·as c·-'il't'eóú'adaS:.; 
·-· -·· v. - administradas por v¡a oral. t:I 

efecto ·de ~--las <~-~i~T~~------ . se:~-~~i!stÜdl6.-- en. e1 e,1erc1to francQs en donde. 

entre Jos indiv1auos, oor to aue aesat'orl:~nadiÍIÍÍer!~é \'.:l~u~~.~ n¡~~e.r,~e.~ 
rueron ,> súÚit¿Ídes '.:;;por'; v~i:fr~as elaboradas con oacter1es muertas 

~': _, <"': . ~-.. . ··'·' - . ' .. 

·_-~, i;\L ·;_:;~~~, .. ~:i:~.-~:~i:~: ~~\~~:\~'.-~.::.:. ~ . 
~--'.~~~º- H~'i!~~.-.~~.~.1 ... ~~J9_~ .. ~ .. -~.·.·-~-.:-,;.~.-;-.-~;~~.':.2.-'."J-~t.~~;~~;~i~J-~- ·un - e!1sayo controlaoo que 

··:;;-- . --:--':'"":;;,-

. lnformacl6ri '. >; c'o'nfÍaoJe .. acerco del valor orofil~ctico 

proporcionara 

de las 

·vacunes; :.:·A: -.'pa~tir de ese-· fecna ba.10 el auspicio de ta Organi1aci6n 

-º-·Hufu:Íie(~ "-de ___ , la - s81Ud '(OMl:l), se reellieron estudios de campo en 

Yugoslavia, Guyana, Polonia ta URB8, en donde se investigó la 

eficacia de vacunas preparaoas con calulas enteras de Sa/mone/IB 

t y phi inactlvaaas con acetona. calor, fenal alcollol. De los 

resultados ootenioos en estas 1nvest1gac1ones, se concluyo Que Ja 

vacuna lnact1vada con acetona designada con la letra refiutto ser 

fa meJor 1 ya aue la orotecc16n conrerioa no solo fue ue mayor 

grado, sino también de mayor durac1on. la vacuna inact1vada con 

calar tena! designaoa con la letra l. man1festo rnenor P.ficac1a 

que la la inacttvada con calor evidenció ser la menos 

erect1va. !:ie observo oue la orotecci6n inducias por· une ~ole dosis 

ue las vacunas era aceptable¡ sin embargo el emo1eo de aos 

00515 proporcion1Joa una inmunidad mao confrnOle áe meyor 

aurac1on (i!'4). t:stas vacunas tienen varios Inconvenientes como el 

de inducir Inmunidad de corta auracion por lo que es necesario 

re1nmuni1ar ca de dos tres afias¡ la vacunacibn requiere la 

aplicacion áe dos lnyecclones subcutttneas 

produce efectos adversos (flebre 1 malestar general postracion) 
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debido la presencia de endotoxlna. 

Hasta la recha se han estudiado dos vacunas que se admlnls-

tren por vía oral se elaboran con bacterias· vivas. una de ellas 

•• prepara con una cepa de ~·a1monells typhi dependiente de 

estreptomicina la otra con una mutante oef'ic1ente de 

UD~-4-galactosa eplmerasa (designada por 

(16,45). ta et'ectividaó de ambas vacunas 

üermanter como 

rue VBloreaa en 

ry l1a) 

vo11mtn-

rlos numenes, encontrandose resuttaoos contrechctor1os en cuanto 

le protecclon cont'ere1da por las cepas depena1entes de estreptomi-

cina (Z.6). En contraste, la vacuna de üermanier protegió al 6 lX oe 

los tOdiVl<lUOS inmunizados cuando 1a dOSIS de desafío t ue !le 

10 lbacter1as (l)L~O) (1~). Los estudios realtzaaos en Ale,jandrra 

Egipto Indicaron Que esta última fue caoaz de inOuc1r protección 

en el 'ilOX oe la población estudiada {tiO). ~1n ~moargo esta misma, 

autlca!la en Chile (19H3) una población infantil, ra2bn de treo 

do5is administradas en cfipsulas de capa entérica, con intervalos 

ae o 21 diils entre cada dosis, solo lndu,jo una protección del t;t 

61 X respectivamente (14 ). 

Recientemente, 1as ~Mt: oe tas nacter1es gram-negativas han 

BdQUirioo importancia desde el punto de vista inmunol6gico, ya Que 

por su tocalizoc1on son elementos clave en la oatogenicidad en 

la probable inducclon de proteccibn contra enfermedades producidas 

oor estas oacteri11s {O,l1). 

ls1Das1 cols. (~l) aislaron, según el matado de licnnaitrnan 

typtri lil,1i:~ d'll, contaminadas con 3:< de LP8. 

complejo prote1co-Li.>S adrmnlstrado una concentraci bn de 30 ~g 

oor vía intraoe_rilonea\, indt.•.io proteccibn del ·100:.< en el modelo 
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murino, cuando se reellz6 el · r~t;~ ·;e !:IDO Dl!:IO de le cepa 

nom61oge s. typhi IY2 de s. · 1rfpn;~ur1~m. Por otro 1oao, 

el suero ae coneJo entl-PHE-LPS ae s. typhi. orotegi6 en un 

1DOX los ratones de un reto de 100 DltlO ae la ceoa nombloqa de 

s. typn; ty2 ae · s. typhimurlum. 

Estos estudios se nen ef'ectuaoo gracias los métodos 

específicos ae extreccl6n ae las PME (46). Sin embargo exlte el 

Inconveniente ae ta contamlnaci6n ae las mismas por el LPS 

(enaotoxine), por lo que es importante eliminarle, para anular 

tos et ectos aaversos Que produce cuanoo es administreoe como 

antígeno protector, por lo anterior es indispensaole ester seguros 

QUe las PHI:: estan puras. oe ahí la necesidad de creer métodos 

analltlcos para su detección (2,4). 

H!:I0006 AHALITICOS PARA LA OETECCIOH DE LPS 

Los me todos QU í micos indirectos que se emplean actualmente 

para la oeterminacibn de LP8 se basan en la cuantificación de: 

1) KOO 

2) l\cldos grasos 

Oe los metoáos anteriores se usa como inOice de conte1111naci6n 

por LVS en PMI:: el m&tooo de Knrkhanis (lb), cuantiricanoo el KUO 

traves de una reacc1on colorida con el tic Ido tioOarbltUrlco; sin 

embargo Sil sensibilíoao es oa,¡a, ye que en ensayos previos 

realiteoos con proteínas de &'. typn; obtenidas por el mtltodo 

de NIKaldo (JO), aparentemente se encuentran libres de IWO, pero 

al aer usadas como lnmun.ogenos en cone,1os adem&s de prod•1clr 

anticuerpos específicos antl-PML, Inducen la f'ormac1on ae 

anticuerpos especlricos anti-LPS. Ante estos resultados es 
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necesario encontrar otra tl!cnlca mas sensible ql,i:f pÜeda determinar 

en forma indirecta la contaminación en VME por LPS. Por esta razón 

se decldlo determinar la presencia ae LPS travlt& de la cuantlf'I-

caclón del Al3HM por Cromatograna i:fe Liqliidos de Alta Re&oluclon 

(t:LAR),, 

Hamllton comei (t9), separaron .!leidos grasos en una columna 

de gel de sílice, detectandolos una longitud de onoa de 206 nm: 

Aveldano cols (1)1 lograron separarlos por cromatograf"ía de fase 

reversa; sin embargo" la aosorcion oe cunas longitudes de onda de 

190-2.06 nm es relativamente escasa, por lo Que fue necesario 

formar derivados de écidos grasos, entre los cuales se han 

reportado asteres ae: 2-Nartacil (1), p-He to xi anlliaas (20), 

1-Naftacllamlna (21), 2-Nit ro f enilhidr acinas (34), Antrllmet11es-

'ter (3J fenilester Para aumentar la 

'sens10111aad últimamente se realilaron derivados fluorescentes con 

la 4 ... or omoe til- ·r - aceto xi e u marina la 3-bromome-

-·1 íl ~ti-, ·r-01me to xi-t- me ti 1- 2-( 1 n ) .. quino xa 1 i no na (5 4 ). 

Ll estudio de derivaaos de ésteres renacilo de ácidos grasos 

c...:rAü) resultó aoecuado para su detección cuantificación. fJorch 

-:,--(ti)- en 11J'ft> propuso la preparac1on oe éstos partir oe la 

W•bromoacetor enana en ese mismo afio uurst (11) ODtUVD el 

derivado con la w- 4-dibromoacetof enana, t"lnntmente 'W'ooa Lee 

(b3) modificaron el m~tooo de l1orch olJtuvieron un límite oe 

detecc1on de ~ ng. 

t:n el oree.ente tratrn.10 se investigó te presencia oe t.PH en 

PMt: por meoio oe la cuantif'icacion por Cl.AR oet ester f'enacllo del 

acido t;J-ruoroxi mirística 1.t::fA8M)1 obtenido por ·e¡ ml!toao de Wooo 

y Lee. 
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OBJHIVOll· 

OBJCT!VO 6ENERAL: 

Determinar el contenioo de LipopoJisacllrido como contaminante 

en· PME ae b'a/monel/a rypni. 

OBJETIVOS PARTlr.ULARES: 

1) Separar 105 esteres t'enacilo ae áclaos gras~s por CLAR, 

2) Extraer los jcicJOS grasos ae las PME Y. formar los ésteres 

t'enacllo correspondl ente s. 

3) cuantificar el ABllM por CLAR -en- .->e~t_rectos ·ae PME ae 

Ss/mone/ls typhi. 



1.0. ·· o91tJ~io~ · or ·· PHr; 

1:· ••. ~ /·6·~1·l~:~:~~~.- ·:,.bactÍ!rfano. 

ce'pa&-': ' bacterianas: !>'illmonel/il typh/ o 

fyp-hlmlirlum donadas por el Jnstltuto lilaclonal de Higiene. 

-.. Medio· de cultlvo: medio minlmo A. 

... Solucton ae lavado: flepe5 10 mH pH 7.4. 

t.~. Aislamiento de Pfitr. 

- Hepes 10 mM plf r.1,, rruon x ... 100 11 zx. 

rris 50 mM, l::DTA 5m"4 plf f.IJ, Trft6n x-100 el 2x. 

t.~. Purifícacj6n de PHC. 

- Tris fO mM olf r .1 aa;c1onaao ae ~X ae sos. 

Tris !jO mM Plf 7.i· 1 aos ~X, E'OTA !$ mM, HBCI º·""' o.o~x ae 
. 2 .. mercsotoeta1101. · 

Columna Sephecryf s-200. 

- Hepes ro mH pH 7.-4. 

2.0. 09T(NCION 0( l\CI008 GRASOS 0( 6U6PEN810NES DE PHE. 

2.f, Precipitación ae PHE. 

Acetona 



z.i. Hldr611•i• d• PHE. 

• NaOH 4N. 

• HCI 4N. 

Cloroformo. 

Nnz804 anhidro. 
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2..3, cromatograru en cepa nne (CCí) ·para acidos greaos. 

61stema de disotventea orginlcos: Clororormo/Eter 

ac•tlco 

Placas de Aluminio ae liilicagel tiO r2tt•<Herck Co). 

a.o. HETOOOS ANALITICOS. 

3.1. cuont1flcaci6n de protetnas. 

etílico/Acido . 

Soluc1on patrón de proteína: AlbC..mina sérlca bovina 81, O.fX, 

carbo:1eto de sodio el zx (801ucl6n alcalina). 

tartrato de soaio potasio el ax. 

Sulfato ae cobre pentanlcsratado al tX. 

Heactlvo de ro11n-Ciocalteo11n. 

3.l. oetermlnac16n de KOO. 

!:iolucl6n patrón; rno mg/ml. 

l'CldO sulrúrico O.lN. 

Acldo oeryoa1co 0.04M. 

Arsenito de sodio •I l. ti X. 

Acldo tloDarbltúrlco o.sx. 

Olmetll &UlfbXldO, 
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3,3. Cuantlflcaclbn del A81fM. 

3;3,f, Obtencion de IDS EFAG. 

- ACidos grasos t mg. 

w .. nromoacuofenona tOmg/ml en acetona. 

Trietilern1na to mg/mf en acetona. 

Acldo acético mg/mt en acetona. 

a.J.2. CCF de EíAü. 

Sistema ae disolventes organices: Hexeno/tter etHlco 90:to. 

Plecas de Aluminio de dHicagel r2?:i 4(HercJI. Co}. 

J.3.J. CLAR. 

Columna: oos Cta1 dlimetro de perttcufa ~u. _ ai6metro" interno· .e.u 

mm y longítud 2!:i cm. 

Fase móvH: Acetonltrilo/Agua SIO:to. 

4.0. E:spectrofotometrre ae 1nrrarr0Jo. 

Aciaos grasos: Liurlco. m1ru111co, ll-hldroxl mlrístlco 

palmftlco. 

w-br om o aceto t'enone • 

... kar. 
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METODOI! 

1.0; OIHENCION, '~ DE ' PME 

1.1. ·cultivo cosecha de las cepas bacterianas 

Las (ti~cterl~s empleaaas (Salmo/e/Is typhi o YOI 

SiÍlmon.eJfá'·. typhlmurlum) se cultivaron 3'7°c durante a horas 
·, 

en· rn~~~o ,~ mfnlmo _A suplementado con 0.1~ lle extrae to de levadura 

_.o_.!:iX , ,ae glucosa, en un lncuoaoor rotatorio (New ~runswick 

Bcíentlfíc co.) coa rpm deteniendo el crecim1ernto hasta obtener 

190 unidades Klett. Posteriormente las bacterias se cosecharon por 

centrlrugaci6n tHlO xg durante 1~ minutos 4oc en una 

centrífuga Borvall KC!:iC (Bervall tnstruments Uupont )¡ la pastilla 

bacteriana se resuspe110io en amortiguador de Hepes 0.01 M pH ·r .4 

conservandPse -2uºc hasta su uso. 

1.l. Aislamiento ae PME 

La Obtención de ~ME de las cepas traba,jadas se realizó de 

acuerdo al m&todo de !:lchnaitman (48), para ello las hacterlas 

cosechados en te rase oe crecimiento logorítrnico se e,1usteron 

une absort>ancia ele LO 690 nm: posteriormente se rompieron oor 

sonle;ecion (Lab line Ultra trio Labson1c system sonicator) por 

periodos de dos minutos 1HO watts en un baño de hleto, se le 

añadieron í:!OO ut de UNAsa W:NAsa, así corno O.!:> mi de cloruro de 

magnesio {MgCI~ M) por cada 10 mi oe suspención. ll rompuniento 

celular se continuo nnsta obtener una ñbsorbílnClil de o.::s-o.4. Se 

centrtt ugo la suspenc1on sonlcada t 000 x.g oor 1b minuto~ 



pare ,eri'ieras. El ·sobrenedante obtenida· se 
. '' u1tracentrlt~ugÓ · a• lo~i; '.'iJri~ ;'xg >d~r~nte minutó&-

centrifuga•' seolmentai- la 

ésta al en Hepes : .o.01M 

fr·accibn Insoluble. en 'lritón (membrana externa 

cana) se separo por ultracentrlfugacion en las condicione& , ·antes 

mencionadas se resuspeOOló en Tris HCI oH ., ,i!, contenienoo ZX de 

·rrtton x-100 EIHA b mM;· Seguido de una Incubación a·1°c durante 

10 minutos, se ultracentrÍfugó a. 100 000 xg durante 4b mínutos 

3JO(;, 

-·rooc: 

Las PHE -._se,·: ~_ecuper~ron· del sobrenadante se mantuvieron 

de PME 

La obtenclon de porlnas se efectuó empleando el me todo 

descrito por NiKBldo (36). Las bacterias cosecheOes en le fase 

logarítmica de crecimiento se e,¡ustaron a una ab!iorbanci.e de 1.0 

660 nm, posteriormente se rompieron por sonicaci6n e11 periodos ese 

dos minutos en baño de hielo hasta d1sm1nu1r la absorbancia o.a. 

Seguido oe le elirrnnacion de las bacterias completas oor centrifu .. 

gaci6n ooo xg por 10 minutos. la envoltura celular se obtuvo 

por ultracentrltugacl6n 100 000 xg por 30 minutos 

se 50IUbili2ó en Tris 10 mM DH 1.1 ao1ct0nado de l% ae QU8, se 

incuoó 30 minutos 3~oc se ut tracentrlt ugb nuevamente. t:I 

5eOlmento se sometió una segunaa solubilizacl6n ae acuercJo la.5 

condiciones descritas anteriormente por ul tr ecentrlf'ugacl6n se 

obtuvo la peptldoglicana, tas pro1e·1nas unidas el!a se extra-

Jeron incubando té!: horas 31 ºc1 crtn I rls bO mM pH "l. 7 adicionado 



de 2x · ae sos;: 

se centrll"~g6 ¡;ª 
!! ~M ... NaCI 0,4 M 0.0!1% ae 2-mercaptoetanol, 

:·_;.o. •-. 

::100 '~oo 
:<· 

se pás6 · a' través.· de·- una 

cm, v~./~~c1a •····. Ch~·m1c~i 

xg por 30 
columna ·ae 

con una 

mlnútos 

Sephacryl 

velocidad 

por 
~ : . . :" ' 

am:~rtlgu·8d0r ~~-r~·~·<· .. Uii11Z~'1dó·'. ~.-, ~I .. mismo 
·. < .- ; ' ~-. 

de ·1as PME: ;iie ·• 1ey6 •· 1a • ao~•or~~llc1a ... a :~so nm 

2t1°c; el sobrenaaante 

s-200 (80 cm 2.s 

de nu,jo de 4.0 mi 

para la solub///zac/6n 

de cada tubo, se 

colect6 et v~lu~~~ qiie 'e1urÓ ·;, m R)I 

encontraban _ ia: >Porln~~.::: ·· ·· \? •,• 
.aproximadamente, donde se 

; :::.'- \i~~ :·:~: 
'-'·~'.~· ~--~-:;;.' - ·- _é:~,-;-";' ~·~?~'. --

2.0. OllTENCION; oÉ/~; Í\c1006i'ciiiilsós EN SU!U'ENCIONES DE PME 
- -- . - -~";.:;:_~\:-~~]-.-".: ~~~j'.; -"=-:?};·e•" ~-'·-'--~~:.,_:=--. -

:::::_; 

Las PMt de·- s; . it ~~% -¡¡ s.- ty_pfl/muf'ium - se 

precipitaron tomando 
-~ )- ~-.'~ 

un· vOJumen· sol~~i6n •·· por seis 

;-~:~~~-~~~ · _durante :· 1~. volumenes de acetona· a -fo_ºc; se deJÓ horas 

-20°c. Posteriormente se cenfrff·ug6 

quedando en la pastilla las PHE. •· 

xg por t~ minutos, 

~.2. HidrOllSIS de PME obtencl6n O'e :icidos grasos 

A fas PHE precipitadas con acetona se les agrego mi de NaO/i 

'N 1 colocando la soluc1on en una ampolleta, la cual se sello se 

calen to 100Dc por ~ horas. la hiO'roliSifi se acidif'lc6 con mi 

de HC/ 4N los .\Cidos grasos libres se extra,ieron con cloroformo. 

. posteriormente se adiciono Ma2so, anhldro1 el extracto se filtró 

el clororormo fue evaporCJdo en un baño maria. 



Z.3. CCí para neldos grasos 

Los acfdos grasos_ libres obtenidos anteriormente fueron 

analizados - p~~;. :ccr,·· utlli2ane10 como entanaar los IJcldos llmrlco 

. 
coiiteíúcio1('' por 

mirística (C14J. 

~ MiJX;:.~1an·ck:...1nst1t~t . - ·~··ur:·_:¡~· 
ABHH (3-0H palmítico 

lmlriunblologle, rrelburg de 

la República·· ~e~~ral' 'l\1~mana>. placas de sllicagel un 

sistema ·~~,. Ji~~l~~'Oás: - º."~~~ñfc~ i:~~ii~~ituido por 

~éruC'~JAcfJ~ l'ii~&11c~~,- (Íb:3!fr1J;;-, 'fe~e-f'iJ~-,¡~o:-1as 
Cámara. a~ -yoiío. T -~ ;~~ ;,é> I:' '},y 

':··~:~!~~:>~: '.·~}· ~:-~1~~~ i~;~ .~JJt1;: : .:~~:_:n~--:~-i~;~ 
a.o .. ,~HtT:Ool>s c;'ANALITICOS;, -

Clororormo /tter 

placas en una 

3.1. 

La oróteínas en l•s suspenciones ae se 

determinó por., el muodo de Lowry !Z9), ulillzando albúmina sl!rlca 

bovina como proteí ne oe rererencla. 

3.Z. Ueterminaci6n de LPS por KOO 

El contenioo oe LPS presente en las suspenc1ones · de t>Ml" 

portnas se determino en forma lnOirecta cuantificando el contenido 

de KOO de acuerdo al método de karktrnnis (l~). t::mpleLJnelo una curva 

de calibraci6n oe KOO (!:t1gma Co.}. 

!JU µ.I de so1ucion oe proteínas se le añad10 mi de !'ICIOD 

sulfUr1co 0.2N, se Cillento 10ooc; durante JO minutos¡ se oe,¡o 

enfr1t:r la e:o1uc1on. se centr1f"ligó ooo xg, se tomó o.~ mi del 

soor·enadante se le adiciono 0.2b mi de .!!Cido peryoljico O.O.tl-N en 

ac1do sulfúrico 0.125H 1 dejando repo~ar esta solución 20 minutos 



temperatura._ o;ab ·mi ae e arsenito ae soaio al 

a.6X en , ácido . esperando : hasta que .. desapar~zce la 

coloraclbn _ca·•·tt¡ ' .. :'.º:po'~i~rl~~0~én.ie·:> ·se ::'.::."Je. 

tlobarbltú;lco ' 6:~x, j ~~1l~f~~Ú/ . la· 

mi ae acldo 

100.oc por lb 

minutos, ' ; 'r1nairn1Ú~~ ·.' 1e ; a~adÍ6 ';¿en ' 

su11·óxÍao, 'l~~e~c1.~> a~soroa~ci/ a : ~•¡a· 
mi ae a;metil-

• '-~··_;:o· 

'a.a. · OetermÍnaciÓ~ .ae . LPS: por· 'e1; 
--- --

3.3.1. ootencl6n -de; •.. EF¡\IL _ 

La .Preparación· · ae .-.• ·.los•' lis.ter es se· ''r,ee-ilz6' . por··• el méioao ae 

wooa Lee .. (b3), mg . del ácido graso se le adicionó abo ,1.1.1 . de 

una SOillCIÓfl-• de-: W~bromoacetorenona (10 -.'rn!J/111( en: , acetona) , ,y :a8o 

ul de fr1eü1am1na (10· ·rng/ml 
-, _·; -',-." 

en - ·ace.ton~}, -·calentando: }a - -- soluci6n 

por ::1b ·>minutos..: eb.ulllcl6n en ... oa~ó · maría,; de,1a11.ao , .. enrrlar : la 
·;' 

soluclbn ')ªr~ ·. posterlomente adldonarle 7b0 ¡11 dé.'.' acido :.:.aclillco (a 

mg/ml. e.n ' aceton~), (.Cale.ntenoo !:> rninlJIOS Y• rlnlÍlmente se. evaporó el 

dlsol vente:· .; por calentamiento. 

a.a.a; ' '.cé/: ae Er Aü. 

!:le : 'derivaron los acldos grasos libres obtenidos por PMt::, 

conforme·- "·al· metooo oe Wood -t,;ee .Y . t'ueron analizados por ccr, 

EFAü- de -los ·ácidos l~rnrico, 

mirística, J3~hidroxl mirística p~t~itíco, en placas de silicagef 

fluorescentes un sistema .de,. _d1sOtveD1es org:micos áe Hexano/t.:ter 

eHliCD (Y0:10.), 

Espectr~ ; de· :~~'.sorc;c.ri · del. ffAt!M. 

dntes me·ncionauas, se 'las "manchas que correspondían r:1I 



grasos¡-

Velocidad 

Volumen 

Rango: 

Longitud 

lletector) 

Veloc1daa 

4,0, ,ESPECíROfOIDMtlRIA OC INíRARROJO 

•et lntegrator) 

~~1.E~pectrometria de Infrarrojo de estándares reactivos. 

Be trazaron los espectros ue intrerroJo los estanuares oe 

ácidos grasos, ABHM palrni t1co, o era 

CO'!'probar Que se estaba trabajond:o con lo5 acidos respectivos. 

Tamblon se le trazo el ~soectro 

Los 

6,1 ,H,9 

espectros de int rarrojo 

10 respectivamente. 

te w-bromoacetorenone. 

se muestran ... las figuras 



figura ti.ESl•<C rno OL INrRARROJO üLL ACIOO LAURICU 



Figura INrHARROJO O>"l ACIL'O HIRISTICO 



{'l.)t>IOISSI'l'ISNVIU 



~1 

t"lgura ~.(Sl'(C'íRO 1)( IHl'RAHIWJO O•:L ACll)O PALMITICO 



28 

o o 

í1guriJ fL',[UPt.:C rWO Ol'. INl"H.AIUWJO Ol LA w-tHlOMO ACET<'rt:NONA 



MESUL T 1\006 

1.- OIHENCION DE Pl'IE 

la suspenslon de PH~ ae Salmone/la typh/ O 901 obtenidas 

por el mlttooo ae 8cnnoitman1 contenla 1.4::J mg/ml de protelna. 

l.- PUMlílCACION DE Pl'IE 

Las porlnas de Salmonel Ja typhimur/um obtenidas por el 

proceolmiento oescrito por Nikeioo; tuvieron une concentración de 

proteinas de mg/ml. 

3.- DETEKHlNAClDN DE rno EN PHE 

se 

utilizando 

elaboro inicialmente une 

el métoao ae Kerkl'lanis, 

enllstan en la -r aola l. 

curve de celit>rec16n de 

los resultacsoe obtenidos 

KDO, 

se 

l::n la rlgura 11 se observa la grát'lca de Absortrnncia (Abs) 

vs concentracibn 

Se oetermin6-

ae 

la 

KDO. 

contaminaci6n por lPS, cuantificando el 

contenido de KOO en tas prcteínas obtenidas por los rnetodos de 

Schnaitman H1kaido, observandose la ausencia de IWO en proteínas 

ourincaoas por el métooo de Hikaido (Table ll). 

CAL CULOS: 

~DO (µg/µI) en PHE 

KDO' ---------------------- 100 

PHE (l'Q/LLll x !>O LLI 
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KDO , en µ,g/mf 

10 

20 

"·'·' 
-·..:..- -=-.,,,-=·~ 

>o/;37;' . 
' ;_::~ - -·-. -;-'··

- ~.·_.'.~,,_:-e~~:"'-..~ 

--::, ·····, -..... ·-· -

o:iúiáti 
o.f~o~ ·. 
0~~~9;~ 

·o.624a 

0.9382 

1.296'1 

t:::cuaclon de la recta 

v = mx + b donde: m = 0.0636 

m -: pendiente de le r~cta b =-0.008::1 

intercepto 0.9993 

Concentrac1on de ICOO \ll9/ml) 0.9986 

Absorb;mcia 

coef"lc1ente de correlaclon 

r~: Coeficiente de determlnacil)n 
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16 
COHCOORl\C!Ol4 PI: Xl>O D! uqfol 

z4 

figura ti. UKArlCA Ol Ai380KVANCIA V& CONClNIKACION Ol kOO 



Tablo 11 •. INOICE OE CONTl\MINllCION DE LP6 PUM lDO EN PMC 

Método de Obtención · 

de proteinas 

Hchaitman 

(proteínas de !>'. 

typhl o ~01) 

NIKaldo 

(proteínas de-- s. 

typhymurlum) 

Absorbancla 

a S4ijnm 

0.2ijb'7 

Concen'traci6n 

KDO en ~g/ml 

4.6 

... ·0,0_ 

de·· XKOO 

6. 4 

. o. o 



ªª 

s.- ESPECTRO DE· ABSORCiON EN EL UL TRAVlOLETA DEL ErABM 
,.',"·.,. - ; 

En .. la ·figura· 1e se'._. mUestr.a el· espectro de absorcl6n del ABHM, 

la w-oromo don~e se oueae notar aue el 

llBHM no,:. :absorbe . considerablemente en la reglón del ultravioleta. 

Figura 1~. üNAílCA O~ ABSORBAHCIA vs LONülTUD DE ONDA 



Los :·:ErAG obtenidos por el método de Wood Lee, se anllllzaron 

por .CLAR en las siguientes condiciones. 
.. ; 

· lie Ob!UbO el cromatograma de los ésteres renacllo de los 

licldos: llitJrlco (Efl\LJ. mirística (EfAM), EíABM palmitlco (ErAPl 

(t"lgura 13), con un tiempo de retenci6n de tt.3~, tb.69, 8.9t, 

19.i!b minutos respectivamente¡ donde se observa que et i:::r AijM tiene 

el tiempo de retenciC>n mas peQueño que los otros ácidos grasos. 

~.- CURVA OE CALIBRACION DEL Er ABM POR CLAN 

La cuantlrlcaclon del EfABM se realizo por el metodo de 

Estancar i:::xterno. 

En la figura 14 se muestra el cromatograma ae1 ErABM. 

La ·rabia 111 presenta los resultados de 10 curve de calibra-

clón del u· ABM en la rlgura 1b se observa la grtiflca del A~C 

rs cantidad ae EfABM en ng. 
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z. 

Figuro ta. CROMA'WüRAMI\ DE LOS ErAG DONDE t:Ef'AliM (H.91), 2.-t:f'Al 

(tt.nJ. 3:Er AM (15.69), (19.2!1). 
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rlgura 14. CROMA'íOGRAHA OEL Eí AllH 
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,·,' -· - ·, 

Tabla 111. CIJRVll P/\T,Mllll , D~L'. EF/\9M llNllLIZllDO POR CL/111 

Al3C• 

· . EíAl3M (ng) 

!:! 4. 784 

.10 9.zoz 

ZO 16.7 T!:! 

'º 36.32!:! 

80 80.60!:! 

•Valor promedio de cinco aeterminaclonea 

t:c.uacll>n de la recta: 

y:mx+b 

donde 

m = 1.001 

=-0.74 

0.9996 

r2: 0.9992 



Cla\FICft Dt AllC vs CkH!ll!AD Dl tfAllll 111 09 

• ~ 
= " :~ 
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B ¡~ 48 68 9~ 

llAl<ll lll og 

rtgura 1!:!. 6RAt"ICA DE Al!C vs CANTIDAD 01: EíAl!M EN ng 
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7 ,• DETERMINA';IQN DEL ABHM EN Pt<C POR CLAH 

Una vez obtenidos tos .flclllos grasos libres c:Je las PHE, se 

analizb el extracto por ccr, verificanoo la presencie del ABHM. 

Posteriormenie se t'ormaron los t:F Ali se analizaron oor Clf\K. 

Los cromatogramas· ue (OS extractos provenientes 185 

proteínas obtenidas por los :métodos de ocnnaitmen Hikaitlo, se 

muestran en las figuras _.U> y_. fT respectivamente, donde se observa 

que el EfABM se encuentra en mayor concentración en tas proteínas 

ooten1uas por el mEttodo de Scnnaitman, en comoareci6n con las 

obtenidas por el método de NlkBldo. 

El porclento de contaminacl6n cse LPH determinado por el Er ABM 

en PMI: se presenta en la Tabla IV. 

CALCULOB: 

mg de Er AllM en PME 

- XAllHM ----·---··-····----···- _X ___ JOO -

PME mg/ml X 1 mi 
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• 12 lil ZO 2'4 •In. 

Figura 16. CHUMAíUGHAMA llE PME U~HNlllAS PUH EL HETODt> llE 

6CllNAI fMAN U()NllE 1,f:F A8M (tl.91 min). 
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12 18 20 .... 

Figura 17. C~OHA'roG~AHA 1)( PH[ OBTENlllAB POR [L HE'íOOO OE NIKAIDO 

OONO[ l:ffABH (6.~6 mln). 





6.- COMPARACION OH l~OICE O[ CONTAMINACION POR LPS EN PME 

Se determinó el indice de contaminación cuentifl-

cando dos compuestos Químicamente Oifere111es Que forman parte oe 

éste;· los cuales rueron el KDO el AllHM. 

En la rao1a se ooservo Que te cuantif1caci6n del l:fABM por 

CLAR, detecte cantidanes mas oeque~as de LPD en comparacion con el 

!fll!tooo_ de Karkanis. 

'fabla Y. INOICt Ot CON'rAMINACION POM LPS tN · PMt 

Método de obtención 

en proteínas 

8chna1tman 

NIKaldo 

· ~ ae ·; Contaminación de LPS 

AllHM 

a. 1 s 

u' u' 1 



t:xperlmerltos ..'- ,~P.r~.~ia'S:-.: 

typnl, .: o~te~1i~s. : iío~\· .e1 

' ' 
OISCUSION .. 

'método de 

encuentran ¡¡j;{e!!'.' de' ,¡'Jo :· (22), pero 

que 

Nlkaioo, 

al ser 

las VME de s. 

aparentemente se 

Utilizadas como 

lnrrlunoii-~:~o~i~.·~- ~~~~'- :{~in~"~:~~~~'.·~:<;::;~emas d·e producir anticuerpos antl-VMC 
i . ~: , -

inducen. la· f~~m·~~í6ri:' de ántlcuerpos 
.... ~·\~-:_-~ :~:..~> - ,_;,· -

la présehcfo ·' de_ ' endotoxlna., ' vor esta .-._--_,,- -

específico 

ra26n _ es 

nar · 1~'"~~i;\¡¡j~\W de -lvs ~eri 

~~ra ;~,.:e~i~·-~-Í-~~~;~ -- '.~1 ~_po'f.C"enta,je de contaminaclon 

. VMC, se ~,;;u¡~~ el.. ~eto~~ d~ .·. · K•[ka~ls ,J2~). Este 

senslbllÍ~~d<:-_-d-~·:~:_'~ 1µ.g/ml_,·1.\ Pf'.J".'~--·)o=' .~ue '. :no· ·::·~e _det~cto 

anti-Ll'8, indicando 

importante determi-

~or en las 

ml!todo tiene una 

su preser1cia en 

las JJ.or . - el,.-·- método :de'·; Nlk·a'1do, en 
. - . "~, . .:' '. .: :· ' :· 

el cual las 

L~tl s~n'.~;:~.'. rri~:~-Of~~\~ i.·;·-~Por~·: '10;· tanto 
·,··.: .... ' '. . 

de el presente 

trabaJO consistlo en· · ··~;-~-~·,ii~a·r:::~~X:hn):t ~·~"i~d~ analitfco mas sensible 

para la ~eterml~ac10~'. j~I ';LP;~ ~~fo . se logr6 cuantlflcanado el 

AllHM 
.·--',"'- --·.·:·•'''"':-. 

por .. CLM;< ·c:e•. , 
0

. . \{ 0 ·. 
Los . acidoS :~'ora.sos .):-::i~o.·,·:_-· ~·bScirben·' en la region ultravioleta, por 

absorc1on 
:~"· 

'¡ngura \ :¡2¡,:. ¡~~1iií~ndo 

crpm_a'.-t~_9rá~i; <?:;·ue :~·,". st? 

su sepAracion detección oor 

CLAR. ti obtuvo para los lf Aü (l'lgura 

muestra de los lF AL, lFAM, HA~M !:.SAi'. lstos 

resultados indicim.· QÜe ·1 ef tiempo en Que tarcJan en salir oe Ja 

c;otumna, lo• 

tantet con el 

•; --o· '. :· 

dist.lntos ·-· ·cJer'ivados 
:\ .. ~ .. '. . 

número .:: _ue ·\ ·~i.OrTios d~ 

esta relac1onaao 

carborlo como con Ja afinidilO Ue 
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(!StU5 la fase':~ estaCionaria. Así eL. ErM, ·es ·el último en eluír 
·' .. ;-· .. : ·.·" ·:. --;>, ; .. --: 

por ~erlE!'f. -· .üf1a ..;.~o~_g_l~úd cie ·caofna de -,o:··. Ca.rbOnos~;,. a· conl_~areC6~ del 
~_:._ '.,; ::': ·. .: . :: .-· .. - -... 

-c.i:rAL. que· esb :. constituido aor' soto. 1e. carbonós. ·-<·~~r.: otro· lado,· el 

mllM ~l~~~ el \tiempo de retenc1i>n m:~ ~~~"~~b ; X~ ~,~: 4, debido 

que ) 1a-'v. ;>~~:~~~~;r-~ci_~p del gr~pO <~;.~/'C;~:_f.-~'.1~~;j'~ :)~;~~;-:~>-~- ca;ena ·; ·~-51¡_-~-~-~ca~'bo-

. ~::d(a~ ~ 1 ~en ~ ;~::·1e~e mayor. potirld·~.t- ~;~~.'&1t:t~lª·~~J;da~~ : ~º{ la ·1aae 

e ci:1ec~oi11etogrllme . ae tes.: fá~;_j'f/m '.í!Ph-¡:. o 901 obtenidas 

. •• por;•. el :; íriiÍtodo>. lle. S~t1,n_á¡jrí.a.~:·2tié1r~¿ !tlL. muestra le presencie - ·.del 

Er ÁllM, Sin embargo el cro~;at~graína> Íle - tes PMC ile s. typnfmu-

rlum· - ODte~ides por 'el :matado de NikBidO (íigl)re 11), se observe 

aue. el pico '.iei EF AllM se encuentre en menor proporclon que el 

anterior. Al obtener el porcentaJe de contaminaclbn de LP8 por 

ABHM para los dos metecos de extracción de prote1nas, se encontr6 

Que 1as PMt:: oe b'. typn;mur;um tienen un 1na1ce ae contamina-

clón menor QUe ltis PML ooteniaas por el m~toao ae Bcnne1tmen: 10 

cual lnCllca que por el metodo de Nikaldo, se pueaen ot>tener tas 

VMl: con menos porcenta,¡e de contam111ac1on por Ll'S. 

comparanao los dos m~todo5 Que se emplearon para determinar 

la contam1naci6n por LP8 en PMl: (Taola V), se Observó Que IB CLAK 

es mes sensible Que el de tcarKanis. Por lo tanto el hecho de que 

tas PMI:: de s. typh1murium no muestren KDO, no signtrlca que se 

encuentren libres de LPS. 

i>or otro lado, se puede observar que el porcentaje de 

contaminac1on por LPS determinado por ICDO por At:tHM no es 1:;ua11 

ya que el KUO se encuentra en mayor porcenta,je. 1:..sto se puede 

explicar tomando corno base la estructura del Lipido A de· s. 
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1rpii1mur:ium. (3~,38,43); .. en hay moléculas de KLJO .. por .de 

de 1.~. Los resul.tado, ~e , este 

KUO/AlfüM 
' .. "\ 

o 901 la . relación ' -.. 'de 

trphl~~//uj,:'; en .• · el ~;¡~¡~~. ;~.;.~~:~ '.Igual que · en IJ ••. 

BI ': ···el~-,:·/por:c·eni'a~ie ·.:de· -····ca·~;~~mf~GCat'~.-~ ·.·_.;~~r·. :'.:'et ~·~¡~:~:_ ,- en -~rotei.nas 
de . •/J. o:;~·~,~s~~;~f{ ci~\.;¡;/.;t.; ilos: el :~ita~~\ ~"• ~ikal·~~ . rue 

u.o4i y¿'_~~~;~~~ 1'i,:. r~f~tl"d~ ~;C'anter:lo~i\ :J~nlf'fca. ~.qiie 
ae 

:·.el · porcenta,le 

de .· wo s~rá d~ · o:os1~i, · por · \¡, que ·no, se ::~uea~ por el 

m~tOdO ae ·orknan;s. 



CONCLiJIHOllEll 

1.-- cr me todo Ce. i~r~hanls es , adecuacso para cuantificar el 

L~S. - ",' 
KOO de_I ·cama contamlñante ,_,ew PME :otJlenldas por ·el metoao de 

- óe cbntam1nacf6n ae LP~ en 

PME '. ae Sstmonells -Ce•traíóas oor-- -- el - int.íoao óe NilUHOO), 

resolló ser muy_ sensible ' ya --que rue capaz ae ~uantincar can ti-

dades tan peqi.Jeñas de LPS q·ue no son detec1ad11s por el m&lodo de 

tarkanls. 

3.- La relación oe KOO/AiJHM, encontraaa en forma experimental 

en b'. t y phi O 90f, fue de 3/l respectivamente. Lo an1er1or va 

de acuerdo a ta es1ructura química del Lípido A reportada para 

s. typ/limurlum. 



lll~Lllli;HArlA 

1.- Aveldano, M., Van Kolllns, M. and Horracks, L.A. 1983. 

Separatlon and quantlrlcatlon ar free fatty a cid ij':l f"atty 

acla methyl esters by reverse phase hlgh pressure llquid 

chromatography. J. Lip. Hes. 24:83-93. 

2.- tlatley, M., Me Nlcholas, P.A., PacKer, N.H. and H.eomond, J. 

19114. Anal y sis DI' Lipld A fromm SalmoneJJa mlnnesota K!:i9!> 

Lipopo1ysachorlde by chemical metnoos and Nuclear Magnetic 

Reson;mce. Rev. lnrect. Dls. 6( 4 ):'49-4!>1. 

3.- Baty, J.D. ano Willis, H:.1.3.t9B6. A comparison 
the Higfl-Perrormance liQuid Chromatographic 
Gas-liQUld t;tiromatograPhic analysls of fatty 

of methods far 
and Capitlary 

a cid ester s. J. 
Chrornatogr. 353:319-328. 

4'.- 8hatnagar· 1 N., Müller, w. and t:ictllecht, S.t9Bl. Proteins rrom 

b.-

6.-

r .-

Solmone//a H-mutants mediatlng protectlon agalnst 
SaJmoneJJp typfJimuríum infection in mice. t. Preparation 
ar proteins rree from Lipopulysaccharlde usmg varlous 
Chromatoqraohic metnods. lbl. Bakt. Hyg., l. Abt. Orig.A. 
2!>2:66-101. 

Borcn, H:ichard r. 1970. separatlon of long chain fatty acids 
as phenacyl 
Anal. Chem. 

esters by High f'ressure LiQu1d Chromatograony. 
• rc14J:Ha r-24a9. 

~ucna 1an, µ,M. ano Arka, H:.J. 
infection inaucea by vaccination 
ar Nfnsser1a gonorrnoae in 

1ao:e19-eor. 

Coaper, M.J. and Anders, M.W. 
chain fatty ilCIO as 2-Naphtacyt 
LIQuid Chroma togrilpriy anci Mas5 
46(12):1d49-18b•. 

Hn 7. tmmunlty to gonococal 
with isolate outer rnemorane 

ginea pigs. J. lnf'ect. Uis. 

19rr. Oetermination of long 
esters by lligh Pressure 

!::ipectrometry. Anal. Chem. 

6.- oovís, 1:3.0., Du10:ecco. H., t.:isen, H.N., üingber·eg 1 ILS. ana 
Wood W.B. Trataao de Microbiología, la. erJiCi6n. l::Cl. i-;alvat 
eal tares, l:Jarcelona, 198a. 

1,1.- Oi Hienzo, J., Nakamura, IC., lnouye, Y. 19 78. íhe outer 
membrane prote1n al' gram-negative bacteria: blosynthesis 
assemt>ly and functions. Ann. H:ev. ljlochem. 41:4lH-!:i~::J. 

10... Droge, W., Lehmarrn, v., Lüder1tz, o. ana westphal, o. 11:110. 
Structural 1nvest1gations on the ~-Keto .. ::J-Uesoxioctanate 

~eg1on or L i popa 1 isa echar 1d e s. t:ur. J. l:iiochem. 14:1 l!>-184. 

11.- Ourst, H.D., Milílno, M., Kik ta, LJ., Connelfy, S.A. and 
tirushKa, ,. 11JT':J. Pnenacyl esters OI ratty a cid Vla crown 
etnP.r catalyc.1s f or enria eco ultrav1olet aetection in liQIJld 
cnromat ogr apny. Anot. cnem. 4ll1t):1197-IHOI, 



-yf;t;;f~ 
M ........ 'i•,~ 

Uf 1.A 

12.- t-:lnsesteln, ·r .k. ano Argerman. 1976. Jmmunity to experimental 
SaJmane/Ja lnl'ectlon.: Studles on the protectlve capaclty 
an·d lmmunogeneclty of lioopolysaccharlele. a ce tone 1<.illed 
cells an ribosorn~-r1sr1 extracts or SslmoneJJa t ypnimur1um 
In C311/HeJ ano CD-1 mice. J. lmmunol. fcf:fOf0-fOf4. 

13.- l::ngelhardt, H. and l::.Jgass. U. 19 (8. OotlmizHtion ot gradient 

14.-

1~.-

16.-

rr.-

lü.-

19.-

elutlon separation of fatty acld phenacyl esters. J. 
Chromatogr. 1~~:<•9-c~9. 

üermanler, ~. rne 11ve üral rypnoia vacc1ne ry i!ta: H:ecent 
t'ielo trial resulte. sc1avo lnternetional conrerence on 
aacterial Vaccines ano local 1mm1mity. Qiene. Jtaly. p.p. 
10-1<. 

6ermanier, R. 19 T r. 8ituoc16n 
contra la fiebre tifoidea. aol. 

actual 
of Sanit. 

Cle la 
Panam. 

inm11r.1zac1ón 
~<:Joo-a11. 

Gerrnan1er· 1 H.. eno rurer, t::. 19 f'j. lsolat1on ano cnaracteriza-
tion or s. t ro ni gal t: rnutant ty 21e: A cRn01oate str-a1n 
ror a ltve typno1d vacc1ne. .;, lnfect. 01sease. 1;)1:btiJ-Otitl. 

lime10er1 J. and Martin, H. 19 T6. Phosono1ip1d and L1popalv-
sacchar1de In Proteus m1rabilis and 1ts staole protoplast 
L-rorm. tur. J. t¡¡ocnem. ti l:4tl l-"94. 

Halgunset, J.. Luna, l:.W. anCI Sunoe, A. 19ts~. lrnprov1d 
separat1on or 01olog1cally relevant Cu-Ceo ratty ac1ds by 
rever5ed-phase higri-oertorrnance l1Q1Jid chr ornatograptly. J. 
Chromatagr. ¿;i f:4Yti-499. 

Hamilton, J.G. ano Coma1 1 t:, flJtlo&. lleoaratrnn of neutral 
lipiels rree fat ty ac1os oy ri1gn-oerrormance liqu1d chrornatog-
rapt1y using low wavefength ultrav1olet aetectlon. J. L1p, 
Hes. ~b:1Ui!-tU8. 

20.- Honman, N. l. iH'ld l1ao 1 J.C. llJ 76. High Pressure liq111d 
Chromatograuny ot .o-Melox1dnt11oes ot tatty ac1as Anal. 
Chem. 4tl:t10.4-1100. 

21.- lkedr11 M., Sfllmada, K. ilOd tiakaguch1 1 T. 19~~. Hlgh-
Pert'ormance LiQu10 <.:hromatograph1c determinatfon of free acld 
with 1-Naphtt1ylamrne. J. Chromatogr. C:f~:i!b1-lb9. 

l<.- lsibasi, A., Calva, L, OrtiZ 1 v., ternilnClez. M., Hernande1, 
A. y 1:urnate, J. 19tl!:>. Vacunas contra la fiebre t1toioea B 

partir ae antígenos oe mernorana externa. ~1moos10 Avances en 
•I uso oe Vacunas, ltlti!:i-198!'.l. p.p. 109-110. 

<J.- JoKlil, W.1:., Wlllet, H.P. and Amos, U.11. Linsser Micro-
biotogy 11 1 t::O. Appleton centr·uy (;rotts. p. t06-1;j-4, 

C4.- Joo, l. 19 ro. ~resent status and perspect1ves uf vacc1natlon 
agarnst tyono1d , fever. t.n: 1nternat1onHI conference on tne 



Apllcütion _ af 
Olseases of 
226:329-341. 

vacclnes agaln.st 
Man, o.e. 1::.u.A. 

. Viral Klcketslal and 
PAHO/WHO Sientlflc' 

-~•cterlal · 
Puollca11on 

~b.- iarkhanis, Y., Lelther, __ J. and Cario, o. - WIH. A New -_lmpraved _ 
lli)opoli-

111ochem. 
Mlcroossay to Determine l-ceto-::J-aeoxyoctanate in 
saccharlde. In ü'rarn-Megative l::iacteria. An.al. 

· H5i595•6U!. 

(!tJ,... Kumote, J. 19 r r. Inmunidad, inrnunizacibn y vacunas. la. 

21.-

30.-

31.-

- eaicibn. l::oiciones médicas del Hospital Infantil oe México, 
p.p; 221-241. 

1wssi 1 N. 1 Hormien, M, !:iasen, H., Va1tonen 1 M. and Mñkela, í. 
1981.- lmmuruzat1an ma,¡or outer membrane proteln (por in) 
preparation in experimental mur1ne 
llpopolisaccharicie. lnfect. lmrnun. 

8ilfmonc!I051S. t:fºfects of 
34:328-332. 

Levíne, M.M., ouoont, IL L. uornick, R.11., Hnyoer. M.S. 
19 t6. 
oral 

J. 

wooawaro, w., Gil man, H.H:. FJnd Libonatti, J,µ, 
Attenuatec, streptornyc1n depenaet b'a/mone/Ja 1yp111 
veccine: Potent¡;H aeletereous errects or Lyophlllzauon. 
lnf. IJis. 13~:424-•29, 

Lowry, O.H. and H:osebrougt1, 
mesurernent w1th the phenal 
f9~:~6b-215. 

r arr, 
reagent. 

19bt. 
!;iol. 

Protein 
Chem. 

l1ide.·1tz, o., Galanos, o., Letrnam, M., Nurmlne'I, , t. 'f •1 

R1etsctlel 1 ~., Rosefetdel, M. ilna westohal,- o. 1913. LiPld A: 
Chermcal structure ano Dlologicat activlty. J. 1nr. Oís. 126 
(9Bupi) 9. 

LOoeritz, o., ·ranamoto, "·· üalanos, c., Makenzle, 6.f<" 
ijraae, H., Lot1r1ngcr. u., Hietscnel, E., Kusumoto, H. and 
Shibo, r, 19H4. Lípopolisaccnarfdes: !ltructural principies 
oncr biologic activíties. Hev. lnrect. Uls. 6(4):426-431. 

J~.- Lugtenberg, l:j, rrnd l. van Alphen. 1CJHa. Molecular Architec
__ or fscnerlchia 
t:t1acn1m. l::tíophys. 

tu re ano runc tioning the outer Memorane 
-co/i ano other üramm-Negativ~ - l::lacteria. 
Acta. 13 l:!:Jl-11b. 

33.- Mi1Jra, r. and MIZtJShima, s. l9ij8, Heoaration by density 
graa1ent centrifugation Qf !WO tYPeS ar memoranes from 
seroplae.t membraoe Of t.' scheríct1i a col/. 11iochim. t;loo~ys. 

Acta. lbO:tb9-rn1. 

J~.- Miwa, H., HiYoma, c. and Yamamoto. M. 1Ytl~. wan ... PeNormance 
L1Quia Chromatogrnot1y or short.. ano long .. cnrHn tatty acid as 
c-Nttrophenylhl{Jrazioes. J. cnromatogr. ;;,~t:16!:1-n•. 

~~.... Munson, R. ~ asrnusscn, N. and Osborn. M. 19 f B. 81osynthcs1s of· 
Lip1ct A Lnzymatic lncorporat1on ot' J ... oeaxy·lJ-Mannoctulosonate 



b1 

into orecursor ot' Lioia A in !iB/mo11e11a tro111murium J. 
8101. enero. 203:1~03-1~11. 

30.- Nikaido, H. 1963. Proteins forming large ctiannels form 
lamt>a bacteria! 

receptor 
ana m11oct1ondríal o u ter memoranes: porins and 
protein. MethocJs in l:'.nzymofogy. 9ti:t$b-100. 

J 1.- Nikdido, 11. ano Nakae, r. 19 79. rt1e Outer Memorane of' 
ürarn-Negative Bacteria. AU. Microo. Pnysiol. ¿Q:IU3-2bO. 

:rn.- Níkaido, H. ano Vaara, M. flJtJb. Molecular Basis of l:facter1af 
Outer Memorane µer-rneabli1ty. Microo1ol. Hev. .49:1-3¿, 

39.- osoorn, M.J., Garder, J,(., Parisi, i:. ano Car son, J. 19 re. 
Mechanism Of assembly of outer membrane of SaJmonel/a 
typhimurium. lsolat1on and cnaract eri zat ion or cytopJas-
matic ano outer· membrane. J. ~101. cnem. ¿4 I :39~¿-39 / ¿, 

.40.- Osborn, M. and wu, c. llJHO. Proteins ot tne uuter Memorane or 
Gram-Negative l:HJctería. Ann. K~v. M1crob1ri :.H:Jt:PJ-"43C. 

41.- Palva. l:.r. and MaKela, P. flJtlO. L1oopollsaccharide heter-
ogeneclty In Sal mane/la typl1imur1um .rnal1zeo oy soo111m 
ooaecyf sulfato poflacry1.;m1oe gels. J. B1ocnem. 101:1:1 t-t-43. 

4~.- Pf:tre2, M.A. <.:abrer-a, R. 1974. Medicas emo1eaaoas en frJ 

infecc1on tit'Oídicu. Rey. Salud Publica ae Mexico XV:1d!:>-flJ"4, 

•3.- Uureshl, N. ano íak.ayama, K. 19U~. P11r·1fication an Struct11ra1 
úetermlnation or Nontox1c llpld Ubtained t"rom tlle Uooooll-
saccharlde ar SalmoneJJEJ typnimur1um. J. tHol. Chem. 
2b 7:11606-llijlb, 

44.- HezanKa, f. ,'lna l'ot10.1il, M. tYHO. ürad1ent seoaration ar 
fa t ty a cid {C 14 -CJo) by rt?verseo-otiase hign-pcrt ormance 
líquid cnromatography. J. Chromatagr. :i46:4b:;-AbO. 

45.- Heitman, M. fYti 1. 1nrectiv1ty ano ant1genlcity of streptomy-

46.-

47.-

46.-

cin oepeno Salmonella ryphosa. J. lntect. l)Js, 

l!T:IUl-107. 

RietscneJ, L., üottert, 11., Lüdetirtz, O. and Westphal, 
W T ~. Natur·e and Jinkages ar the tatty acia present 1n 
L1P10 A cornponent of !J' a J m o nel Je l 1po1>ol1 sac cnarides. 
J, li1ochern. ltl:166-1 / ::L 

Rietschel, 
lahringer, 
llp10 A. 

t., 
u. 
~ev. 

Wollenweber, H., kU55G, H., 11rade. H. 
19ti4. conceots ar tne chem1cal structure 

lnl ect. Uis. 6('):o~-4:rn. 

u. 
the 

ltJr. 

and 

º' 

l:ichnaitrnan, C.A. 19 /l. i:rrect Of ethyrena1am1!1e tetracetic 
acid 1 rr1ton X-IUO and Jyso?yme. on tt.~ chem1ca1 compos1 t ion 

º' tne Wü!I or fsc/ler~ chia CDÍI. J. Hac t erial. 

IOH:b53-b56. 



rsucttiyD, u., Hnyashl, r .. Sato, M., ratsumí¡ M. ª"ª rakag1, 
N. Wt14. l:JimultRnt.?oUS on separation and· sensltlve determina-
tiuu Uf -· f,..ee ratty - BCidS in blood plasma by High"'.":performance 
Llquld C_hromatography. J. Chromatogr. ~OV:43-~Z. 

50.- waaha11,- M.H., oupont, H.L., Horníck, k.1::1., , snydér, M.s.,· 
Woodward, W., t;llman, H.H. and lfbonattl, J.P. . 1916. 
Attenuat_ed 1 streptomycin dependent b'a/monella tY/Jhí oral 
voccone: Potential aefetereous errects or Lyophlflzalion; ;i. 
lnr. Oís. 133:424-429. 

5t.- Wefnbaum, ü., ICadis, ~.. S.J. AJI. Microb1a1 Joxlns. VoJume 
IV, tlacter•lal ~ndotoxlns. c. hapter 4. Academlc Press lnc. 
Wfl, New Yor·k. 

~e.- . Wollenweoer, H., Schlecht, s., Lüderltz, o. and ~ietschel, (. 

~a.-

IY6a.. Fatty Acia in lioooollsaccharldes 01 Sstmone/la 
sPec1eS Grown at Low remperature ldentificatlon ana Position. 
~ur. J. ijlochem. 130:166 r-1 Tf. 

Wood, R. and lee, ·r. 198:i. HigtJ .. Verformance UQu1a 
raptiy of t'attY acio: Quantitative anafysís ot 
monoenoic, poi yenoic ana geornetr1ca1 1sorners, J. 
2~:231-246. 

Y'r'lmllglJchi, M., Matsun11ga 1 H., liara, s., NaKamura, 
OtlKura, y. 19~6. lfighly sensiti ve oeterm1nat1on of 

Chromatog
saturated, 

Chromatogr. 

M. ""ª free fatty 
a cid In human serum by !iigh-Per~·armdnce LIQIJld <.:hromatoqraphy 
w1tt1 luorescence oetectlon. J. thromatogr. ~l":U-~o. 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Objetivos
	Parte Experimental
	Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



