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--:"-"_;· _: -~ -
.de 

S. typb.J 9.-12,Vi:ci. 

C-oñ- el propos1to de pur1íLca.r ca.da una de las po1"'1nas 1 

hac1endo uso de ~eenologia de DNA recombinante, se procedio a 

dete~tar el gen que codiiiea para la porÁna OmpC. Para localizarlo 

en el genoma se realizaron ensayos t1po Southern utit1zando como 

sonda el gen ompC de E. coJJ. La sonda reconocio un fragmento 

de aproximadamente I:b en el DNA restringido con Bel !!, el cual 

fué ut1l1zado para consLruir un banco de DUA en los vectores 

plasmidlCOS pUR 290, pUR 291 y pUR a92, Para aJ.slar plasmidos 

recc•nlblnantes que pudieran contener el gen ornpC se h1ZO uso de 

sondas de DNA total de :::. typh.J y el gen ompC de E. c .... "IJ.J, 

Finalmente, al PHA de los "candidatos" se restrl.n(tlO y con un 

olq:onucleot1do s1ntét1co de ompC de S. typb.i se loC'alJ.zo un 

:fraemento de aproxlfnadamente 2 Y.'.b, que se p1ensa c.orresponcte a un 

een (o parte de él) que cod1f1ca para una po.r1na de S. t.yph.i. 
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llENERALlDADES 

Las.fi~bres·en(~rica~ contin¿an causando·· una ~ons1der~ble 

múr-b1 l idad .·Y ~:rta{l ctá-~: e~··, n~·~·¡,,~~·~'. ~~ -;~·:t~·::·~-;·., ha'.Íi: conse.i;?Uldo· un 

buen:. l;ont~.o l .'~1~~~b~:~.-l o~~-,~º::~-~ i ~~:~~{!~·~<-;~~y~~;,:~~;, ·.·~:.~'.-i3::;·;~·J :,:~ .. ·_En -- estos 

pa 1 s-e~':: •"·J~ -~-~ c;a~·{.i --~~ 2-:~<.«~-~~c~~nl~''·\/ s·~rt"a .. :d~~·ii'~·br·es·_·erli"er1 cas ·es 

saJmoneliá .•(ypj,;;·'~únte ;,c"au~~l ·~~:.;~.,¿\~~~~;é túoídea ·. (33J. 

Los á'at.Ó~-. -~~? ··-~;~:~ l Li~o -~-;;~n~,~;:_;i.~~=~Í:~·:;~-~'-:·'.l:-~-~?-re_s_ent.an i:i_pro~1mada
ine-nt.e·~ .. ·i 2,--5~-lni'h-ob-e-.s:~-de'';.~-a1'6.S-;-~de·."'.'f í·ebri'e';.'flio':tci'ea<ai :-á-ñO eh el mundo 

_-{ ~F~ J ~y_e_n~~~ _:-~~~~~.~j-~,-F~-/C-oii~}:~·~k~:":~~~~~id;i;{[f--;;:¡¡~; ·-~~5- 'Casos por cada 
l ' · •• ',)~ ·, ;~.;,:·:'•_;. '," ~ <·'.'.'oc~:( 

·100. o.oo habita:ntes_~-ct~:~·'iaº~:p·o·bi-a~:<U~n? .. :t"O~ar:. __ y ;~ 51to casos por cada 
.;:0'1I_. 

100; 000.--. hábi t·~rit·e:·s: de . .) ~·-r:POhi'·k•~X:ón ;-~-~\/?~~ p"a·-i se_~- en Vi as de des a-
'-~::~ ---0;:_'7'-o!. 

rro l 1 o. - "'En. M&X~-~-o-~- ~~ l a-~~~~i)i ri·ct-;,¡d -"e~ ::,«~·~:~1 ·~-~_Ca'~~s por 

habitantes al· año ~e;;.~~-~-/~---··-
cada tóU,(100 

Los paises que reportan casos de t1fo1dea severos comparten 

var1a2 caracterlst1caa: su3 poblaciones y urban1zac1on incrementan 

rap1damente, procesamiento Inadecuado de Jos desechos humanos, 

defic-1ente abastec1m1ento de agua potable y un ¡¡?ran cc•ntacto entre 

los humanos, al 1mentos y agua contaminada. Es prot•able que e~tos 

!actores permitan que un numero cons1de1~able de personas se pon~an 

en contacto con grandes inoculos de S. typh~, lo que da como 

resultado un incremento de casos con T1ebre tifoidea. 

La infeccion t1foid1ca se transmite por el agua, que se con-

tam1na pc•r la elim1na.;ion fecal de S. typh.J. procedente de un 

enfermo o de un portador. No hay .reservor1os animales. La capacl.-

dad del bacilo tif1co para permanecer viable en el suelo, en los 

depozitos de agu~. en las •:orr1entes de.aguas contaminadas Y en 
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mar.Ls-

co3 y ·p·~ t·;¡~:, -~·-¡:1~;:.:j~~~'.{~;;: ~fr~: t_:;~~-~;;·~,}~¡.~;:-~{~~,'.~\'~ ~;~-~ :.:i~~ agua'. a J · d ¡a y 
'','';0 'v' :~l • ~:;..;:..'.' 

i:oriC"entf.án'· ei1é·áZmefltei··1~s" b~\:{er~-~-'~~~-p~6c_e'éi~-~t'e:s·: dti!i drenaje ca-

·n-a:1 i·-~·~d,~1- ·:~;a·l/nlr:~:~,·:; ~-~~dU'Z'ba :~:~,:~:-~ti~(1'i~'. 1 
pe·rSoíliis· clUe ~b~ben esa a~ua o 

):'.:'.. -.·-··>>:=, - -~~~e:.-~. _':.·;;~· .... ~~:r..5~_, --:~~\;; .. ~-::--~·-,-_ ·: :_,:-~. ;.~-~:>. . 
consumen,-:·:-~tl:.~>-~-~--~-~-~~·~-~~/:-~~-'.~--~:~-~-~-:~~~~- _e~-~ S •. typh.1 f41). 

·:·:.J-:¿~·~:~_;\1~-~-;~~~~;~:¡{.:2:-~~-:~¡-J:~:~-~·¿~·t:~~---:~· · i·~s cron1cos constJ. tu yen una 

f~ent~;J~~6~if~~§~~e)orMuo, espeé1almente s1 ~on maneJactores de 

a.1ime·nros: 7::·LaTei'{iTil.n·~·cl.ori·· Teca1 d~ s .. typh.i puede 21 egar a ser 
:: \:_~:'1. ·L·; :,: ·~ 

hast.a --~d.-~: ."f~~.1: .. :b.áé·ter·ias/f?_ de heces. Esto, aunado a Ja iacl.lidad 

-- p;~a~ ~-O~~~hiih::~:r.: l a.s:'·mañoS-_- cteSPuas de 1 a de·fecacl.on, hacen 
: ; . "._ - ~· . ; '. que un 

pa'~ta~or- p~e-d~ pr.Oduc1r epidemias de centenares de casos (41). 

causa un espectro de padecimientos clinicos que 

incluyen :fiebres -·ªº!-~ricas, gastroenteritis a~uda, ataque al 

estado general. lesiones ulcerat1va"s del l.ntesti.no y balance 

nitrogenado negativc• que aiectan Seriamente al estado nutr1cional 

deL ind1v1duo afectado. (41). 

La infeccion es ad_quir~'~a .Por·: l.ngest1on oral del m1croorga

n1smo. El bacl.lo prese·~~lte en .. l~s allmentos vence la barrera que 

supone el JUgo gastric? debido· a que parte de la acidez es neu-

tral1zada por los all.mentos y la ~cc1on protectora de las secre-

C"iones d1sm1nuye. p~spuas_ de atravesar el estomago, los C•r¡:an1smos 

penetrar la 
mucosa i.ntestinjl ·.y diseminarse vla las placas de Peyer a la 

lamina pro:•P1a y:nOd1ú'O-s_« l·~~f~.t):co:S regionales, La bacteremia dis

tribuye al ~er_'me~~'.' erl y,-!:~.~·~.·:·. el· organismo y final mente ocurre 1 a 
',,, .: ...... '•, 

colonizacion·de la~;'.i:;.~fu'1aá:·:d"ar·_sistema reticulo endc·lelial pre-

sen tes 
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' - - ' 
vame~te 1nse"ris1b!e a fo.S-: :ari-li'i~J.o-t."i~os, Esta· ca.Pac1ctad 

::~ .. typhi, para so~r·ev~v1r_.:y rep}·:-~:'á·;~~- .{:ri:¡~~~,~~ ~:~:~~~~~·h{~~~ parece 

"·-~: 

-Au'~~u~~~-Í curso: na·t~r~j.'_ d-~--.)-~:<-Í:~i'_e~-c/ó~,: p~~-r: 
' ,:.__: .>--

:\i.;'"<~;-~:-· -_ ·. 
;~:J·~i:;~J )~-'-e-~. 

de 

enteridl~Ó ;_:··.~·~·y 
'···:·-, . .f,., ,'. 

PDco ·.Se_ -~on·o-ce ac;r~-'ci«:.-d:~·\{a·s\b~:~'~-s · ·.,, fno_(eclli ares cte 

1a 
:< : ··_' .. , __ : :~-. ~ 

patcigenes1·s y ;-~~r~{~~~~-~; ·: __ y--·~U- ~-;¡\U.Ci':i"o ··'~-e· h·~- -~-1-~to · 11mi tacto 

al 

uso de ratones .infectados c'o~ s._ ·typhJm~.lu~(como un 'modelo 

animal de flebre t1io1dea. 

Las investigaciones de la Ult1ma d~cada se han d1r1g1do pr1-

mordlalmente a d1luc1dar Jos factores presentes en el cromosoma o 

en plasm1dos 1 que perm1ten la penetrac1on intracelular de Salmo-

nelJa y la sobrev1venc1a y crecJ.miento de esta dentro del fago-

liso soma del macro fago, 

En varias especies de .Salmonella se ha demostrado que 

existe pJasm1do necesario para causar la infecc1Gn mas alla de 

las placas de Peyer del intestino, en los nodulos linfaticos 

mesenter1cos y en el bazo (25). Hasta la fecha este tipo de 

plasmidos no se han e~tud.iado en S. typh.l. 

Algunos genes de virulencia y regiones homologas han sido 

localizados en diferentes pl~sm1dos y se ha identificado una 

ret:ión cc.mun de virulencia en varias cepas. Gulit! y col:S- (27) 

clonaron el pJasm1do en s. typh.lmur.ium curada cte pJasm1dos e 

ident1!icaron una regi.on de 14 X:b productora de una proteina. de 28 

XDa que aumenta la v1rulenc1a de la bacteria en ra~ones, en 

t~rmi.nos de infecc1on espl&n1ca 1 d~spues de la 1noculacion oral 

J:awaharc .. y i:ol t•t•.tl mc•straron que en S. choJerat:>suJs. la 



pre3encia cte un.: plasmido de-. 50 J-:b esta re1a'ciOriacta·.:-·:a.:su capaC1.dad 

de causar bacterem1a en ratones, e lde~ti¡icarOn\~.·~~ni:~: ré~pori~~ble 

a una repon de 6, 2.Y.b contenida en dicho ~Io3~i¿i2 ··~ ..... , 

Jones Y col ( 37 ~ ~an ·prop_ue_st.o. q~7'.:- l_O:~:·j:i(~~~!Tl·~~'O'.~\:~~:- (~:J:fii·I en-~ 

soma 

lenc1a. Cuando los plasm1dos se esC'indeii de:·í i;"-t:"Omosoma, se pre- . 

sent.a de nuevo la virulencia bacteriana. 

Los mecanismos _de esta in:fec_cion invasiva mediada- por_ 

plasm1dos aún no han sido ldentificados, pero suponen una int.erac-

cion compleJa en la relacion ho3pedero-pat.ogeno, Probablemente el 

analisis combinado de patoeenesis y eenetica asociada- a plasmidos 

de virulencia 1denti:fJ.cara nuevos sistemas de virulencia de SaJ-

moneJ Ja (25), 

Por otro lado, Jones y col (3$) en experimentos de J.nvasivi-

dad de S. typhJmur~um a celulas HeLa encontraron que usando 

mutantes sin motilidad no se establecía el contacto entre los dos 

tipos de c~lulas; sin embargo, cuando las calulas·HeLa se.centri-

fugaron con las cepas mutantes, se produJO lá invas1on. Cuando. 

estos experimentos se h1cieron con S. typJJJ y celulas de riñon 

de perro HDCY.: no se obtuvo el mismo resultado , lo '!ue s1:1gir1_~_:9~-~---~ 

esta especie bacteriana requiere de 

invact1r c~lulas epiteliales, y que ~sta no puede ser sustituida 

por fuerzas mecanicas (46). 

i3al~n y Curt1ss III, usando un s1s:tema .J.n VJtro, aislaron 

un loc-us ¡g-ent:!llcc•, inv, que -onfiere a una cepa no invasiva de 

8. typ.hJmur.Jum !Q 1·apacidad de penetrar celulas de o:ultivo de 
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. . ~ .. 
t.eJidos •.. As1' m1smo;.·>cepas .ait.amente .vL~ulent.a~ cOn-;mufaCiones lnv, 

fueron ,¡nc~Pa~~~ ;·de penetrar, las "~:·'.~·~f~~;·ks ~\ ( 1 '~.·;::~<,.'·~~·~ud~-~~- pos-

t.er1 ore~_\, ;~di~.c~~~n que. ·~-a ·. ~-~~;~:~-J.~·ri_::::·~~:)~:~-{~~-~-:;~:-~h-~~~\:~~r.~f~~~;-~;~ o·~\~ es'. 

afectada>·\ p·Or< canm·1o·s· en·· elXSüp·ere·~~-r-Ofl'a~'ft:~;it':,·~~~~-,,'.:·nu·A';;:~-~\,- ·cuar ~--a~ 
-.... -·;-:;.' 'o ' ... ·:;, !:: ·.·: ·'."f.'.:.l'i_.. --~ f:'' ·" 

su ~ez -~s ·i-nf l u~hcia~O -·Por. _i a ·_O'SmOt ar"ia"ad·;;de-1"?,-,m-ect·~·o-; 

_que e~to- -~~b~~~;1~riie~t;~·-· ~~P~~~~z:i~~ª-: µn·'.· m~~·an.í-~S~o';_4~,. ~~:;-~?~~-(¿;~-
~ichó~ --~:~~-~/-- <~~-;::·. ,J ·"-<.,·;~ ~:r} : .... 

.. ,.- ... , ·-·', 

Se han obtenido ev.I:dencias que~ apoyal! i·a. ·h.~p~~ .. ~~.~Pi). d!·-;:q·~·e 

sobrev1vencl.a· dé--Salmonella en macrofagos es un E.~'é'io~~.~·~~~-~·~r~:~:, 
- - ~---,_--

. :.···- '_. 

dl.al en la patogenia del microorganismo¡ una de' el las es ,qu~ 

mutantes por insercion de transposon de S. typh.lm~.r_1W?1. qu~ no 

sobrevivieron intracelularmente en macrofagos cuLt.ivados tie~en,--

reducida virulencia en ratones (16), 

Al respecto, en estudios si mu l t~neos, 1 os grupos de Mekal anos 

y HeJ:fron demostraron que $, typhi.mu1•J.t1m cc1n mutac1_ones en .;1 

locus regulador phoP (responsable de la sintesis de ·una fosíat.asa 

~cida per1plbsmica) son av1rulentas cuando se inyectan.en ratones 

Balb/c, son incapaces de sobrevivir en mac~OfagOs-y·extremadamente 

sensibles a peptidos con act1v1dad antimicrob1ana, tales como las 

defens1nas derivadas del hu~sped. El locus phoP eSt~ compuesto de 

dos genes presentes en un operon: phoP y phoQ, y las secuencias de 

am1nobcidos de los productos ~enicos tienen alta homologia con 

otros miembros de reguladores transcr1pc1onales bacterianos de dos 

componentes que responden a estimulos ambientales, tales como PhoB 

y OmpR¡ por lo que se ha propuesto que existe en Salmonella un 

sistema regul actor de 2 cc•mponentes phoP/phoQ que regula la e:xpre-

316n de 1;?enes i .. volucrado::i en virulencia, que codifican para 

prote1n~s de superf1c1e que participan en la resistencia del 
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·. '.: .: .·-:- . 

ml..:rOor@ aiti-SrTio (i.:·:r~·~·~o~e·;· · mi;c·~-6~¡ ~~~-d~s· :i_~e·1 \amb·¡·:~n~.-~1 ·.~, l 11-~--~ ~¡'"~; 
Pó"r_·_· ot.~-0 {á:d'ó~--+.~~:e-· ::ha· ~'>estab1~~~:1d6~7··1.:::qJ~-. ·1'.EÚ- ti~-;.~t~6_1:~~:-~~é-~:~-~~-~ 

!LPS>, ~~mp~n~nt~:imri6Í-.t~~te;,t~ ~~"t~t~"ff~k~·;hi:~t¡\''i•~.~se,;Ciai 
para - la virúl erieia;·~~e ·~sa·lmoneJ la,· ·y}:,que,; niüt:ant._eS-:.é"oh ¡;~~~-:~~~~:~·~;,~ ·.· .. 
en LPS scin' mUchó.: ·,meriOS-:" ,;~~;_J~~~-~~~-~~*··qu~~:!J:s~~~f:~~~?:'~ ··:.;ti·:¿~~¿~-¡\.:(_.,. 
vestre. .-:;~\--·, --.~-::_··-~;~~;<:, ~;;":;;~?~:J'.:i~;-.:· .;:~\~i.,_ ;(~:}t'.' ---"~·~;:~( -~:>: .. 

EStructuraliñe'rlte ·~1 ·:~;·~;·es !-1º :;-·:coiñpl ~~J~~S,-~::;~aCrOm·o1"e~Jf~~.? ':~~~~-:~ 
puestO de 3 re€eion9s·: una regibn hidro~b~ica:·~~;~~i\~~~:~.~~~'i·<~;~~',:~t~'.f:,~: 
distal, h1drofl 11ca polisacaridica o antleen~; ¿',''i, ¡'~i.>é'~:i1:Ci'~sÚ 
expuesta al medio ambl.ente bacteriano, Y ·1-a ·re-g-.10:-ri~·cé'rit-r~c-o "éOf.e(

que conecta las dos anterl.ores, Hay evidericia~~ - de··-= que -.·Cepas 

mutantes gaJE, que carecen de A~ O pero lo sl.ntetizan ·parcialmente 

en medio que contiene galactosa, despiertan una respuesta inmune 

especiíica y adem~s son avl.rulentas (80), Sin embargo 1 otros ha-

llaz~os sugieren que el antigeno O no es esencl.al para la virulen-

cia y que la respuesta inmune que provoca no es protectora a la 

infecc1bn con la bacteria. Algunas mutantes galE de S. cholerae-

suis permanecen tan Vl.rulentas como sus padres tipo silvestre 

(58), y se ha demostrado recientemente que una mutante ealE de 

S. typhi fu~ capaz de causar t1fo1dea en humanos voluntarios 

( 32). 

En 1990, Nnalue y col (57) probaron la virulencia de 3 cepas 

de S.choJeraesuis deficientes de A~ O inoculadas por varias 

rutas en ratones BaJb/c. Todas el las fuerc•n tan virulentas como 

sus ancestros con Ag O cuando se inocularon por vias intraperito-

neal e tntravenosa, pero fueron av1rulentas por la ruta oral. Esto 

ha l lev~tdC• a pensar que probablemente el principal papel dei LPS 

~n la virulencia es fac1l1tar la sobrcv1vencia en el tracto ~as-
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tP01ntesti.nal. 

Rec1entem~l'l:~t!L_ :se _h.alt(-,i.~erit.LfiC~do· '."{.;pr.o:t~!in~S de membrana 

eXt.erna:·,_ ( PME i .. -. 1 ~~~·1··~=~~~;~~~ ~~-~:~·- :\~~)~i~¡¿g ~:~~-~x~·'.:·~·~;~"-~ i-~~t. ~~-.~~ b~~·~ er las. 

Las por i nas· -. t P"!~f ~~-~~~t~<~:f.ri&~~:~~.rq_:;.~u{e~.--~.J.~.:" .. '.·i"cz:0.~nn.:.•c(/-e.':,n·~;Xt:~'.rj.;ca.;,.~ªc·.·· ~··0 __ ·Pn·~-aer5_:ª.·.·.· ... j' m~CI-o fa e os 
de raton,: y· s·e~·.h-~ ;d·~~~ó·it\~~-~··ct¿J;: . ... : <subtox1cas de 

- ' - .-:: ·: .. ... ·.~:;;::., '.:~:/?!~;>- ::/¡.:, ~~::,;y:«; ·- .-.,, -. -~:-~~::_¡ --~·· 
porina•,;~e~~c~:~ft .;;f,;"[~iS·~~·gt~D;">Y .1 ~·;n,;,¡,~te ,;,t;;ace lul ar de ¡as 
bacterias'., l_fl:ger1-das::·c t 2/;76)·, 7 _;-,·"·c··c ~--:.y;: 

P.0~;, .. ~~1.~r~\):~'.~b{:--~~:~·t:~:;: · ;:~;:-~-t~'.j ~~:~._, :.inducen 1 a act1 vac1 on de 1 

cómp\e~~~:to-~··.pot"-·-:"~ii :;'~V·1-·a· CtaSTCa': y Por la vra altern-a (221 ¡ son 

capa:~.·~~-~.-~d.~:,unirse.- a leucocitos pol1morfonucleares de humanos, 

afectando fa 1ntegr1dad de sus membranas y su actividad funcional 

(77) 1 y parecen tener relacion con la adherencia e 1nvasion de las 

bacterias a c&lulas ep1tel1ales. 

En 1990, Gald1ero mostro que por1nas de S. typh.imur.i,um 

inyectadas en el coJ1nete plantar de las ratas inducen un edema 

cuyo tamaño esta en reJac1on con la dosis inoculada (21). La 

lnflamac1on producida por estas proteinas fu& sensible a la accion 

de drogas ant11nflamalorias como la dexametasona. En el mismo 

trabaJO se demostro que las por1nas, a concentraciones entre y 

10 ~g/ml, son capaces de inducir la liberacion de histamina en 

celulas epiteliales. 

Por otro lado, Calderon y col (51 examinaron las propiedades 

1 i t1cas de dos porinas de S. typlu y probaron que suspensiones 

acuosas de a~regados de por1nas inducen lisis de er1troc1tos huma-

nos, efect.o que es inhibido con suero anti-por1nas 1 y son capaces 

de producir canales de permeab1l1dad ionica sobre membranas art1-

iJC.lales ("!-4), 1-:1 cual :,1 su~er1dc. un p1~c•bable papel de las PME 

como delerm1nanl&s d~ patogen1c1dad. 
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c.:as ~r~tc?\n~,~-~~d~) ~embr•ah~;-~e .. ,t:fe~ri;~;- :;':~~~.L~B·üt arm~nte l a.s por1-

na.s, son ·b\il:úio'S ·Tnriiun·ti .. !;i'e·n-~-S~ •. :.~::i;1i¿~:{~-~u:·:·!'.~-r-~0i~1~a-dion ·en ·ja superf1c1e 

bacter_1:a.n~·~:_;:¡ ~~a\~'.·~:~-(j:::; ~~~.~~~·;·r \:;~;~i~E~~"b:i:~:dr~me·A~~:y ::se::· han·. cons 1deract ~-
• ., ¡ _,~.- . 

1:omo _f a·c(6.r.e·~·:if~~~~~-~--~-~-~-~:1~! .~~'.:~> ~~-~~:¡~~~F~:ii:ó'ri >ci~' :una· _respuesta inmt1·., 

protec\~ra · -ksP"0.;.:, ~-Ica:_·c:y_'.°¡;«~.ri·.::~·~do·;;Ü1{i't':.i'Za'd~s-- ~ en ··modeles an1m.:. 

para prevén{~ ,¡:~,~(:~~~~.~-) '~p ~fi;_1a~mophi 1 us rnfl uenzae, 

s. typh_Jm_u~i.Um y ·ó--t.z:-aS, - :;/b·a·c;(e~.ias · "tlram-negat.ivas 

( 1, 4,· 2_3-,- 28, 42, 4 ~. -7 ª· 81, ._ .r::.:-~-·:: .. ~:~::: .. :- ~ .. ::'./ ·-. ·-
Por lo qÍJ.e resPec'ta _al -'bac¡·l~ t.'1-~ico 1 se ha demostrado en u~. 

modelo murino que las PME de s:tr.Phi inducen proteccion contra 

el_ reto de hasta 1000 dosis letales medias (DL50) de la bacteria 

virulenta. Adem~s. suero de coneJO ant1-PME tub capaz de trans-

ferir pasivamente al raton un estado protector al reto con 

:::.:. typhJ 1 efecto que desaparecio cuando el suero f'uE! absorbido 

con PHE (3~). En experimentos de lnmunoelectrotransierenc1a se 

demostro que este suero reacciona pr1nc1palmente con las por1nas. 

Por otro lado, los pacientes con -fiebre t1ío1dea generan ant1cuer-

pos de clase Ig8 que reconocen principalmente porinas de 

determinado E!sto por inmunoelectrotransferencia 

Estos resultados sugieren que tamb1bn en la infeccion por 

s. typhJ, las por1nas son blanco .importante de la respuesta 

.inmune e ind1can que la .inmunidad humoral d1ri~1da contra por1nas 

Jueea un papel esencial en la inmunidad contra s. typhi., 

aunque, de hecho, al~unos otros mecan1smos participan. 

Las por1nas son proteinas de membrana externa bacterianas, 

que St:•n expresadas como homotr•meros un1dc1 s no covalE!ntemente, 

capaces de -t•:•rmat"' porc•s que est~n lnvc>lucrados en . ~ permeab1l1dad 
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(ME) :.membrana 

~-POR!_ ~o~~r-~n~~!:~ -c-:~;:t~-i.:ú~:~·~:e~(~-~9-~~~Tf f~~~~/~~~i~~·(~p_·j'~~-~~~¡~~6p~~·~:~ !-~~; -~~:'. ( PPJ :--~ 
pro te i nas p~-~ip"i:~·~~t~~i;~>;•:-=,;,' _,(HC): membrana ci topl esmi.ca, 

e Pe 1 : po 11·s~_ca~~d~'. ~-~~-~~:~,~- ~;~- <::~{26~.::r~ª~~~~s--: .. º" ~ 



de -suStanC las::\j~. ~~:~o.: ·pes_o)··. ~~:_le~~-.:¡~-~~~- d~·-.L, na.(ut~~-;-~za<:.. hl.~1~0-Í: Í·L.1:Ca 

( 50). --Es~Ud¡:~~~~- .,:~·~,"Ci3~~-i~~::], ~i·-~h6S·: p~i< Jap_· __ (;i6')· 1 _.:'.~~n: ~;-~-~~~~{º -~-~-~ 
iaS por1n~~-.:s·~~- ~¿·~~~'":fi~··;;r~·-i"J~-~-1~~-:· ~~.'.'~·'.:· :.~~- -~~º-~:~-:~n ·en. ,;-~~-i-~~r:~:1 -",:,_.·-, , ,-,.,.'' .. 
formando una -~-~-1\:i¡~ :~-~tj-~_{b'~~-Í~:;;~~~S~~-~:~:S'~~-~¿-si:·· e·st·o~ se -;:~u~-~amenta _-en· 

<;~1·'~~~~-¿-~~:-~~:~~~~-~ :;~;¡ ~;~~~~-~i·c·~'' de· - la po;r1na PhoE! estudi.os de 

E. coJJ, 
,.·._ 

Algunos nu.embros de la fam1l1a de por1nas (LamBI . fun_c_ioj1á.'n 

como receptores para fagos t72J. Estudios b1oquim1cos y 

lares 1nd1can que hay una extensa homologia entre las por1nas de 

ba~ter1as gram-negat1vas, aunqlle se han encontrado algunas secuen-

c1as de aminobcldos especificas de especie {17,&3). 

El anbl1s1s por espectrometria en la re~1on de 1nfrarr0Jo i 
por d1cro1smo circular de las unidades monom&r1cas de porinas de 

E. col 1, muestra que e 11 as ti e nen una estructUT'a secundaria 

en forma de ho.)a e-plegada anl1paralela1 sin que se observen seg-

mentes en a-hel1ce (69), por lo que se ha propuesto que deben 

cruzar varias veces la membrana externa para poder anclarse en 

el la. De acuerdo a este modelo, las secuencias de amino&c1dos 

expuestas al medio externo deber~n ser los receptc•res para íaf]!:c•s y 

col1c1nas (5.91, y probablemente tamb1en de las regiones menos 

conservadas entre las porinas de diferentes especies bacterianas. 

Las porinas de la membrana externa de E.colJ han sido las 

m~s caracterizadas: se han clonado y secuenciado los ~enes de las 

3 peri.nas princi.pales: OmpC, úmpF y PhoE. ümpF y OmpC :::on rer;ula-

das por la osmolar1dad y temperat.ura del medio de cultivo:" OmpL! 

preferenci.almente es expresada a alta osmcolaridad tNaCl 100-300 

mMI, mi.entras que en estas cond1cic.nes los niveles de OmpF' son muy 

PaJ•:is. PhoE es inducida a baJaS cc-no:entraci.c·~1es de ii:>statc•, y, 
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contra:Ste ·:·a los ·poros de Orópc· Y.·-ómpl-"' 1 ·1os porc.s ·de .PhoE son par

t1cu1armente efic1entes en la 1ncorporac1on de fosíato inorgan1co, 

co~'pUest."os'. i"o~f'~:ir~J.1actos y al~unos otros solut,os cargados negativa-

mente (53, 54163), OmpF es cat1on-select1vo¡ las propiedades de 

permeabi l J.dad de OmpC son sim1 lares a .:las :cte :ofnpF,;_·· ·ex~epto que 

esta ·Iorma 1 os poros mas pequeños de las tres ·pro.~e i niis. 

Ademas de una cuarta por1na, -ómPD,-·:·s:··¡yphímU1<Ju~;:·contfené .. 

las proteínas ómpF, OmpC y PhOE ~1~11'.·~~~i':'>~::·_.i ~:~ d~. ~E. c_ol<J., 

de m~y~'r :>.{~,~~~~:~.)·r~-~ ~-;::: aunque sus poros parecen ser 

Aun no se ha reportado i·a··. ca~~~~~~t~~~;-~_ O.~~~~é ';(~-~~:.: _:-;~~p_1~~:ad~s 
de transporte fi s101 og1-co- .-~ d~·~·~'¡-·~~~~p:~~~~~~~~~~-~~~~~~~~~i}:pbº}~-'-;:-:S:~---~h:~"~ 
a1s lacto y pur1 f.icado dos porúiiis, ;'.":i'.~~ ~~;;i~c·}~~;--¿~~~~:-~-~('~~.¡.¿:~\ ¡ '~i en 1988 

,,·,,-; :·::: ::1:_··, ¡·:')\; -=.:_:__ 

::::~ª:1 :ua: 0:re~:::ºr•:::t~~;:~~~;~~:~Af~iaxc;~~~t;~1"~:.:::º::: 
respectiva de E. col.l, y un-77;,·-~d~:-._h.tim~_-Í::;-~y~·--~:º·~1';·~:1- ~·~_.'.·s~6~e~;:; ~ 
cia de aminc•ac1dos. 

Con estos antecedentes, par•ei:e muy atractivo explorar en este 

trabaJo el uso potencial de porinas de S. typ.h.l en la inducc1on 

de 1nmun1dad protectora a la fiebre ti~o1dea. Asi mismo, basados 

en el hecho de que las bacterias G(-) contienen por1nas con ca-

racteristicas similares a las encontradas en E. C'OJJ, ha 

pretendido 1dent1íicar y aislar genes de PME de S. typh.l 

haciendo u.so de genes de porinas de E . ._ .. ._.,JJ como sc•ndas he-

terologa.s, para ±ac111tar a futuro el estudio de la part1c1pac1on 

de estas proteinas recomb1nantes en la patogenes1s de las 1n·fec-

c1•:•r.·s por S. typh.l y en la inctucc1on.de respuestas 1nmu-

nc•l0€:1cas. 
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ESTRA~'EGl.A EXPERlliEN'XAL 

S.:ilmon~lla typhi 9, 1C, V1:d 

por1nas de membrana externa 

1 
inmun1zac1on de ratones UlH 

1 reto con s. typJJ.I y con 

s. typhi.mur.i um 

evaluac1on del capacidad protectora 

DNA genomf co 
. 1 .. 

restr1cc1on enz1mat1ca 
.. 1 

electrclTor.es1s en agar'osa 

{:len ompC E. col .z 

1 
marca Je 

1--~~~~~~~~~--' 

ensayo· t1po Southern 

1 loca11zac1on de secuencias homologas a ompC de 

:fragmento 

1 

E. col.i 
1 

' 
1 

Kb 

1 

pUR 290, 291 y 292 

1 
linear1zac1on 

des-fosfJrilac1on 

1 

J1gac1on 

1 
trans:formac1on E.coJ.i DH5a 

a1slam1ento de cJohas recomb1nantes alber-

,:;:ando secuencias de 8. typhi que h1br1dan 

con fra~mentos que cod1f~can para por1na. 



HATERJAL Y HE'l'ODOS. 

l. CEPAS BACTERIANAS 

Salmonella typh.imur.1.um; 

SuJmo11ellu typlJJ. 9, 12, Vi:d 

~. RATOllES 

Ratones de la cepa abierta 

tules o~ Health, Bethesda¡ 

Instituto Nacional de Higiene. 

3, CULTIVO DE BACTERIAS 

Salmonella typh.I (empleada para la obtencion _de ,proteinas 

de membrana externa y DNA ) se crecio durante 8 h a 37oc y 200 rpm 

(New Srunswick Scientific Co.) en medio minimo A (~osTato_dibbsico 

de potasio 'Tg/l, Tos-fato monobesico de potasio 3g/l, citrato de 

.sodio O. 5g/l, sul'fato de amonio 1tU1. sul!ato de magnesio O. 1g/l) 

.suplementado con O. 1:1. de extracto de levadura y O, 5Z de glucosa. 

Posteriormente las bacterias se cosecharon, e11 fase de crec1m1ento 

logar1tmico, p~r centr1fugacion a 1650 x g durante 15 min a 4oc, 

La pastilla bacteriana se resuspendio en amortiguador de Hepes 

0.01 M pH 7,q, conservondose a -20ºC hasta su uso. 
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Las cepas .bacter1anas."ut.il1zadas en'.la det'erminacio·n de la 

do:us letal media (DL 50 i:. <i\ trljj.i -~<S.:,>t-;~J~~~~'uinJ s.e 

crecieron durante 18 h a 37ºC en agar -;~·H·¡_:. s_e--~'~:~d~>d·~--:-U~a·:·/~~iem.br·a 
en el mismo medio, las bacterias- se ·c:Osech;¡~'c,n· 

t1vo (~ase de crec1m1ento Joear1tm1coJ~ 

4. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL HEDJA - .--· ;.: . 

Los cultivos bacterianos cosechados en -la :fase ·cf'~-- ~:C'~~e-c~-in~ntO 

aJustaron a una concentra61o'n_ ~;·'.-:{;~§i~:~:?~~~.¡~~-~·~-~-~:~~-
- --- --·~ 

logaritm1co se 

a partir 

traciones: 

-: .. ; 

s. typhl 9; i2·,-~i:d··_:_:, -~_:i·;pbimur.i um 

8 ººº ººº bact/ml ~00 000 bact¡ml 

600 ººº 40 000 

320 000 
8 ººº 

64 000 1 600 

12 800 

2 560 64 

O. 5 ml de las bacterias resuspend1das en muC'1na [muc1na 

gastr1i:-a de cerdo {Sigma Co. 1 al 5% .en soJucJ.bn salina esterilj se 

inocularon por via intraperiioneal a grupos de 10 ratones fflH de 

18 a 20 ,:g de peso. Como grupo testigo S!? emplearon ratc.nes .Lnyec-



La sobr-evivenc.1a 

d1as despues de la 

que para S, 

determino de 

siguiente 

Log DLi;o'• 

la 

D. P. 

~01. dilución de 

poblacion. 

<50% d1Juc1on 

50:1. de 1 a pobl ac ion. 
. . . 

>501. ;. dilucion 1nmed1at.a superior. a: la- d1luc.i.on.~-e mat.a al 

501. de la poblaci.on. 

5, OBTENCIO!l Y PURlFlCACJON DE PORlllAS DE S. typhJ 

La obtenc10n de porinas se efectuo empleando el metodo 

descrito::· por lllV..a1do (55). Las bacterias cosechadas en la -fase de 

crec1m1ento logar1tm1co se aJUstaron a una densidad opt1ca de 1.ú 

660 nm. A la suspens1on bacteriana se le ad1c1ono DHAsa }" RNAsa 

(20 µl /ml 1 dos eotas de H~Clz pc•r cada 10 ml. Posteriormente 

las cetulas se rompieron por son1cac1on tLab 11ne Ultrat1p Lab-

son.ic system son1cator) en per ¡ odos de dos minutos en baño de 

ll1elo hasta d1sm1nuir la densidad optica a O. 3. Seguido a ld •ll-



el Ja 

7.7, ad1c1onado 

a-mercaptoetanol 

g, 30 m1n a 2soc, 

de Sephacryl ~-200 

una velocidad de TlUJO de 

eluye Inmediatamente 

lada por absorbancJ.a a 280 nm. 

6, CUAHTJFJCACJON DE PROTEJHAS 
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La determ1nac1on del contenido 

c1ones de por1nas se realJ.ZO de acuerdo 'al mtt.odo -de Lowry 147J 

que consiste en hacer reaccionar a Ja proteina con el cobre en 

medio alcal1no formando un compleJo color1do, cuya intensidad de 

incrementa al agregarse el reactivo de FoJ1n-C1ocalteau. Como 

proteina de referencia se empleo albumina str1ca bovina (Sigma 

Co. ). 

'l. CUAHT J F J CAC ION DE L JPOPOLJ SACAR J DO 

La cantidad de LPS contenldo en l aE preparac1c1nes de por.inas 

se determ1nb de maneril 1nd1recla cuant1í1~ando el contenido de 
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me todo , c~n~·¡-s_~-~~: :.en ~··el ·_:'.~,~~taiíu eritO·~.:<fe: f~-; ~~~-:~·~:;~·:: ~:~:·~·~}:~:~~'.Ji:n -~.;--1 do 
sul fUrico -~:·'-a_:·: u ;_:··~.:.··~:~~~~C:,_;::ct~~~nt~ :i.~0:::~1--~~-~~~-:~B·a~~};; i.~~r·~f;·, e i.:<~Ps; 
poster1ormente- se h.ace-:;·~eaC~~~~ar'. éOn i-~-~ú-dÓ.: ~~'~).6tú:·:~·6";' .. ~~~~~~~'ñ-~ t-0. de-

que se forma se mantiene a 

a~regancto d1met1lsulfox1do. 

5l4-8 nm. 

~. .' ... :~; ,;; :··~--

'~ ._',';· "::-;·.'.;;;_,, -. ;;:,;;:;:·.~,(~'.;;:··-~:;'.f. e•; >.~:,:·:·:,
tempera t Ur a: .ambi~11te::-;·:-~Y -;:~:;en :·::.-;Sol uc l on· 

La inteñs1·ctad del)~.;~~¡-~:~"~ :~~~f~-~'.f~i~~·~ª -~ 

a. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAHIDA~ 

La electroforesis en geles de pol1acrilamida se realizo en 

cama.ras verticales con geles de 16 x il~ cm (LJ:B Instruments). en 

presencia de dodec1l sulfato de sodio, en condic1ones reductoras y 

sistema de amortiguador di~cont1nuo, segun la t~cn1ca descr1ta por 

Laenunli (45). El gel introductor contenia una concentracion :final 

de 5% de acr1lam1da, O. 13% de b1s-acrilam1da 1 O. li'. de SllS en 'I'ris-

HCl O. 125 H, pH ó. 8; el gel separador contenia una concentracion 

de 11.2% de acr1lam1da, 2.~·% de b1s-acrilam1da, 0.19% de S.ºJ.S en 

Tr1s-HCl O. 35 M a pH 8. 8. Previo al anal1s1s electroíor&t1co 1 las 

muestras de proteinas se prec1p1taron durante 12 horas a -2ooc con 

acetona (1 volumen de proteina + 6 volumenes de acetona), poste-

r1ormente se centr1fu~aron a 420 por 30 m1n, y el prec1p1tad'? se 

resuspend10 en amort1guador de muestra t'l'ris O. 125M pH6. 8, SDS al 

2Z, ~mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 

O. 005%), se cal entb a 96t1C durante minutos y se proced10 al 

corr1m1ento elect.· '"lforet1co a 20 m1liamperes por placa durante 6 

horas a ura temperatura de 10"C, empleando c1.imo amort1~uador de 
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corr1m1ento T~1s -~/~~;~·5M ~~~~ ~>3. gl1'c,¡n~-~:-o,·i9·z~;/·~DS. al.~. 11:. 

Conc 1 u1 da 1·:~, ~-í"~.Ct.·~~-~J·~'~s~-:~·;"· '.;~:¿:~ -~--~-Í: ~~ .. {~~~;-,.-~-~ij~rp~).io. -~-~~~u~~s y se 

l1ñero-n:"dÚr-~~t.e·-,-~ri:·, hor'a\ c-~:~~ ... a~:~-i- de -~~o~a;-~~-lé~.){,''a5"ó" ai ·- .0.:25Y.:;. en 

met.anol :;a~~<~-C'él{é;o.~:~-eúa··'>: <~-:~': {6-~;'~~-I: :.:~-\~~\\: d:;-~·1·6~-~ci·i-~·n> tmeta

no 1-_~c~---~¿~~;~--~:~~~-~-~~u~~ 5. ::i.9j ~·5<·'.,~ s'.~:: ~~-:~-:~:~~_' ·-hd~~~-~ '.{-~\~~-~~- 'a~~;-e~i:·ar· ·. -con 
-~.:- .-,· :: -_ . - ·: --

c 1 ar l. dad )as.~an_das,pro,.~~1Ca~. · 

9, EL~c·rROFORESIS BIDIMENSIONAL 

La eleclroforesls b1dimens1onal para anal1s1s de la prepara"."'_ 

c1on de por1nas se rea11zo de- acuerdo al mbtodo descrito '-por 

O'Farrel l (óú). Los eeles en pr1mera dimens1on (reso1ucion de 

proteinas en base a la carga neta) se precorr1eron durante 15 min 

a 200 V, 30 min a 300 V y óó min a 400 V1 en un equipo BRL Liíe 

Technoloe1es, despuE!s de lo cual las muestras de porinas se colo-

caron ( 1 me/gel) y 1 os gel es se corrieron a '!00 V durante 20 

horas 1 con un eradiente de pH de 3 a ió, Una vez terminada 1 a 

corr1da, un ge! en tubo se colc•cO hc•rizontalmente s.obre la reeion 

introductora de un eel para electroíoresis vertical previamente 

preparado y se corrio, (2a. dimens1on, resolucion en base a peso 

molecular) a 50 V el gel concentrador y a 100 V el t=:el separador. 

Finalmente, el (::el sc•metio a tincion con azul de Coomassie R 

250. 

10. JNHUNOELECTROTRANSFERENCJA --. , < ::-'.-.-·- ·- ,-- :-

La e 1 ec trotrans íerenc1a de porl·~~~ : dZ~:~.;~;i;i;:g~~-}~·~'.:~~-~~ ·«:'.·~C? l'.i'ac~l.· 
:·. ~·.: ; -:< ·- ,--,,, --

lamida a papel de nitrocelulosa .rfp·NqJ(Se··::·1·r~~o·-::a~-·-é~~·~---."durant·e 1 h 

a 400 mA en un. equipo_ -'I'r-arls.ph·q~-. (L,~:B\frlS't.~fi~'m·~·"h\~.~,~-·:__:Se'._,·~mpieo como 

para ;la t·r~·~-~,~-~·:~-~~S~/~, :~\\~:~!~~ ·:·,1.~a_ ;-~;: -~~~t~no i' a 1 201. amc•rt l ~uador 
;'. ~"· 
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en Tris 20 mM pH 8. 3, seeun lo descr.ilo por.•rowb1n ('f5)". Tran·scu

rrido este- t1empo y para comprobar que la 1.ransf'erenc1a :_se l levb a 

cahu, el PHC se t.1ño con roJo de Ponceau al _o. 1;!;.' l.Jespu~s de lavar 

cor1 PBS-Tween O. 1 % hasta ~ue desaparec1eron 1 as b"andas. el papel 

ae introdujo en soluc1on de bloqueo {gelatina al t.SY. en PBS tNaCl 

o. S5 M, Yosfalos 0.01 H pH 7.C)J duranLe 2 horas-a 37oc, Oespu~3 

de 4 lavad.os con PBS-T rrween 20 a1 o. l Y. en PBS), eJ f'NC se Jncubo 

h a temperatura ambiente con suero de coneJo ant1-FH~ o con un 

anticuerpo monoclonal de ratbn ant1-por1na de S. typhl; se 

lavo 4 veces con PBS-T y se Jncub~ 1.5 ha temperatura ambiente 

con la d1lucJOn optima de ant1auero de cabra conjugado a peroxi-

dasa (ant1-le(sJ de coneJo o ant1-le(s) de raton 1Cappel L.ab. )}. 

Una vez pasado el ll.empo de l.ncubac1on 1 se lavo dos veces con 

PBS-T y 2 veces con PBS para f1nalmente colocarlo durante 20 m1n 

en la soluc1on del sustrato (4-cloro-2-naft.ol 2mM, Hz02 al O. U8% 

en PBS), el1m1nandose el exceso con agua ~est1lada. 

t t. MODELO MURlHO DE PRO'rHCClOH .ACTJVA CON PORJHAS DH SalmatJeJJa 

typb.J 9. JC 1 Vi: d 

Para evaluar la capacidad de las por1nas para inducir inmun1-

dad act1va en el modelo experimental mur1no (74). se emplearon 

grupos de 10 ratones NIH de 13 a 15 g de peso 1 los cuales se 1nmu-

nizaron y retaron por Via 1. p., d.e acuerdo al s1gu1ente esquema: 
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Dla 

z:-esuspendidas 

Grupos ·test1~0: ratones 

soluc1on salina est~r1l y Tris 

El grado de protecc1on 

los 10 dia:s: del reto. 

J2, OBTENCION llE DHA DE SaJmoneJla 

El DNA cromosoma! de s. typb.l se 

m~todo descrito por ówen (64). 
. '· ; 

Se obtuvo una pastilla celular de S. ··typh:t·por--~~.e!!_t.ri:€_.U_-

gac1on del caldo nutr1t1vo en optimas cond1c1ones_de crec1m1ento 

(8 horas1; 3e h1zo un lavado a esta past_111a··co~ SE lX (NaCl 150 

mH, EDTA 100 mH.) pH ~. ctespues del cual :s:e resuspend..ió en S'l'E 

<NaCJ 150 mK, EDTA J 5 mM, Tris-Cl 60 mH pH a. 3) 1 se agrego RUAasa 

a una C· ,centrac1on final de 50 u~/m1 y SDS a una concentrac1on 

f1nal del 1'-. La mezcla s~ 1nc-ubo a 37oc ctur•ante 30 minutos. E-;n 



Seguida se añadiO Proteinasa. K a una concent.rac'ion· .. -d.e._5-0 ·µ,~;mi· con 

agitacion suave y se .reincubo 30 m.inut~s a ,37~·6:·-~i~--·~~;_¡:-~:;s~::~~:{~ajo 
agregando a la suspension un volumen 

Oespues 

e durante 15 minutos. Se tomo 1 a -fase super;~º.i:-~-;'.~§~'.~:#,'a·.:'.-'.f:::~~-::.;: r;,~~:~·-1 ~~-. 
con 2. 5 volúmenes de etanol absoluto fr-io ·parcl·j;;¡:.~-~1-i;~"la.~·<~1. _DN-~ 1 
el cual se recupero en forma de hilos con un·g;anci:i~·de-·vidr'.10,, se 

lavo dos veces con etanol al 70X, se deJO reposar.por un lapso: de 

5 minutos y finalmente se resuspend10 en un volumen de "TE-· 

(Tris"Cl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). 

t3. PURIFJCACJON DE DNA DE SalmoneJJa typh~ 

El DNA se purifico utilizando erad1entes de cloruro de cesio 

en rotores verticales (ts2) y se visualizo ut1l1zando como colo-

rante fluorescente Hoeschst 33258 (50), el protocolo utilizado~ 

fu~: a 3 ml de DNA disuelto en TE se le a~ad1eron 3 g de cloruro 

de ces.lo, se resuspendio bien y se añadieron 150 ~l de una solu-

c1on de colorante Hoeschsl (200 µ~/ml en agua)¡ Jos tubos se 

equilibraron en balanza semianal it1ca con cloruro de c.esio 1 mg/ml 

y se centrifugaron en el rotor vertical 50 Ti a t¡.00(10 rpm durante 

30 horas. Al termino de la corrida se visualizo el DNA ul1l1zando 

luz UV y se extrajo con una aguJa. El colorante iue el1m1nado del 

DNA med.iante varias extracciones con volúmenes ir.uales de butanol 

saturado con TE y la fase acuosa se d1al 1zo contra 'l'E durante 24 

horas a 4ºC. Finalmente recupero el DNA de las bolsas de 

dial1s1s y se precip1t6 con 2. 5 volumenes de etanol ahsolutc• y O. 5 

volumen de acetato de amonio, se lavo con etanol al 701., se resus-

penditi en TE y se cuantifico, 
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1q, CUAHTIFICACION DE DNA 

La cuant1f1cac1on del DNA se hlzo a travbs de determinaciones 

espectrofotom~tricas, Las lecturas a 260 nm permiten calcular la 

concentracion de aci.dos nucleicos en la muestra. Una densidad 

opt1ca de 1 correlaciona aproximadamente con 50 ug/ml de DflA de 

doble cadena. 40 ~g/ml de DNA de cadena simple y RHA y 20 µ~;ml de 

ol1gonucleot1dos. La proporc1on entre las lecturas a 260 nm Y 280 

nm da un estimado de la pureza del ac1do nucleico. Las prepara

ciones puras de DNA tienen 0.0.260/0.0,280 de 1.8 (q9), garan

tizándose asi que las enzimas especii1cas que se usan en la man1-

pulaci.on del DN.A, tales como las de restricc1on1 las 11gasas, etc. 

puedan actuar eí1c1entemente sobre ~l. 

15. FRACCIONAHIENTO DEL DRA 

El DNA de S. typ)JJ. purificado y cuant.lT1cado se Tracc1ono 

con d1versa3 enz1mas de restr1cc1on 1 .see.ün el :!1gu1ente' proto-

colo: 

DNA Enzima Buf:fer1 10X·-,Aeua-dest.; VoJ;: final 

3µ.g, 10µ1 

3µ.g, 10 ... 1 

3µ.g, 10µ1 

3µ.g, 10µ1 

3µ.g, 10µ1 

3µ.g, 10µ.1 

3µ.g. 10µ1 

3µ.g, 10µ1 ,. 

en donde:el 



lfl' Tr.Ls 6mM pH 7. 5, MgC!z 6mM· 

jf2: NaCl tOOmM, Tris !OmM P~_ 7.4, MgC!z IOmM 

11-3•· NaCl 150mM. Tris ó~ pH"'?\9; .MeCiz, 6mM 
.> -:·:'" .< '-,> . 

Todas las restr.icc10'1es .'S"e·:.11evaron·~-cabo a 37oc, durante un 
"' 

tJempo aproximado de w horas, :excePto lá d1gest1on con Sau3A, que 

fué de 3 minutos. Al lérm1.no. ·de este tiempo las reacciones 

enz1mbti~as se detuvieron c~l~cando_·1os tubos viales sobre hielo y 

-agregando a cada uno 3 ~l de EDTA-0. 5 M. 

10 µl de cada mezcla de reacc1on se prepararon con buffer de 

muestra (glicerol al 2%, azul de bromo'fenol al o. 0051.) y se co-

rrieron_ en geles de agarosa al 0.851. en TBE (Tris-borato 0.09 M, 

ED'l'A (J, 002 HI, conteniendo bromuro de e lidio a una conceñtrac1on 

final de 20µ~/100m1. Como testigo de corrimiento Y. ma~cador de 

tamaño se utilizo DNA de fa~o lambda digerido con HindIII. 

El corrimiento se reali.zo a 100 V durante una hora en TBE, 

en un equi.po de electroforesis horizontal Owl Scientific Pla"st1cs 1 

Inc. Después de ello, los ~ragmentos de DNA se v1s~al1zaron bajo 

luz U. V. 1 ya que el bromuro de et1d10 se 1ntercal a entre las 

bases de la molécula del DNA y da a éste una fluorescencia naranja 

cuando se 1rrad1a con una fuente de luz UV de longitud de onda 

corta. 

16. PRllPARAC!ON DE UNA SONDA CONSTITUIDA Dll DNA DE ompC Dll E. 

col.i 

16. 1 llXTRACC!ON DE DllA PLASHJDlCO p~'U-ompC 

Una colonia de E', col.J H15F, que alberga eJ plasm1do 

pMYl 11 (53) 1 en el cual ha sido clonado el een ompC de E. col.J. 

(donado por el Dr. Ulf Henn1ng y llamado p'l'U-ompC), se crec10 en 5 
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ml ctemedl~ Ll1;1~";d.:1~tJna i: ~/J. i~t;~cto·~e •lev¡d;,ri g/l .• 

Nac1 1~? ~~r ~F ~:;}ii:~,{?~º;~~. ~,é;706F ~~ie~j~da ·~~ :r~ocú1 aron 2: s 

mi ·.:cte '_:~-st·~_:,_;;u··~:t~·~.9·,:;;~~\·'?só·-:;~(~'.~~ m~·~¡_O~\>d~-~p,:¡~~·/d:~¡i-a \iOr~~ .. de: cre

e .uñi.én·t'O '?i-:·--3·~~~~ :.t;~:~:.::: :~:~:~~l-:;;~,~~~; .. ~:¿2 ~ :·" L~-"~-~-;~~¡~:~amf ~~f ·co ( }~'~· ·m~·):~(J, --~--
_:_. ,_ ':/; __ -·:- -:7 --,-:: \.~. 

se: incu?o ;'.e=í-,-:~Gi t-i~~~:_>r5~)~-~"r·á~-~-:o~-~-~- -a---:·3~-oc-~··par·á·:·'.'.indüCi-r( 1 a:,'. rep1 .ica-

c.i"on de 1 ',p·i:.s~i'd~~~-~, Et;··-~'~i'~'1-~-r_::'~-~ \J~~·{·;·;-~J-~-~::_·:a~' 1 o~~~· rpm, .1 o ·m1nu·~ 
se 

re3u_spendio en 10 ml de una soJuc.ion que contenía glucosa 50 mM, 

EDTA 10 mM, Tris 25 mM pH 8 y una concentracion íinal de Jisozima 

de mg/mJ, y se incubo 5 min en hielo para permitir la degrada-

cion de Ja pared celular¡ después de esto se añad1eron 20 ml de 

una soluc1on que contenia NaOH 0.2 M y 1X de SOS y 3e incubo 6 min 

en h1eJo hasta lograr una soluc1on clara que indica la lisis de 

los protoplastos. La prec1p1tac1on del DNA celular se induJo con 

Jó ml de acetato de potasio 5M pff 4.7-5.0, se incubo 15 m1n en 

hielo y centrifugo a 10000 rpm, durante 20 m1n 1 a ~oc; el 

sc•brenadante decanto a trav~s de un í1ltro de gasa y la pas-

t1Jla con el DNA celular se de~echo. Al sobrenadante filtrado, 

que contiene el DHA pl asmi dice, se le agregaron 2. 5 vol umenes de 

etanol absoluto irio y se incubo en h1elo seco-etanol durante 15 

m1n, se centr1fu~o a 12000 rpm a 4oc, 30 minutos, se desecho el 

3obrenadante y se 3eco la pastilla aJ vacío, Ja cual se resuspen-

di o en 3 ml de 'J'E. A este volumen se añadieron 150 u,l de RNAsaA 

(img/mlJ y 7. 5 µI de prote1nasa K (20mg/mlJ 1 incubandose 2 horas a 

37oc, después de lo cual el DNA se -prec1p1to con O. 5 vol~menes de 

acetato de amonio 7, 5 M y 2. 5 volúmenes de etanol: finalmente se 

lt:o h1c1erc0n 2 lavados con etanol al 7Cl%. Una vez seca la p~st1lla, 

se rezu~pend10 en 600 Ul de TE y ~e cuantifico. 
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J6.2 OBTENClON DEL OEN ompC DE E. col~ 

Debido a que el fragmento de DNA que contiene el gen Omp~ de 

& col~, el cual sera ut1li2ado pomo sonda para l~cali~ar~·~1_·_: 

gen del mJ.smo nombre en el genoma de s. typhJ 1 se ~nCue.~t·ril: 

f'lanqueado en el vector pMY111 por los sitios de r~S:u:::1-~cio_'ri,.r.pfi·1 

y Hind JII, 10 ~Lg de DNA plasm1ct1co fueron d1ger1dos.-.co0_-30 _u de 

Ja enzima Y.pn 1 toda 1 a noche a 37oc y posteriormente. ·con··30 U de 

1 a enzima Hind 111, 3 horas, a 37oc. E:l DNA pi asml d1co se separo 

del inserto en un gel hor1zontal de agarosa al O. 8i( (que contenia 

bromuro de et.1d10 aJ o. Oli'.J, La electroforesis se corrio a '10 

volts durante 3 horas y al terminar. el segmento de DNA de aproxi-

madamente 1. 2 J:.b fue extrai do del gel de la s1gu1ente manera: se 

hizo una 1ncis1bn con una navaJa arriba de Ja banda a extraer y 

otra incis1on Justo baJo la banda. Se colocaron 2 cuadr1tos d~ 

papel de DEAE-celulosa NA-41 en las 1nc1siones, procurando sacar 

cuaJqu1er burbUJa y pegando firmemente el gel. El papel NA-~1 

previamente se babia tratado 10 mln con ED'l'A tOmH pH 7. 6 y min 

con NaOH O.!:! H, se habia lavado 10 veces con agua hasta la neu-

tra1 idad y permanec i a almacenado en 'l'E 1 x. 

Se reinicio la corrida hasta que la banda ingreso en el papel 

inferior. Se recupero el trozo cte papel y se lavo con agua bides-

tilada f'rla, se coloco en un tubo y se eluyo el DNA con Jl00-700 ~l 

de 'l.'ris-HCJ 2:0mH pH '7. 5, EDTA imM, NaCl t. 5 M, J.ncubando a 37oc, 2: 

horas, con ag1tacion ocasional. Al DNA se le hizo una extraccion 

f'eno 1 ica, una con feno 1-c 1 oro formo 1: 1 y una el orotormo. 

Finalmente se prec1p1to con O. 1 volumenes de acetato de sodio y Z 

volumenes de etanol absoluto i:rio. La mezcla se entr.io en hielo 20 

m1n y se centrifugo en fria durante 15 minutos. El boton se Javo 
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con etanol al 70X dos· veces, se seco, se.·t'.'i::su~penctj·o·~-~~ un peque~o 

volumen de_TE, se marco con 32p y_.fu~ ut·il~iz_a?~. com_o~~~nc:ta en:· los 

ensayos t..ipo Southern. 

16. 3 RADJOHARCAJE 

PRIMER) 

Fe1nberg y Vogelste1n (15) introduJeron el met.odo de marcaJe 

de fragmentos de DNA ut1l1zando hexanucleot1dos de secuencias al 

azar que se unen al DNA desnaturalizado para in1c1ar a partir de 

este punto la sint.es1s de la nueva cadena de DNA. Este metodo 

utiliza el fragmento Klenow de la DNA pol1mera~a l para incorporar 

los nucleot1dos marcados en la nueva cadena de DNA. El protocolo 

que se ut1l1zo para marcar el gene ompC de E. col.L que se 

usaria como sonda fue: 25 a 50 ng de DNA pur1f1cado se desnatural1-

zaron por calenlam1ento a 95oc durante 10 minutos. Al termino de 

este tiempo se le añadieron los deoxinucleotidoa dATP, dGTP y dTTP 

a una concentracion final de 10mH, hexadeoxiribonucleotidos en 

solucion, 5 µl de dCTP marcado con 32.p (50 µCi), y agua destilada 

hasta 49 µl. Finalmente se adiciono el fracmento Klenow de la DNA 

polimerasa y la reacción se incubo a 37ac durante 3 horas. 

Este protocolo tambien fu~ utilizado para marcar radiactiva-

mente DNA total de S. typhJ y oli~onucleotidos sintet1cos de 

ompC de S. typh.l utilizados como sondas para rastrear el ban-

co de genes. 

16. 4 SEPARACIOH DEL DNA MARCADO RAUIACTJVAHEH'rE DE LOS DEOXJHU-

CLEOTl DOS NO J NCORIJORADOS 

La eliminac1on de precursore>s 1~<ict1act1vos ayuda a r~duc1r 
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probl ema.s de un.ion 1nespec i i'ica en e·xpe~,-¡~;n'.t.:~-s:.~~·~ h1-bridac1 on. La 

t~cnica mbs comunmente empleada es 

separa DNA y dNT~s de acuerdo a su peso 

·~·~·Ji-:~:~~¡·~-~ en::ge i ·, 1 a cua 1 

~·~·~·~:~~l ~ºk~'. 'l1~a J er1nga de 

un ml 
.. -_--:(. . '. ,.,; ~' . 

se cargo con un ml de resina seph~d~~?C .. .'.~~5ú¡ la reSina 

equilibro lavando 3 veces con 100 µl de s~Juc1on amortiguadora STE 

(Tris-el to mH pH 7.8, EDTA 1 mM, NaCl o. tM) a 30QO rpm cturaqte 3 

minutos. La muestra de DNA rad1act1vo se llevo a un volumen %inal 

de 150 µl y se paso a traves de esta columna. El DNA marcado fu& 

recuperado en un tubo eppendorf y los nucle6t1dos no incorporados 

quedaron retenidos en la columna. La cantidad de cpm en un µl de 

DNA elu1do íu~ estimada en un contador de radiaciones ~-

El mismo protocolo fue ut1lizado en la separacion de DNA 

total de s. t.yph.i. marcado. cuando oligonucleOtidos de ompC de 

s. typhi :fueron marcados, la separacl on de los deOXl-

nucleotidos no incorporados se hizo a través de una columna de 

acrJ.lamida Bio-gel P-2. 

17, DETECCJON DE SECUENCIAS ESPECIFICAS EN FHAOH~:NTOS DF. IJNA 

SEPARADOS POR ELllCTROFORESIS EN OEL IJll AOAROSA (SOUTHERNJ 

Se digirieron 3 ~g de DNA total de s. typh.i. con las ~ndo-

nuc 1 ea"sas de restrJ.ccion Eco R~, Hind I I I 1 Kpn t, Sau 3A, Bg l l l, 

Pst 1, Sal 1 y Sma t. Los fragmentos de DNA se sepat'aron en ge 1 es 

de agarosa al 0.8 Z como se ha descrito anteriormente. Después de 

tomar la fotografla del gel, este se trato con HCl 0.25 N durante 

15 minutos, enseguida con una soluc1on desnatural1zante ( NaCl 1. 5 

H, HaOH 0.5 H) durante una hora, carnb1ando la soluciona Jos 30 

min, y por illt1mo se le h1c1eron ~ lavados de 3CJ min con una scdu-

c1on neutralizante que contenia NaCl J. 5 M y 'l'ris 1M pH O. El gel 
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/. 

ee lavo con agua y el DNA se trans:firio a''. p·ap.eJ ·~-{\.ie.:_ riylon de 
'.: ... '< ,: .. ": . - ·-.- :·~.'; -. .-- .·~ 

acuerd~ a la ll!cn1ca descrita poi- South~Z..n--'---c73');~>Al·,t~rmino·de 12 

horas el 
·- - '·:.)': :_:: :_ ~ 

gel se puso en contacto con bronluro de et1d10 o.·01:1. para 
'. ··:· . 

verJ.f1car la t.rans:ferenc1a y la membrana·· se horneo a'L vacio a aooc 

durante lios horas. Las membranas se prehi,br1daron 24 hor;as con una 

s0Juc1on que conten¡a ssc (NaCl 3 M, citrato de sodio o. 3 H ) 6X, 

soluc1on Denhardt~s 5X, SOS O.~%, formam1da al 30% y DNA · desnatu-

ral1zado de esperma de aalmon a una concentrac1on final de 100 

. ~e/ml. Posteriormente las membranas se h1br1daron a 420C durante 

" C4 horas en un equipo de h1bridac1on rotatoria (Bachofer Labora to-

riums) con una sol uc1on que contenía SSC 6X, formam1da al 301., 

EDTA O. 01 M, dextrttn sulfato al 10%, solucion Denhardt#s tX, DNA 

de esperma de salmOn 100 µ~/ml y el een ompC de E. col~. pre

v1amente marcado con 32P-dCTP (2xto6 cpm/ml de soluc10n). El nylon 

se lavo dos veces con una soluc1on de SSC 3X, SDS o. 11. a 42ºC y 

dos veces con SSC O, IX, SDS O. 11. a 65ºC para eliminar la sonda que 

se unib lnespecif1camente. Finalmente la membrana se puso en con-

tacto con una placa autorrad1ogr~f1ca a -20ºC durante 16 horas, al 

t~rmino de las cuales se revelb. 

cuando se ut1l1zo como sonda el DNA total de s. typh~ las 

condiciones del sistema fueron las mismas. Sin embargo, cuando el 

Southern se hizo ut1l1zando como sondas oligonucleotidos de ompC 

de s. typhi, las cond1ciones ldeales de hibr1dacion 

fueron: 72 horas a q.aoc y 3xto6 cpm/ml de so1uc1on. Los lavados 

del papel nylon se h1c1eron para este caso a menor astringencia: 

20 mín con SSC 6X, SDS O. 1%, a temperatura ambiente, y 15 minutos 

a 37oc, 
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16. PREPARACJON ni.: LOS VEC'l'ORES DE CLONACION pUR ~.90-29?.. 

16, 1 EX'fRACC ION Y PUR JI.' J CAC J ON DE LOS PLASH 1 DOS 

.. 

son 

una 

'familia de plasml.dos que contienen el gen la~z_.,t1"anscr.ito· por 'el 

promot.or lac UV~. En una cepa lac lq, la trafiscrl.pcfonc del e~_n 

lacZ del promotor UV5 es repr1m1do 1 pero es derePrim1do cuarido Se 

adicionan al med10 1 actos a o rp•ra. Los .fragmen.tos de DNA _,~~e_ .. '?ºº-:-· 

tienen secuencias codlíicadoras pueden ser insertados ~n el mult1-

s1t10 de clonac1on loca11zado al final del gen lacZ. La ~e~epre~ 

s1on del promotor UVS causa expres1on de la proteina de ~uSiori 

resultante, la cual puede ser entonces pur1f.1.cada, 

El DNA de los pl8sm1dos pUR 290, pUR 291 y pUR 292 (utiliza-

dos como vectores de clonacion del banco de genes de S. typll.l) 

se extraJo de acuerdo a la t&cnica descrita anteriormente para pHY 

111, es decir, a traves de la propagac1on en presencia de clo-

ram:fenicol y la 11.sis alcalina. Una vez que el DNA estuve• resus-

pendl.do en TE, se le hizo una extraccion tenolica (vol:vol), una 

con fenol-cloroformo 1: 1 y una con cloro:for•mo, se precipito el ONA 

con etanol absoluto, se lavo con etanol al 70%, se resuspendJ.O en 

TE y ºse pasó la muestra ~ trav&s de una columna de flepharo.sa 48 

pr@vJ.amente equ1librada con STE, amortiguador que se utilizo tam-

bi~n como eluyente. Se recolectaron fracciones de 300 µl en tubos 

y se corrieron electroforeticamente en agarosa al O. 8%. Las frac-

cienes que contenían DNA se reunieron y prec1p1taron con 2. 5 

volümenes de etanol¡ se les dio 2 lavados con etanol al 70X y se 

cuant1r1co el DNA presente. 
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18.2 LIHEARIZACIOH Y DESFOSFORILACIOY DEL DHA PLASHIDICO 

Con el f1n-de prevenir la autoli~aciOn de los_plbsm1dos des-

put!!s de que han sido l1nearizados, lo_s- fosfatos s~ terminales 

pueden ser l 1berados del DNA por t.rat.amieni.O "con fosfat.asa alca-

lina bacteriana (BAP) o con fosfat.asa alcalina de 1nt.est1no de 

ternera (CIPJ, la cual tiene la ve~_taJa cons1~erable de que puede 

ser compl etament"e inactiva da por cal entam1ent.o a 680C en SDS. 

El DNA de los tres plQsm1dos pUR fu~ d1ger1do totalmente con la 

endonucleasa de restr1cc1on Bam Hi, para ello 1 20 µg de cada 

plbsm1do se pusieron en contacto con 30 U de enzima BamHi, durante 

3. 5 horas a 37oc 1 en buffer de reacción #2 (descrito anterior-

mente). Enseguida se les hizo una extracc16n fenolica para el1m1-

nar la enzima y proteinas contaminantes, se prec1p1to con 

volumenes de etanol y 1/10 volumenes de acetato de amonio y se 

resuspend10 en Tris-HCl 10 mM. 10 µg de cada plasmido se pus1eron 

en contacto con 1 µ1 de la enzima CIP y amortiguador CIP tOX en un 

volumen de 50 µl, incubandose a 37oc por 30 m1n, al termino de los 

cuales se adic1ono una segunda al1cuota de CIP y se continuo la 

incubac1on por 30 minutos mas. Para inact1var la enzima, ad1-

c1onaron ~O µ.l de agua estéril tridest1lada y des1on1zada, 10 µl 

de STE tOX y 5 ul de SDS al 10Z, calentando la mezcla a 68ºC por 

15 minutos, Se hizo una extracc1on ~enOl1ca y se prec1p1to el ONA 

con etanol y acetato de amonio. Las muestras almacenaron a 

-2ooc hasta su uso. 



19. PHEPAHACION llEL JNS~HTO 

19. l EX'.l'RACCION Y PURIFICACION 

Se d1gl.r1eron 20 IJ.ft de DNA genomico de .s. ~YP.~J.l· cci~ )00 U 

de la endonucleasa de restr1cc1on Bgl ll durante 18 hÍ:.rá.S a :J7ºC.-
'. ~ ' - ··'···, -- " 

Al -f1nal.Lzar este ll.empo, el DNA se corr10 en un gei ··(repar·t:·.i"do.--en 
:: \ :· - .·- , .. ; . - --~ . 

varios or1f'1c1os) 1 que contenia EtBr al O.OlX, El DNA de.ap~oxima-: 

damente 3 ~b, corre3pondiente al fragmento de DNA que hlbrld6 con 

la sonda de ompc-32p de A'. col.i, i'ua ·exlraido del gel:- Este 

fragmento se volvio a correr en un gel de agarosa de baJO punto de 

fus1on al o. 8'l. en TBE. De ahi, la banda de DNA se corto con una 

navaja, la aearosa se calento en un tubo eppenctorf a 680C hasta 

fundir y se le añadieron .q vol umenes de TE. La primera extraccion 

del DNA se hizo con un volumen de fenol a temperatura amb1enle, 

centrifugando la mezcla 15 minutos a 12000 rpm, en se~u1da se 

extrajo la fase acuosa con un volumen 1~ual de fenal-cloroformo 

(1:1) 1 centr1fugbndose 8 m1nutos temperatura amblenle, 12000 

rpm; la Tase acuosa resultante se extraJo con un volumen 1gua1 de 

clorof"ormo, se centr1fugo 3 minutos, a temperatura amb1ente, 12000 

rpm, al término de lo cual se añadieron o. 1 voJumenes de acetato 

de sodl.o y 2 voJumenes de etanol absoluto fria; la mezcla se 

enfr10 en h1elo 20 m1nutos y se centr.iTui;'O en ±r10 durante 15 m1n. 

El boton se Javo con etanol al 70i dos veces, se seco, se resus-

pendiO en un pequeño volumen de TE y se cuantifico el DNA pre-

sen te. 

20. PREPARACION DE CELUL>.S COMPE'fEN'.l'ES DH&a 

Las c~lulas que se ut1l1zaron para albergar los ple~m1dos pUR 

fueron E.col~ DH5a. Esta es una cepa con una alta ef1c1enc1a 

~. :,, . .;.-- ' 
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con una 

recombinac1on -.deii·c.ie~{e, ·:·Pª~~ eJ·> :~~~:~{·~ie-~'-{·o :de 
,,-, _. '·. " ~-·;·\f, ''J:'c·· 

cosm1dos ( 29). ···:· ~- --~ >_ ~~~ , , 

Se sembro urla asada de ··E, --,Coii~ ~H-~~ ·en una 'caja de 

pl lum.i dos y 

Petr.i 

con medio 0-a (extracto· de lev~~~u;~~,~~~)i::<:·ú~·1;t.ona 20 g/l, 
_,_ .. -,;-;-

sul-

fato de maenes10 5 g/l, agar 14 g¡1;._- pH,_? .. ~}, se .Lncubo a 37oc 

toda la noche y una colonia. se·. inocuX~" ~ri. Un- cu·l ti yo de 5 ml de 

med10 0-b ( ltl-a sin agar ) , el cultivo se incubo a··37oc hasta que 
-

presento una densidad opt1ca de_o: 3 a 550 nm. Posteriormente se 

hizo un subcult1vo 1:20 en 100 ml de ~-by se crec10 hasta que la 

densidad opt1ca se incremento a 0.48. El cultivo se coloco en 

hielo 5 minutos y se centrifugo, 5 minutos, a 40C, a 3500 rpm 

(Centrifuga Sorvall #10). Las c~lulas se resuspend1eron en 40 mi 

de una soluc10n Tfb 1 (Y.Ac 30 m.H., J.:Cl 100 mH, CaClé! 10 mH, MnCl¿ 

50 mH, glicerol al 15% 1 pH 5. 8) y se incubaron en hielo 5 minutos, 

se centr1fu~aron en las condic1ones anteriores y re:suspendieron 

en 4 ml de solucion Tíb 2 (MóPS 10 mM, CaC1 2 75 mM, Y.Cl 10 mH, 

glicerol al 15%, pH 6. 5), incub.:indolas en hielo por un lapso de 15 

minutos. Finalmente se hicieron alícuotas de 250 ~l y se almace-

naron en nitrogeno liquido hasta su uso. 

21. CLONACJON DEL DNA BACTERIANO. ENSAYOS DE LIGACJON. 

Una vez linearizados y desfosforilados los vectores 1ndepen-

dientemente, se hizo una mezcla de ellos en una proporcion 1:1:1 y 

se prosiguio a un ensayo de J1gac1on a los segmentos de DNA de 

s. typhi de Kb provenientes de. una di~estion del DNA 

~enomico con ta endonucleasa B~I Il. En este ensayo se probaron 

varias proporciones vecto.."IJ•es-insertc•: 



vectores-

BamHl-CIP" (IJ.l)" 
_._ ~ - ' -

ln3erto 3:-Kb ·-rií.1j·' 
-_ .. - _ .. '", i(_~;-~- ::,>:'··: . ;.-~:_._ 

bu:f:fer·.11gasa·.:sx:~~~ 

agua fÍd~ C~I¡"""•"""" 
~·'!~~NA~l1~~sa (IJ.l·)" 

tubos se incubaron 

2 (bOng) 2 2 

t .c~ong) 2 3 5 

- '.""··:' 

a 22º'? ___ du_r;:in:te.: 24· 

para trans:formar E. col.J. DH5a. s_t!_· _·-co·rrl~f.~~-~-- a-: -i~-<- vez--- los--

. s1gu1 entes control es de desfos for1 J aci on ~-~~).~ec~~~-~~~~.;~--: !!-~~~~~-~:~ id~d 
de ligacion y v1ab1l1dad de laa Celulas: 

1. vectores-BamHI ~CIP + bU:ffer l igasa · 5X :+ '1'4-DHA-_l i¡gasa 

2. vectores-BamH1 + buffer ligasa 5X + T4-DNA-ligasa 

3. vectores-BamH1-C1P + bu:f'Ter ligasa 5X 

4. vectores-BamH1 + bufTer J igasa 5X 

5, vectores superenrollados 

6. E. coJJ DH5a en Mac 8 s1n ampicilina 

7, E. colJ DH5a en Mac B-amp1cil1na 

22. '.fRANSFORHACJON DE CELULAS COHPE'fEN'i'HS Dll5a 

Varias alicuotas de celulas competentes se descongelaron y se 

mantuvieron 10 minutos en hielo. La trans±ormacion fue hecha en 

tubos eppendorf previamente enfriados en hielo~ a cada tubo ae 

adicionaron 50 µl de bacterias y en seguida el DNA de lc•s tres 

plbsmidos pUR en proporc.t6n 1: 1: 1, recombinado con el DNA de s. 

typh.l (1-2 µl mbx1mo, que contenian alrededor de 25 ng de lJNAJ; 

la mezcla se incubo en hielo 30 minutos, desput!s de los cuales los 
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tubos se pasaron a un baño de agua a 42ºC durante 90 segundos y se 

regresaron lnmed1atamente al hielo 2 minutos m~s (de acuerdo a la 

tecn1ca mod1T1cada por Hanahan (30)). este choque térmico perm1t10 

la incorporac1on del pl~sm.ldo al inter1or de la bacteria. Final

mente se agregaron a los tubos 200 ~l de medio ~-b a temperatura 

ambiente y se incubaron 1 hora a 37oc en ag1tac1on 1 perm1t1endo 

Ja célula aJustar los mecanismos de expres1on d~l nuevo DHA. Estos 

cultivos se espatularon por dupl1cado en caJas de Petri con medio 

Mac B (peptona de gelatina 17 g/1, mezcla de pepton~s 3 g/l, lac

tosa 10 g/1, sales biliares 1. 5 g/l, NaCl 5 g/l, agar 13. 5 g/1, 

roJo neutro o. 03 1 cristal violeta O. 001, pH 7. 1) con amp1c1Jina a 

50 µg/ml: en este medio de cultivo solo aquellas c~lulas que sean 

transformadas crecer~n (los pl~smidos de la serie pUR cont1enen el 

gen de resistenc1a a ampicilina) y tanto las recomb1nantes como 

las no recombinantes producen colonias roJas, ya que en el proceso 

de recombinacion en pUR el operon lac Z no se ve interrumpido (el 

sitio multiple de clonaci.on se encuentra al -final de t-1}. A las ta 

y 30 horas de cultivo las colonias crec1das se picaron y se orde

naron numer1camente. 

23. TAMIZAJE DE LA GEHOTECA DE DHA DE S. typb, CONTRA SONDAS DE 

OLIGOHUCLEOTIDOS ESPECIFICOS 

Las colonias de E. col.J OH5o transformadas se crec1eron 

en placas de Mac B-ampic1lina a 37oc, 12. horas¡ las placas se 

enfriaron a 4ºC una hora y sobre las colonias· se colocaron membra

nas de n1tracelulosa, marcando cuidadosamente su pos1c1on en la 

placa: las membranas se retiraron al minuto y se colocaron 3 m1nu

t•:.s '"ºº Jas colon1as "cara arr1ba" sobre un filtro '.lhatman 3MM 
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remOJado en SOS al 10~. ensegu1da sobre un-f1ltro con NaOH 0;5 M, 

NaCl 1. 5 M durani.e 5 minutos y f1nalmente sobre .. url f'iltro con NaCl 

1. 5 H, Tr1s-Cl o. 5 M pH 8¡ de acuer.do a- ·10· 'déscr1to·: por Han1atis 

(62). Oespu~s de secar las membranas al a1re 1 --se hornearon en 

vac i o a eooc durante 2 horas· ·y :c~u:.~;~-º~ .·;~~'! ~}~ádas Pa-~a ensayos 

h1br1dac1on con ol 1gon~~le~i-~·db .. ~··_,~-~-~~~-~~~ r~diactivamenfe. 
de 

Los 011gonucleÓt1dó~-~~-S~~·~¡í-iC~-~ -º~-~diseñaron de la -si-guient_e

manera: se' hizo--un-·a1.ineamlenlO -en,- computadora de la secuenc1a 

nucleolidica del gen ompC de E, col1 con -1a secuencia corres-

pondient.e al gen ompC de S. typh.1 y se encentro que 1 as secuen-

c.ias de las bases 807 a la 825 (19 bases} y 987 a 1023 (37 bases) 

del gen de S. typh1 no se encontraban presentes en ese mismo 

sit.10 en E.coJ1¡ se s1ntet1zaron estos 2 oligonucleot.idos y se 

utilizaron como sondas para el rastreo del banco de genes. 

Z4. DE'.rJ>CCION DE LOS l'LASMIDOS QUE CONTIENEN SECUENCIAS DE 

S. typtu 

Las colonias UH5o lrans·formadas se crecieron por separado en 

tubos que conteni an 3 ml de medio Lur1a-amp1ci l 1na, durante 12 

horas a 3'1ºC. Despues de e110 1 se l11ct.e1,on minipreparac1ones 

plasmidicas siguiendo la tecnica de l1sis alcalina descr1ta por 

Maniatis (71). Los DNA plasmidicos se corrieron en geles de agaro-

sa O, 85l en TBE 1 3e les transfir10 a papel (ensayo tipo Soulhern) 

y se hib1,idaron con una sonda de DUA total de S. t}"ph1 marcada, 

para local izar algunos 11 candidalos 11 recombinantes. Enseguida, 

algunos plbsm1dos fueron d1ger1dos con la enz1ma EcoR[ para li-

berar el posible inserto clonado, e h1br1dados contra el een ompC 

de E. col J. Finalmente el cand1dato ident1íicado se h1br1do con 
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el ol1gonucleotido sint~t1co de 37 ·bases del gen ompC de 

s. typh,. 



RESULTADOS. 

l. PREPARAClON DE PORINAS 

Las pro te i nas de membrana extern·a de S.·- .. ti:'Ph~ 9 1 _12'; ~l.: d, 

solubles en amortiguador de :fuerza ion1ca elevada 'fueron irac

c1onadas por f'1ltrac1on en gel. El perf'il de eluc_ion .. es· mostrado 

en la f'.igura 2. 

En la membrana, las porinas son expresadas como homotrimeros 

unidos no covalentemente. Estos polimeros iueron eluidos de la 

columna de Sephacryl S-200 despuas de un volumen de amortiguador 

de 120 ml, Deapu~a del trat0U11l.Rnto dR laa mueztraa con ~-mRrcapto 

etanol y SDS las mol~culas del polimero se disociaron en sus 

monOmeros 1 como muestra en el corrimiento electroioret1co (Fi-

gura 3), en el cual pueden apreciarse dos bandas dom1nantes con 

pesos moleculares alrededor de 36-40 ~Da. La contam1nacion con 

otras proteínas de membrana externa fu~ insignificante. Asi mismo, 

las porinas purificadas estuvieron libres de LPS (cuant1f1cado a 

traves del contenido de KDO). 

Una preparacion cte PMEs enriquecida en por1nas se sometió a 

electroforesis bidimensional (Figura 4). Las por1nas presentaron 

puntos isoelectricos semeJantes, entre ~.5 y 5.0~ y el corrimiento 

electroforetico en gel de poliacr1lam1da revelo dos manchas a la 

altura de 38 J:Da. 

El ensayo tipo Western con por1nas purificadas transferidas a 

PNC y suero de coneJO polivalente anli-PMEs 1 revelo el reconoci

m1ento Un1co de las proteinas de peso molecular alrededor de 38 

KDa, lo cual aseguro que esta preparac1on se encontraba libre de 

otras proteinas de membrana (F1gura 51, 
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~. ES'fUDJOS DE PROTECC10H AC'flVA 

La ~Lso para s. typh1 9, 12, Vi: d -fue de 2x103 b~ct.e~ias, 

m.ient.ras que para s. typlu.murium fu~ de 1X102 .bacÚ!rfaS. · 
í -·, ·. '" ~-

Los resultados de proteccion activa induc1·da Por: la 1ilmun1za'-

cion con dosis de porinas de s. typh.i desde 2. 5 µ.g_has(a -.~:¿,<:.~~< 
--";_ .... , 

son presentados en la fi.eura 6. Puede apreciarse_ ··qüe-~_jit. ·{~U-ni·za·.:. 
~ 

cion con 5 1.1€!' de porinas confiere una protecci.~n S1gn-l'fiCatiVa 
.,. 

contra el reto con 20 y 500 DL50 de S. 

respectivamente, ex1st.iendo un eiecto 

tr.Ph.i, cte?)o?X .. ;Y.~ aO:~_,>. 
dos1s-re~~~e~l~( 1 o· Cual 

;.-_- - ~,·-o·-. - ~-

SUe' 1 ere que existen determinantes ant1g~n1c_os -de. por1nas expue-s-t.Os · 

en la superf.lCl.e de la membrana que son capaces de gener-ar unéi 

respuesta inmune protectora contra la bacteria viva. 

Cuando el reto Yue hecho con S. typh.imurJum, dos dosis de 

30 µ.g de porinas de S. typhJ confirieron una proteccl.On parcial 

de alrededor del 40% contra 500 DL50 (Fi~ura 7). En ambos exper-

imentos 103 ratones inoculados i.p. con amortiguador TE (testigos) 

murieron con 20 DLso en el mismo día del reto. 

Las figuras 8 y 9 revelan las cineticas de sobrevivenc1a durante 

10 dias, de ratones inmunizados con 1-Lg de porinas de 

S. typhJ, La protección dada por esta dosis de proteínas fu~ 

del SOY. a 500 DL50 de S. typh.l y del 100% a un reto de 20 DL50· 

Para S. typhJmur.ium, la sobrevivencia fue del 1oo:r. solo durante 

el día del reto con 500 DLso y el primer dia posterior al reto con 

20 DL50: al tercer dia la sobrev1vencia disminuyo al 0% y al aoz 

al reto con 500 DL 50 y 20 DL 50 , respectivamente, permaneciendo con 

esos valore3 hasta el jinal del experimento. Estos resultados 

indican que las porinas contienen inmunogenos capac~~ de inducir 

una proteccion cruzada entre S. typh1 y 8. typh1mur1um en la 
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e.tapa. temprana .de la irl,iecéion, SUi!J.riendo q\ie los det.erm1nant.es 

no comp,~rt~dci~ part_1~i'~.an' en e
0

l .cohtr~l de la -infeccion en· etapas 

posteriores. 
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Fi~ura 2, Cromato~rama de exclusion molecular en columna de Se-

phacryl S-200 de PHE de S,typh.1. 9,12 1 V1:d. 
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Figura 3, Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de porinas 

de S. typb1 9 1 12,Vi:d purificadas por cromatografía 

de exclusión molecular (carriles 1 1 2 y 3: 5 1 10 y 

15 ~g, respectivamente), Tinci6n de proteínas con 

azul de Coomassie. 
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Figura 4, Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida~ 

SDS, Tinción de proteinas con azul de Coomassie, 

y 2t electroforesis i-D de marcadores de peao molecu

lar y porinaa de s. typhj 1 respectivamente1 

3: electroforesis 2-D de porinas de s. typhi. 
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45 KDa • 

29 KDa • 

14 KDa -

Figura 5, Reactividad de suero de conejo inmune anti-PHE de 

s. typhi 9 1 12,Vi:d a porinas ptÜ-iiicadas por exclu

sión molecular transferidas a PHC, 
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Fieura 6, Protecc1on act1va en ratones NIH inmunizados con pori-

nas de S. typhJ 9, 12, Vi: d al reto con S. typhJ 

9, 12 1 V.i:d. Los resultados se expresan como el 

porc1ento de sobrev1venc1a en un periodo de obser-
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Figura 7. ~rotecc.ibn activa en ratones NIH lrunun1zados con porinas 

de s. typh.i. 9 1 12,v.i:d aJ reto con S. typhJmur.ium. 

Los resultados se expresan como el porciento de SC'•brev1-

venc.i.a en un periodo de observac.ion de JO dias. 
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Figura 8. Cin~tica de sobrev1venc1a al reto con ~O DL50 y 500 

DL50 de S. typhJ, de ratones inmunizados con 5 µ.e de 

porinas de S.typh.i 9,12,Vi:d. 
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F1gura 9,. C1net1ca de sobrev1venc1a al reto -_con 20 DL50 y 500 

DL5.o .de ·s. t'yph1mur.ium1 de ratones inmunizados 

Con.~ µ~ ~e por_1.nas de" s. typh.i 9 •. ia; V1: d. 



3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIO!I DE DNA DE S. typhi 

El DNA de S. typhJ fue extraído utilizando el metodo de 

pur1:h.cacion en gradientes de e loruro de cesio. Las 

tuvieron un alto grado de pureza, determinado po_r._l~ · r.e~··a.S1~-~n-; 

absor::n::::g:::::8:e :m~N~:b:::l:: :~:6~ste moto do se {v"L~1lc•~ 
correr una electroforesis en geles de agarosa al o .. 85X 

como marcador DNA de lambda/H1ndlll (Figuras iOa y Ío~:), 

patrones de rest.ri.ccibn del ONA digerido parcialmente con·-

enzimas EcoRI, Hindlll, Kpn1, Sau3A1 Bgl 11 1 Pst.1, -Sa1·1 

muestran en las mismas -figuras. 

4. LOCALlZACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS AL GEN ompC DE E." coJi 

Ell S. typhJ. 

DNA de S. typh.J transferido a papel nylon (Figuras iOa y 

10b) se hibr1do con una sonda de DNA de aproximadamente 1.2 ~b 

pur1f1cada del plasm1do pTU-ompC, la cual contiene el gen que 

codifica para la porina OmpC de E. colJ {Figura 11). 

Se detectaron señales pos1t1vas de alto peso molecular y 

tamb1en bandas bien definidas en condiciones de alta astringencia 

\Figuras 12a y 12bJ {de aproximadamente eoo y 1500 pb con Kpni, 

1300 con EcoRl, 3 :K.b con Bglll, 3. 3 Kb con Pst1 y Z :Kb con Sal1) 

que contienen el gen o secuencias del gen ompC, o de un gen cod1-

ficante para otra de las porinas. Es importante mencionar que no 

se obtuvo s~ñal alguna en el carril de testigo negativo 

( lambda/H1ndI I I). 
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Electroforesis en gel de aearosa al 0.85% de (a) DHA 

de S. typh.i sin digerir (carril 2) y digerido con 

varias enzimas (e, 3-7), c.!: lambda/HindIII. (b) DNA 

de S. typhi sin digerir (c. 2. y 11) y digerido con 

varias enzimas (c. 3-'10). c. 1 ·y 12: marcadores 

1 ambda/HindII I. 
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Electroforesis en gel de aearosa al 0.85X de (a) DUA 

de---s. -tjrph.i aiñ digerir (carril 2) y digerido con 

varias enzimas (e, 3-7), c.1: lambda/HindIII. (b) DNA 

de S. typhJ sin digerir (c. 2 y 11) y digerido con 

varias enzimas (c. 3-10). c. y 12: marcadores 

1 ambda/HindII r. 
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Electroforesis en gel de aearosa al o.esx de DHA de 

pTU-ompC restringido con Kpnl y Hindlll (c. 2-5) 

y sin restringir (c, 1). El fragmento !iberado 

(aprox 1,2 Kb) corresponde al gen ompC de 

E.coll, utilizado como sonda. 
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Figura-12. Hibridaci6n de DNA de s. typhl, sin digerir y di-

gerido con varias enzimas 1 con el een ompC _de 

E. col.i. marcado con 32p, (a) electroforesis fig 

toa, (b) electro-foresis -fi¡ 10b, 
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5, CONSTRUCClON DE UN BANCO DE DNA 
.. - . 

Ya que de la d.igest1on de DllA t!eno.mi.~o·-.con.".la -_en.zlfna ·agl 11 
,, -,, 

resulta un f'ragmento de 3 J:b que contiene. el (t'en ómpC comple.to, el 

cual tiene un tamaño aproximado de 1. 3 l':b (79), se hizo una dires-

t.1on total "a gran escala 11 con Bgl II al DNA de S. typh.i (F'1~u-

ra 13a), se local.izo la banda de Kb que hibr1da en cond1c1ones 

de alt.a astr1ngenc1a con ompC de E. col.i (figura t3b), se 

extraJO y se pur1f1co para ser clonada en los vectores plasmldicos 

pUR 290, pUR 291 y pUR 292, previamente propaiZados en E. coli y 

purificados como se descr1b.io en Materiales y Ml!todos {F1cura t4r. 

Los plbsmidos fueron linear.izados por acc1on enzimatica de 

BamH1 en su sit.10 un1co de restr1cc1on (ver mapa ÍÍSl.CO 

plasmidl.co 1 Figura 15). Una vez linear1zado el DNA se desfosíorilt> 

y se ligb al DNA de S. typhJ, utilizando varias proporciones 

vectore s-1 nserto. Posteriormente 1 µl del volumen de 11gacion 

se aplicaron a 50 µl de la mezcla de bacter1as competentes. Las 

c~lulas transformadas se sembraron en placas de Mac B-amp1cilina. 

Aproximadamente a las 30 hs de incubaciOn 37oc, se contb el 

número de colonias. Los resultados se muestran en la Tabla 1. 

Como se puede apreciar, la relacion optima vectores-inserto 

fu~ la de 60 ng-250 ng; con la cual se obtuvieron 229 colonias 

transformantes, con morfologia tipica de E. coli. Las 25 colo-

nias resultantes de las otras proporciones vectores-inserto ensa-

yadas 1 tambi~n se consideraron parte del banco de genes. Los va-

lores obtenidos en los controles demuestran que hubo una desíos-

íorilac1on efectiva de vectores, buena ligac1on Y e~ic1ente 

transformacion de l4s celulas viables. 



cont.roles: 

desiosforila.dos, Sl.n li~asa 

desfosforl. lados, con 1 igasa 

fosforl. lados, sl.n ligasa 

fosfori lados, con l igasa 

superenrollados 

bact.er1as en MacB-amp1cilina 

bacterias en HacB 

~ 1 

is 

2311 

tapiz· cte· 'colOnias 

Tabla 1. Const.ruccion del banco de DNA de SalmoneJla typhi, 

Transíormant.es obt.enl.das. 
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6. RAS'rRllO DEL BANCO DE Gl'HES COH SONDAS Dll OLIGONUCLEOTIDOS 

Las 254 colonias obtenidas se hlbr1daron contra los ol1g:o

nuclebt1dos "especi-fi.cos" de ompC de S. typhi, ya que 1 • debido a 

la alta homologia reportada entre los genes de porinas de 

E. coJ.i y S. typh.i, era necesario g:arant.1zar que las señales 

por obtener no fueran ~alsas pos1t.1~as por una reacc1on cruzada. 

Como puede apreciarse en las f1g-uras re-pf.esentat.1vas 16a y 16b, el 

objetivo no se alcanzo a t.rav~s de esta estrategia: todas las 

colonias dieron reaccion pos1t.1va despU~s-de ser h1br1dadas a alta 

astringencia con los oligonueleot.1dos de 19 y 37 bases. 

Tratando de explicar este resultado, se hizo una búsqueda de 

secuencias de DNA por computadora, y se encentro que algunos seg

mentos _de estos ol1gonucleot1dos estaban presentes en ompC de 

E. coJJ en posiciones diferentes a las encontradas en ompC de 

S. typhJ, y el los estaban hibr1dando con la sonda ut1 l izada. 

?, DETECClON Dll LOS PLASHIDOS QUE COHTJEHEH SECUENCIAS DE 

s. trpbJ. 

La alternativa para la seleccion de candidatos portadores del 

gen de porina de S. typhJ fu~ la bUsqueda de insertos de DNA de 

S. typhJ en el DNA plasmid1co de las clonas bacter1anas, de 

esta manera se descarto la interferencia por el DNA cromosomal de 

E. col1. Se purif1caron los plasm1dos de las bacterias trans

formadas y se hibridaron contra DNA total de S. t.ypl11 marcado 

con 32p¡ algunos de los que dieron señal positiva se muestran en 

la ~igura 17. La restr1cc1on de estos pl<ism1dos con 8coRl perm1-

t10 la 11berac•on de alguna secuencia de DHA de ~-:. typh1 que 

hUb1~ra s1dc- i:lonadu en el s1t1c- Bam H1 del plasm1dc• (ver mapa 
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físico de los plasm1dos), 

Como puede apreciar en la.r1gura 18a, los.pl~sm1dos de la 

clona bacteriana 228 al ser digeridos ··con ·EcoR1 liberaron un ·~rag

mento de DNA de entre 2 y 3 Kb, el cual hlbr1do, en condiciones de 

alta astringencia, con DNA total de s. typh.l (Figura 1Sb). 

8. DETECCION DEL FRAGMENTO QUE CONTIENE SECUENCIAS HOMOLOGAS ,A 

ompC DE E. caJ.i. 

El plasm1do candidato fue entonces hibr1dado con.el gen ompC 

de E.coli, aprec1Qndose una señal pos1t1va en la ree1on de 

migracion del fragmento liberado despu~s de la restricción con 

EcoR1 (Figura 19). 

Este experimento fué realizado varias veces con m1n1prepara

c1ones plasmldicas de di:ferentes cultivos de la clona 228; y se 

obtuvo el mismo resultado (Figuras 20a y 20b), con lo cual se 

comprobo que el fragmento contenía secuencias homologas a ompC de 

E. col.i. 

Finalmente, se ensayó la h1br1dac1bn de la clona con el ol1-

gonucleot1do de 37 bases de ompC de s. typJu, lo que revelo una 

Tranca alineac1on del DNA del inserto liberado con esta sonda 

<Figuras 21a y 21b). 

Con esto se conf .irma que este banco de genes de S. typh.i 

iunc1onal, y que al menos la clona bacteriana 228 alberga un 

pl~sm1do en el que ha s.ido clonado un iragmen~o de DNA que con

l.iene presum.iblemente el gen de la por1na ompC de S. typh.i. 
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Figura-· 13, --(a)-~e lectro-fore-sis _en agarosa de_ DNA __ de ~- _tX_J:!!lJ 

digerido, t'ot.al.mente con Bgl Il (carril 1 doble) y sin 

digerir· ·("c .. 2). c. 3: marcadores lambda/H1ndIIl; (b} 

hibridacion:'con el gen ompC de E. coJi. 
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Figura 14, Electroioresis en gel de agarosa de DHA puri%icado de 

vectores de clonacibn plasmidicos pUR 290 (c. 1). pUR 

291 (c. 2) y pUR 292 (c.3). c.4: marcadores 

1 ambda/HindI I I. 
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F1gura 15. Mapa %1s1co de los plasm1dos pUR 290, pUR 291 y pUR 

292. 
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~) 

Figura 16. TamizaJe de la genoteca de DHA de S. typhi. 

(a) hibridación in situ con oligonucleótido de 19 

bases. (b) hibridación in situ con oligonucleO~ido 

de·37 bases. 



71 

Kb 

-- .~ /23.1 

j· : ' ~:'.) !,,,- 9. 4 

!., ........... ,"'.~ ·~ 6.5 

l
. 4. 3 

~~-
1

1

:'··r 

! 
r 
(, '!Í.. 

./ 
~,_,~\ 

>~"\ 

2.3 

23.1 

9.4 

6.5 

4.3 

2.3 

Figura 17, Hibridación de plesmidos del banco de genes con DHA 

total de S. typ/;u, 
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Figura 18. Detección de plásmidos que contienen secuencias de 

s. typhi. (a) electroforesis en gel de agarosa de 

plásmidos·restringidos con EcoRI. (b) anélisis tipo 

Southern con DHA total de S. typh.z.-32p, 
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Figura 19. Selección del candidato del gen de OmpC de s. typhJ. 

Ensayo tipo Southern del gel fig. 18a con 32P-ompC de 

E. col.i, 
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Figura 20. (a) elect.roforesis en gel de agarosa de la clona cand·i-

dat.o restringida con EcoRl. (b) hibridación con 

32p-ompC de E. coJ.i. 
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Figura 21. (a) electro'foresia en gel de agarosa del plrismido can-

didato restringido con EcoRI. (b) hibridación con 

32P-ol igonuceótido de 37 bases ele s. typhi. 



DlSCUSlOH 

Sin duda, en la actualidad muchas líneas de invest1gac16n 

c1ent1fica esten enfocadas a la generac1on de 1níormac1on qt1~ 

ayude a la resoluc1on de aJgun problema relacionado con la salud. 

Estos enfoques han tenido un gran desarrollo gracias a la apar1-

cion de tecno!ogias modernas de la B1ologia Molecular, la cual ha 

tenido avances s1n paralelo en la uJt1ma decada. El surg1m1ento de 

las melodologias de DNA recornb1nante ha perm1t1do obtener adelan

tos en el estudio de determinantes esenciales de v1rulenc1a 

inmunidad de m1croorgan1smos 1nfecc1osos. Así mismo, ha abierto la 

posibilidad de que estos determinantes puedan ser úl1les 1 a trav~s 

de Ja man1puJac1on del gen que cod1f1ca para ellos o del producto 

mismo, en la generacion de sistemas de deteccion y vacunac1on. 

En nuestro laboratorio se ha ten1do el inter&s de comenzar a 

generar e3te tipo de conoc1m1entos en relacion a la fiebre 

tifoidea, la cual es, como ha menc1onado, un ~rave problema de 

salud publica en México y en otros paises del mundo, donde las 

condiciones san1tar1as son precarias. El control epidemiolog1co de 

la enfermedad depende del mejoramiento de la infraestructura san1-

lar1a, del saneamiento besico y de Ja v1gi 1 ancia y control de 

portadores tifoid1cos (10, 66)¡ para lo cual es necesario no solo 

meJorar el n1vel economico de la poblacion, sino tamb1en elevar su 

n1vel de educac.ion. Debido al tiempo y d1ficultad que implica el 

logro de estos obJet1vos y a pesar de sus imperfecciones técn1cas 1 

las vacunas continuan siendo una buena alternativa para su preven

c1on ¡3). 

Para Ja prof1lax1s de la fiebre t1io1dea en nuest1·0 pais, se 
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cueiltá·. co'n __ ~na: :V~~~·un~~n Ja 'cuar'·-es·elaborada con bacterias muertas 

~por·>~a-i·¿~·;:::::~Es't-~i: Vcl0c~.ú1~~\\·i~'ne -~u~-;~-1~it:ac1.~0es 1 ya que la protec-

c1on :;e>¿.8~:¡~~;:~-~/~~~i j~~t:~~~;,~:~¿-~:·'.{~.~-·~a- d~~is infectante a la que 

.. ,e 1 .ind~-~~ d~:~:. i~ffilirl:i:-z·adO :· ~-~¡~~': ~~;ii~~;:~:;-< la .Í-nmun1 dad es de corta 
'' ·, , . 

-cturci~1:ónt> y ~ .. ~pr_éSerit"il 7 erec·t'os ';/~6:J.atera1es actversos, ctactos por ta 

toxi e 1cta'd· ~:~.-~:. L~~--. -~~- ¡-:~ ;~-·.::~· · .. 
Para Joi~ar produ~tos·qu~ generen una inmunidad efectiva, 

sera importante comprender con profundidad los mecanismos 

patog~n1cos 1 asi como Ja naturaleza de Ja respuesta irunune que se 

produce.en contra del microorganismo responsable de la inTeceion. 

- En los últimos años, el estudio de las PME de las bacterias 

gram-negat1vas ha cobrado mucha importancia, ya que se considera 

que son elementos clave tanto en la patogenia como en la protec-

c16n contra enfermedades producidas por estas bacterias¡ por su 

naturaleza proteica y su localizacion habitualmente inducen anti-

cuerpos de alta af1n1dad y favorecen una respuesta celular. la que 

genera una inmunidad prolongada, que es crucial en la defensa 

contra los patogenos intracelulares como s. typhJ, 

Tomando en cuenta el reporte previo de que las PHE de 

S. typh1 inducen protecc1on contra la infeccion con s. typhl 

en ratones (35} 1 y el hecho de que la ident1ficac1on del o de los 

antígenos involucrados en la inducción de la inmunidad protectora 

en la fiebre tifoidea seria de gran utilidad no solo para el con-

trcd a trav~s de la inmunoprof1laxis, sino tambHm para lograr un 

meJor entend1m1ento de la patogenia de la enfermedad, se emprendió 

este trabaJo, cuyos ObJet1vos fueron determinar la part1cipacion 

de la::: por1nas de S. typhJ en la protecc1on contra l..:. infec-

e ion. y, de ser relevante, la cJonaciun y caracterizacion 

1 h 

i• 

¡n 
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inic1ale~ ~e sus genes cod1~1cant.es. 

·Las por1nas iuef.On pur:1-r1cadas de: una preparac1on de PME:, 

por crom~t.o.gra~ta. 'de -·eXeíUsi'on m?.lecUlar .• Estas prot.elnas en su 

forma. nativa constituyen trímeros de alto peso molecular y 

pudieron ser encontradas eri: el primer pico al t.t:rm1no del volumen 

de exclusion de la columna, 

BaJo condiciones reduct.or"as, las por1nas mostraron pesos 

moleculares aproximados de 38 KDa y puntos isoel~ct.r1cos entre ~.5 

y 5.0¡ valores similares a los reportados para las por1nas de 

s. typhJmurJum (43). 

Con el obJet.o de analizar s1 las bandas proteicas contenían 

una sola proteína, las porinas de s. typhJ se sometieron a 

electroforesis en dos d1mens1ones 1 t~cn1ca que es capaz de resol-

ver hasta 10ó00 d1%erentes proteínas presentes en una muestra 

(60). Los resultados de la segunda dimensión mostraron que estas 

prot.e~nas cont..ienen solamente una forma isomerica, pudiendo apre-

_ c.iarse en el gel dos manchas, situadas muy cercanamente, corres-

pond.ientes a las dos porinas aisladas. 

Para los ensayos de protecc.ion contra el reto de la bacteria 1 

se empleo el modelo mur.ino¡ un modelo que tiene el inconveniente 

de no ser el hospedero natural de la bacter1a 1 ya que esta es 

patogena exclusivamente para el hombre (18), Por esta razon, la 

suspens1on de las bacterias para las dosis letales se realizo en 

muc1na 1 una sustancia que retarda la accion fagocítica de los 

macrofagos, lo que permite evaluar de forma mas efectiva la accion 

de s. typhJ. en el rat.on ( 7.1.l J. 

La 1mnunizacion de ratones fHH con por.inas purificadas confi-

r.io protecc.ion contra el reto de hasta 500 DL50 de bacterias vivas 
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en los 10 días si·gu1entes ai reto,. De estos resultados, la pos1-

b1fidad de que el LPS·contaminante esté efectuando un papel pro-

tector relevante en los animales de experimentac1on es mln1ma, ya 

que las preparaciones de proteinas estuvieron practicamente libres 

de él, lo cual fuQ veri~icado por métodos sensibles. Adem~s, 

experimentos anteriores han demostrado que la inmun1zacion con LPS 

no genera un estado inmune protector (31,35), 

El efecto de protecc1on cruzada observado con 

S. typhimur.zum, indica la probabilidad de que en nuestro modelo 

experimental de fiebre l1*01dea el alto grado de proteccion sea 

provisto por ep1topos de por1nas espec1e-especl~icos. Por otro 

lado 1 qu1zbs algunos determinantes ant1g~nicos compartidos de gran 

importancia est&n involucrados en el desarrollo de la inmunidad, 

Esto puede ser clarificado a traves de un estudio en el cual sean 

utilizados p&ptidos derivados de las porinaa 1 que contengan 

secuencias homologas entre ambas bacterias, así como secuencias 

heterólogas; para esto, el desarrollo de un arsenal de anticuerpos 

·:,onoclonales dir1gidos a diferentes epit.opos pudiera ser de gran 

Es tambi&n importante dilucidar el papel de cada una de las 

p• ·- inas en particular en 1 a pr-otecc.i on, sin embargo, estos es tu-

d. ~ han s1do d1fic1les debido a la problem~t1ca que presenta la 

~··;--:!"'ac1on de este compleJO proteico por tecn1.cas bioqulmicas 

tr~dicionales, de tal modo que la obtenc1on de una porina recombi-

nante, a traves de la clonac16n y expresion en vectores de su gen 

codificante, r-epresenta la mejor alternativa para la realizac10n 

de ensayos mas finos. 

Para que una secuencia de DNA1 o un gen pa.rticular puedan ser 



analizados deben 

estt:tn presentes 
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a1slados de la gran cant1dad de genes que 

el DNA de un organismo dado. Una vez separado 

el gen deseado del DNA total es posible obtenerlo en cantidades 

adecuadas para su estudio. Una estrategia para a1slar un gen 

especifico es la construcc1on de genotecas o bancos genom1cos, los 

cuales estkn consl1tuldos por una amplia colecc1on de mol~culas 

híbridas de DNA en la que es posible que todo el genoma celular se 

encuentre representado en forma fraccionada e 1ndepend1ente, 

La obtencion de fraementos def1n1dos de DNA procedentes de un 

organismo y el acoplamiento enzimntico a un elemento gen&tlco 

autorreplicativo para const1tu1r un vehiculo o vector de clonacion 

que pueda introduc1rse por transfo~macion o por transfecc1on en 

una bacteria, permite obtener "factorias celulares" que fabriquen 

un ~ran numero de estas moleculas de DNA recombinante (8); en 

estos bancos es tambien factible inducir la expres1on de 

proteinas, hormonas y otras molQculas biologicas, para ser produ

cidas en grandes cantidades, aislondose a baJO costo y con un 

grado de alta pureza (lll) ¡ mas aún, cuando resulta insatisfactoria 

la expres1on de una proteina nativa, puede optarse por la expre

siOn de proteínas o partes de protelnas como hibr1dos fusionados a 

pol1pQptJ.dos de E. col.t tales como la a-galactos1dasa 1 los 

cuales pueden ser purifJ.cados por procedJ.mientos cromatograficos 1 

para su uso en estudios funcionales o como J.nmunogenos. 

En esta tesis se aJ.slo de un minJ.banco de genes, un plosm1do 

recombinante que contiene 3ecuencJ.as de DNA de S. typh1 con 

alta homologia para secuencJ.as heterologas de la por1na OmpC, como 

lo demuestran los experimentos de h1br1dac16n del gen de por1na de 

& coli con el DNA tifico. 
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El mini.banco de getle.s :fu& construido par·Ú.endÓ. def hecho de 

que la banda de 3 >::b de. DNA gen6mico de S. typh.J digerido con 

Bgl Il 1 h1br1d6 :fuertemente y en cond1ciones de alta aslr1ngenc1a 

con el gen de Ja porina OmpC de E.co}J clonado el vector 

pMY1li 1 lo cual concordo con resultados oblen1dos anteriormente 

por Puente y col 

1 a cantidad de 

(67). De esta manera redUJO para la clonac1on 

eenes representados en el genoma de s. typh1, 

ampliandose la pos1b1lidad de encontrar en las bacterias transfor

madas, plAsm1dos recombinados con el gen de la por1na. 

Por medio de la l&cn1ca de h1bridac1on gota se det.erm1-

naron 1nic1alment.e las meJores condic1ones para la hibr1dac1on 

tanto de la sonda heterologa de peri.na ccin DNA de S. typhJ, 

como de las sondas de oligonucleotidos sinteticos homologos 1 lo 

que permitio realizar los siguientes experimentos de hibridacion 

partiendo de los datos obtenidos y facilitando el t.raba.io. 

Despu&s de asegurar que el DNA de los vectores y de 

S. typhJ se encontraban suí1cient.emente puros y que Ja t&cn1ca 

de clonacion fu& ef1c1enle 1 demostrado por los testieos de desfos

forilac16n1 11gac1on y transformacion, se proced10 a clonar el 

segmento de 3 Kb. Las colonias de bacterias transformadas tardaron 

en desarrollarse muchas horas mas que las no transformadas, proba-

blemente por algún mecanismo de adaptac16n 11 sobrev1vencia" al 

DNA extraño inoculado, como lo ha propuesto Hanahan {30), dando 

finalmente colonias tiplcas roJas, caracteristicas de bacterias 

fermentadoras de lactosa, en ocasiones rodeadas de un precipitado 

opaco de sales biliares. En este momento, no ±ue posible detectar 

las clonas recombinantes, puesto que el proceso de inserc1on de 

DNA extraño a los plasm1dos pUR no interfiere en su gen Jac Z, de 



modo que las colonias unicamente representaban~ tr~~~::fo.r~an.~es 'de 

plasmid~s resistentes ·a ampicil1na. \<'.--
·_;?·' 

El rastreo de e 1 o nas recombinantes por -~~Í.br·~'·~a·;;·1-~·~·: ~:·~·n 
011gonucleot1dos de ompc de s. typhJ.- no;::·f'~~-~i;~:;~:.~;~~f-~:~·cr.-~ 

que, como se ha indicado, el DNA de E. coJj hl~rLctJ~ ~{~:~~E;;,~~¡~ 
. ·;--";, 

las .sondas. Esta extensa homol.og f.~,.; en::,- 1 ~s. -~Secuencias 

nucleotidicas de los genes que codi'fican pari'.l :por1nas ·de dlíe-

rentes bacterias gram-negativas y dentro de la-ffiisma bacteria, ha 

llevado a algunos autores a proponer que est-os genes _provienen de 

un gen ancestral comun, que se ha conservado durante la evolucion 

(17). Debido a esto, para facilitar la búsqueda de genes de Sal-

monella en E. coli y para evitar el trabajo que supone el 

aislanuento de todos los plasmidos transf"ormantes como se realizo 

~n este estudio, existe la pos1b1lidad de utilizar como bacteria 

receptora una cepa de E.coli mutante, carente de porinas de 

membrana (2,9). 

A lo largo del proceso de escrutinio de los plasmidos, varias 

clonas transformantes del banco murieron, probablemente debido a 

la tox1cidad que representa la sobreproduccion de porinas en la 

bacteria hospedero (Henn1ng 1 comunicacion personal) 1 lo cual puede 

disminuirse transitoriamente, una vez detectado eJ candidato, con 

la adicion de glucosa al medio de cult1vo; esto permite disminuir, 

por presencia de nutrientes, la expresion de lac Z y con ello, de 

la pro te 1 na. 

El plasmido candidato seleccionado libero un %ragmento de DNA 

de alrededor de 2 Kb al ser restrine1do con la enzima EcoRI, dicho 

-fragmento mostro ser DNA de S. typhJ. e híbrido Trancamente con 

la sonda del gen de porina de E.coJJ, ensayo que fub reprodu-
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el.ble, y con el oligonucleotido homolog~ 1 aunque estos ensayos 

preliminares no confirman que. se trate de ompC debido a la s1m1li.

tud reportada entre poriOas de una misma_ cepa; se considera que 

los experimentos_ realizados dan_ev1dencias fuertes del hallazgo de 

un gen de porina en· S. fyphi, sin embargo, unicamente la 

secuenciacion de_ este _segmento de DNA daria una prueba final e 

1ncontrovert1ble. 
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