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RESUMEN 

Las PME de i.typhi 9, 12, d, Vi se encuentran expuestas en la superficie 

de la bacteria. Por electroforesis en geles de poliacrilamida se demostró que -

tenían pesos moleculares que iban de .14 a 70 kd. Estas protefnas confieren una 

protección activa del 100% en el modelo murino contra retos de hasta 1000 DL50 
de la cepa homóloga cuando se administraron concentrqciones mayores de 10 ug. 

La protección disminuye al 30%, cuando el reto se efectuó con 500 DL 50 de i· 

typhimurium. 

Ensayos de inmunidad pasiva demostraron que los anticuerpos anti-PME confi_! 

ren una protección del 100% contra un reto de 100 DL 50 de la cepa homóloga,mie!!. 

tras que se observó una protección cruzada al reto con i· typhimurium a la mis

ma DL50 , en donde la sobrevivencia fue del 80%. La protección oasiva desapare

cio cuando el anti suero anti-PME administrado se absorbió con las PME. 

L" presencia de anticueroos de conejo anti-PME se demo~trr "º''el ensayo -

irvnunoenzimático (ELISA), e inmunoelectrotransferencia; por este último se en

contró que los anticuerpos estaban dirigidos principalmente hacia el grupo de -

proteínas denominadas porinas. 



A B R E V l A T .U R A S 

A.C.F. Adyuvante completo de freund 

Anti-PME : Suero il"lllune anti-proteínas de membrana externa 

DL
50 

: Dosis letal al 50% 

DNAsa : Oesoxirribonucleasa 

O.P. Distancia proporcional 

EDTA Acido etilén diamino tetracético 

ELISA Ensayo inmunoenzimatico 

Hepes Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin - etanosulfónico 

I.P. Vía intraperitoneal 

!.V. Vía intravenosa 

Kd ó Kd : Kilodaltones 

KDO 2-ceto-3-desoxioctanato 

LPS Lipopolisacárido 

PBS Solución amortiguadora d~ fosfatos 

PME Proteínas de membrana externa 

PSA Persulfato de amonio 

RNAsa : Ribonucleasa 

SOS : Dodecil sulfato de sodio 

S.S.F.: Solución Salina fisiológica 

TEMED N,N,N' ,N' - tetrametil etiléndiamino 

Tris: Tris - (Hidroximetil) - aminometano 
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INTRODUCCION 

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa causada por 

la ingestión e invasión intestinal de Salmonella typhi. Esta es una bacteria -

gramnegativa. móvil, de la tribu Salmonellae y familia Enterobacteriaceae. De 

acuerdo a la clasificación de Kauffman-White Salmone}la typhi pertenece al gru 

po O y comparte con las diferentes especies de ese grupo los antígenos somáti

cos 9,12, los flagelos contienen el antígeno " d "y en la superficie posee el 

antígeno" Vi" La fórmula: 9, 12, Vi denota a S. typhi en forma abreviada (1). 

Las primeras descripciones de la fiebre tifoidea se le atribuyen a Thomas 

Willis en 1659, quien describió los diferentes signos y síntomas de la enfe~ 

dad así como la duración y severidad de la misma. A pesar de esto, durante años, 

esta enfermedad se confundió con el tifo, y no fue sino hasta 1782 que Ruxham -

describió las dos enfermedades febriles como entidades clínicas diferentes; la 

fiebre pútrida r.ialigna (fiebre tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo) (2,3). 

Gerhard, en 1837, estableció claramente las diferencias clínicas que había 

•· ntre el ti fo y 1 a fiebre tifoidea, Jenner en 1850. en su libro titulado " So

bre la identidad y no identidad de las fiebres tlfoídicas y tifosa", describió 

detalladamente las manifestaciones clínicas y demostró que las lesiones de las 

placas de Peyer y nódulos linfáticos eran específicas de la fiebre tifoidea (3). 

William Budd, en 1856, estableció que la enfermedad se transmitía a través 

de alimentos y aguas contaminadas con material fecal proveniente de individuos 

enfermos (2). Estos hallazgos motivaron al gobierno británico, en 1B75, a est.!!_ 

blecer leyes para mejorar las condiciones sanitarias de ~u país, con el objeto 

de impedir la diseminación de la enfermedad. 
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Eberth, en 1880, describió la presencia del baci.lo tifofdico en secciones 

histológicas de ganglios linfáticos mesentéricos y en hfgado de pacientes con 

fiebre tifoidea, Pfeiffer, en 1885, hizo el primer aislamiento del bacilo a -

partir de·heces ( 2 ). En el mismo año, Pfeiffer y Ko1le demostraron que el -

suero de pacientes convalecientes protegía a cobayos contra dosis letales del 

bacilo tifoídico y en 1895 Widal describió la presencia de aglutininas especí

ficas en el suero de pacientes con fiebre tifoidea y 1su aplicación en el diag

nóstico de la enfermedad ( 3 ). 

La primera inmunización experimental con suspensión de Sa lmonel la ~ -

fué realizada con éxito en conejos por Fránkel y Simmons en 1886 y en ratones 

por Bauner y Peipper en 1887, empleando en los dos casos microorganismos vi

vos. Klikevich posteriormente empleó bacilos muertos con el mismo propósito y 

este indujo a Wright en Inglaterra y simultáneamente a Pfeiffer y Kolle en Al~ 

manía a emplear, en 1897, por primera vez vacunas inactivas ·para la inmuniza

ción de humanos. ( 4 ) . La vacuna de Wright fué un cultivo en caldo de ce:. 

tres semanas de incubación, inactivado por calor a 60ºC y preservado con fenol 

a 0.5%. La vacuna de Pfeiffer y Kolle, preparada en medio sólido, también fue 

una vacuna inactivada por calor a 56ºC y fenolada ( 4 ). 

Estas vacunas fueron utilizadas en la India, Egipto, Italia y Sudáfrica -

donde encontraron disminuciones significativas en la morbilidad, así como una 

atenuación de los síntomas de individuos vacunados que sufrieron la enfermedad 

( 4 ) • 

Em 1925, Besredka propuso el empleo de vacunas con bacterias vivas atenua

das, .administradas por vía oral. El efecto de las mismas fué estudiado en el -

ejército francés en donde, desafortunadamente, hubo muertes entro los indivi-
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duos y estas vacunas fueron sustituidas por vacunas elaboradas con bacterias -

muertas ( 5 ) • 

Las vacunas tifoídicas elaboradas con bacterias muertas en forma semejante 

a las de los autores citados o modificadas en cuanto a dosis, vfas de adminis

tración y procedimientos de inactivación, siguieron utilizandose durante déca

das sin conocerse su verdadero efecto protector, ya ~ue se carecfa de modelos 

animales para probar su eficacia y no se lograba relacionar el efecto protec

tor con algún indicador serológico. Esto hizo que hasta 1g55 ~o se tuviera un 

ensayo controlado que proporcionara información confiable acere.a del valor pr.Q_ 

filáctico de las vacunas (4,5). A partir de esta fecha bajo los auspicios de -

la Organización Mundial de la Salud ( OMS ), se realizaron estudios de campo 

en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unión Soviética, en donde se investigó la 

eficacia de vacunas tifofdicas preparadas con células enteras de Salmonella 

~ inactivadas con acetona, con calor y fenol o con alcohol. De los result.!!_ 

dos obtenidos en estos estudios, se concluyó que la vacuna inactivada con acet.Q_ 

na designada con la letra K, resultó ser la mejor ya que la protección conferj_ 

da no solo fué de mayor grado, sino también de mayor duración. la vacuna inac

tivada con calor y fenol, designada con la letra L, resultó menos eficaz que -

la vacuna K y la protección obtenida con la vacuna inactivada con alcohol fué 

menor que las dos anteriores. Se observó que la protección inducida por una S.Q. 

la. dosis de las vacunas K y L era aceptable; sin embargo, el empleo de dos do

sis proporcionaba una inmunidad más efectiva y de mayor duración ( 6, 7 ) . 

Los estudios realizados en 1968 por Hornick y colaboradores,en voluntarios 

humanos, usando las vacunas K y L, demostraron que la protección conferida por 

estas vacunas estaba en función de la dosis a la oue el individuo inmunizado -
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estuviera expuesto ( 8 ). 

El hecho de que estas vacunas parenterales protegieran únicamente ante in.Q. 

culos no mayores de 105 bacterias, junto con la alta toxicidad que era caract~ 

risticas de las suspensiones de bacterias muertas de 2_. typhi, motivó la bús-

queda de un agente inmunizante más efectivo y menos tóxico para la infección -

tifoídica. Para ello, se recurrió nuevamente al uso pe vacunas orales elabora

das con bacterias vivas atenuadas, propuestas desde 1925 por Besredka, puesto 

que ya se contaba con más información acerca de los mecanismo~ inmunes locales 

del aparato gastrointestinal, debido a los progresos alcanzados en el campo de 

la inmunidad secretora durante la década de 1960 ( 9, 10, 11 ). 

Hasta la fecha se han estudiado dos vacunas de bacterias vivas de adminis-

tración oral; una, proveniente de una capa dependiente de estreptomicina y otra 

de una mutante deficiente.en UDP-4-galactosa epimerasa, designada como Ty21a -

por Germanier ( -12,13 ). La efectividad de ambas vacunas fue valorada en volu.!!. 

tarios humanos, encontrándose resultados contradictorios en la protección con

ferida por la cepa dependiente de estreptomicina ( 14 ), mientras que los re

sultados obtenidos al emplear la cepa de Gennanier fueron satisfactorios. La -

vacuna protegió al 87% de los ind~viduos inmunizados cuando la dosis de desafío 

fué de 10 7 bacterias (or50 ) siendo esta protección mayor que la inducida por 

las vacunas parenterales ( 15 ). Los estudios realizados en Alejandría, Egipto, 

indicaron que la vacuna era capaz de inducir proteccion en el 95Z de la pobla

ción estudiada ( 16 ). Sin embargo, estudios realizados en Chile ( 1983) en -

una población infantil demostraron que con tres dosis de la vacuna anlicada en 

cápsulas de capa entéricas con intervalos de dos ó 21 días entre cada dosis, -

produjo una eficacia del 51 - 61 ~ respectivamente después de tres años confi.!:_ 
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mando la relaci6n entre el número de dosis y la eficacia ( 17 ). 

De las experiencias anteriores resalta el hecho de que se desconoce la nat.!!. 

raleza del ó de los antfgenos de i··~ relacionados con la protecci6n y inás 

aún, la respuesta inmune del hombre,"frente a estos antfgenos de~· .!:.l2!!!.· Han 

sidO numerosas las investigaciones realizadas di~igidas a la identificación de 

los antígenos responsables de la inmunidad protector' en la fiebre tifoidea, -

estando la mayoría de ellas orientadas particulannente al estudio de los antí

genos presentes en la superficie bacteriana, tales como el antfgeno somático -

" O ", el antígeno flagelar " H " y el antígeno capsular " Vi ". Durante mucho 

tiempo se pensó que el antígeno somático " O " jugaba un papel !!!'.e' im¡;iortante 

en la protecci6n por lo que se elabor6 una vacuna utilizando el lipopolisacari• 

do ( LPS ), como antígeno; sin embargo, la protecci6n obtenida fué escasa y de 

corta duración ( 7, 18 }. Por otra parte, se han realizado vari95 estud~os en 

pacientes con fiebre tifoidea y en individuos vacunados con diferentes tipos de 

vacuna tifoidicas que sef!alan la poca importancia de los anticuerpos di·· '"c-·1s 

contra el antígeno somático " O " en la protección ( 5, 19, 20 } • 

En lo que respecta al antígeno flagelar " H ", se ha demostrado que tampo

co est& relacionado ·con la innunidad protectora en la fiebre tifoidea Tully y 

colaboradores en 1962 observaron que al inmunizar chimpacés con una capa rugosa 

de i· !n!!!!,. se inducia la producción de anticuerpos contra el antígeno " H ", 

pero no se obtenía protecci6n, aun en presencia de títulos altos de anticuerpos 

anti flagelares ( 21 ) • Anderson en 1968 demostr6 que en ratones innunizados con 

una mutante sin flagelos de i· ~. se obtenía el mismo grado de protecci~n -

que en aquellos inmunizados con la cepa móvil ( 22 ). 

Por otro lado, se ha tratado de demostrar la relación del antígeno " Vi " 
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en los mecanismos de protección en la fiebre tifoidea. Los primeros estudios -

datan de 1934, cuando por primera vez, Félix y Pitt infonnaron de la presencia 

de este antígeno en cepas de 2_ • .m.hL aisladas de pacientes con fiebre tifoi

dea, así como la presencia de anticuerpos contra dicho antígeno en el suero de 

estos pacientes ( 23 ). Desde entonces, a la fecha, se han realizado numerosos 

estudios, obteniéndose resultados contradictorios. La falta de relación de los 

' anticuerpos anti - Vi con la respuesta inmune protectora, ha sido demostrada -

por varios investigadores ( 11, 19, 24, ) , no obstante, otros .estudios revelan 

que el antígeno " Vi " por sí solo es capaz de inducir protección ( 8 ) y se -

ha senalado la importancia que tiene este antígeno en la virulencia de la cepa 

infectante, así como la conveniencia de conservarlos en la preparación de vac_!!. 

nas ( 8, 24, 25 ). 

La demostración de Youmans y Youmans en 1965 de que la fracción ribosomal 

de Mycobacterium tuberculosis era efectiva para inducir inmunidad en el ratón 

contra el ~icroorganismo homólogo, condujo a investigar la capacidad protecto

ra de estas fracciones en diferentes especies bacterianas encontrándose actual 

mente un gran número de referencias que demuestran la protección conferida por 

estos antígenos ribosomales en microorganismos tales como : Vibrio cholerae, -

Pseudomonas aeuroginosa, Staphylococcus ~· Streptococcus pneumoniae, Lis

teris monocytogenes, Brucella abortus y otros ( 26, 27 ) • En 1970, Venneman y 

colaboradores demostraron que las fracciones ribosomales de 2_. typhimurium in

ducían protección en el ratón contra la bacteria virulenta ( 28 ). Resultados 

similares fueron informados en México por Molinari y Larralde ( 1974 ), quienes 

trabajaron también con fracciones ribosomales de 2.· typhimurium ( 29 ). En tr!!, 

bajos posteriores, Molinari y Cabrera ( 1974 ) demostraron que las fracciones 

ribosomales obtenidas de~· !l.P!!.:!. inducían protección en ratones ( 30 ). 
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Con el fin de demostrar al ó los antígenos responsables de la protección -

inducida por estas fracciones ribosomales, se realizaron varios estudios en -

los cuales se obtuvieron resultados muy diversos. En los primeros trabajos al 

respecto, realizados por Venneman y colaboradores ( 1970 ) se describe al RNA 

ribosomal como el antígeno orotector ( 28 ). Johnson ( lg12) oresent6 eviden

cia de que eran las proteínas ribosomales las que protegían a los ratones (31). 
( 

Smith y Biglye ( 1972 ) sugirieron que ambos antígenos; el RNA y las proteínas 

se requerían para obtener una buena protección ( 32 ) ; sin embargo, en traba

jos realizados por Eisenstein ( 1975) y Misfeld y Johnson ( 1977 ), se demos

tró que las fracciones ribosomales de Salmonella se encontraban contaminadas -

con LPS y proteínas de la envoltura celular ( 33, 34 ) . Más aún, en trabajos 

posteriores, Misfeld y Johnson ( 1978 ) demostraron que las proteínas de la e.!!. 

vol tura celular de i· typhimurium protegían a los ratones contra la infección 

por esta bacteria,·siendo el grado de protección semejante al inducido por las 

fracciones ribosomales ( 35 ). Estos experimentos ponen en duda la efectividad 

ribosomales y apoyan por Mates y Yesipovisi ( 1976 }, de que los antígenos pr!!_ 

tectores de Salmonella se localizan en la superficie de la bacteria ( 36 ). 

En los últimps años, la membrana externa de las bacterias Gamnegativas ha 

cobrado gran importancia y diversos investigadores han enfocado sus estudios -

hacia el papel que desempeñan las proteínas de esta membrana en la relación 

Huésped - parásito, puesto que se consideraba, con base a su localización, que 

son elementos clave tanto en la patogenicidad como en la protección contra en

fermedades producidas por estas bacterias. El estudio de las proteínas de la -

membrana externa (PME) de las bacterias Gramnegativas, se pudo llevar a cabo -

gracias al advenimiento de métodos específicos para la separación de membranas. 
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Miura y Misushima, en 1968, descubrieron por primera vez el aislamiento de la 

membrana externa de Escheri chia col i empleando para el lo esferoplastos prepara

dos con lisozima y EOTA, los cuales se lisaron as!'látical'lente, separando poste

riormente en un gradiente de sacarosa la membrana externa de la citoplasmática 

( 37 ) . Estos estudios demostraron que la membrana externa estaba ccr.stituida 

por lípidos, proteínas y por lipopolisacáridos (fig-¡1). El procedimiento ante

riormente mencionado, fué modificado por Osborn con el objeto de disminuir la 

cantidad de lipopolisacárido ( 38 ) . Schnaitman, en 1971, desc;ribió una metod.Q. 

logía que evita la preparación de esferoplastos para la obtención de la mentir!_ 

na externa. Consiste en el rompimiento de las bacterias en una prensa francesa, 

seguida posteriormente de la solubilización de la membrana interna con un dete.!:. 

gente no iónico ( 39 ). 

La identificación de las PME fué posible gracias a la electroforesis en g~ 

1es de poliac:-ilamida. Schnaitm~n fué el primero en reportar que _E_. coli cont~ 

nía una proteína mayor, la cual constituye 70% de las proteínas totales dl la 

membrana ( 40) y poco después, él y otros investigadores ( 41, 42, 43) demoJ?_ 

traron por electroforesis que esa proteína mayor estaba constituída por cuatro 

proteínas. 

Schmitges y Henning describieron una proteína principal, que electroferéti 

camente se podía sepa_rar en dos bandas 44 ) . Actualmente se sabe que el núme-

ro de 1 as PME es variable y depende de 1 a información géneti ca de la bacteria. 

Su expresión puede verse afectada por factores por factores tales como las co.!!_ 

diciones de cultivo, temperatura, mutaciones, etc. 

Las proteínas de la membrana externa más ampliamente estudiadas, han sido 

las ~· Coli y~. typhimurium. Di Rienzo, Nakamura e Inouye en 1978 y Osbern y 
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Wu en 1980, hacen una revisión externa de ellas ( 45, 46 ) estas se clasifica

ron en proteínas pri nci pa 1 es y menores. Las primeras pueden ser o estar expre

sadas con más de 100,000 copias por células y se han descrito alrededor de 10, 

aunque por lo general, solamente se expresan cinco de ellas en una bacteria. 

Oentro de las proteínas principales o mayores encontramos : 

1) .- Proteínas .na trices y porinas; relacionadas cory el transporte pasivo de 

substancias de bajo peso molecular a través de la membrana. 

2).- Proteínas modificables por el calor; relacionadas con los procesos de con

jugación genética y que actúan como receptores de fagos y colicinas. 

3) .- Lipoproteína de Braun; la cual esta unida covalentemente a la peptidogl.:!._ 

cana y cuya función es la de mantener la integridad estructural y funcional -

de 1 a membrana. 

El arreglo de estas proteínas en la membrana se ilustra en el esquema pro

puesto por los mismos autores (fig. 2 ). 

Con respecto a la función de las proteínas menores se ha demostrado que in

tervienen como acarrc"dores en el transporte de las substancias de alto pesd mo 

lecular a través de la membrana, también se relacionan con la replicación celu

lar y entre ellas se encuentra la única proteína de membrana externa que se ha 

~emostrado que tiene actividad enzimática: la fosfolipasa A ( 45, 46 

Las evidencias de que estas PME están expuestas al medio externo llevó a i!!. 

vestigar su eficacia como inmunógenos protectores. Frasch y colaboradores enco!!_ 

traron que las PME de Neisseria meningitidis grupo B, eran buenos inmunógenos 

cuando se inoculaban a conejos e inducían la producción de títulos .altos de ª.!!. 

ticuerpos, los cuales i._~ vit;.r.Q. presentaban actividad bactericida mediada por -

complemento ( 47 ). 
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FIGURA 2 
ORGANIZACION DE LAS PROTEINAS EN LA MEMBRANA EXTERNA l3 81 



Buchanan y Arko demostraron que el antfgeno capaz de proteger específica

mente contra la uretritis qonocóccica en chimpacés estaba presente en la mem

brana externa de la Neisseri~ gonorrheoae ( 48 ). Posteriormente, evidenciaron 

que las protefnas de dicha merrt>rana, eran las que conferfan la protección esp_g_ 

cifica en cobayos a los que habfa inducido una infección gonocSccica experime.!!. 

tal ( 49 ) • 

Kussi y colaboradores demostraron que las porinas extraidas de una cepa r.!:!_ 

gosa de ~· typhimurium protegen al ratón de un reto con una capa lisa de la 

bacteria, lográndose el mismo efecto de protección con anticuerpos específicos 

contra estas protefnas (SO, 51 ). 

Estudios realizados recientemente por Killi)n y colaboradores (1986) han S.!:!. 

gerido que una porción de proteínas unida a Lipido A y LPS de una cepa de i· -
typhimurium puede ser requerida para inducir protección en el ratón contra re

tos letales de la misnia bacteria ( 52 ). 

Tomándose en consdieración ios antecedentes de protección que se obtuvie

ron en los modelos animales con la PME de otras bacterias Gramnegativas, se d_g_ 

cidió estudiar el papel que podrían jugar las PME de Salmonella ~como in

munógenos protectores en un modelo experimental murino. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Oemostrar que las PME de i· l'i.E!!..1_ actOan como 1nmun6genos protectores de· 
la fiebre tifoidea en modelo experimental murtno, 

Objetivos particulares : 
1 

1).- Aislar y caracterfzar PME de i· typh1 9, lZ, d, ·vt, i· typhi TyZ y s. 
typhimurium. 

2).- Oetenninar la ddsis letal a 50% (DL50¡, de.§_: typh1 ·9, 12, d, V1, .§_, -

typhi Ty2 y i· typhimurium. 

3).- Oetenninar la actividad protectora de las PME de i· typhi 9, 12, d, Vi -

en un modelo experimental murino. 

4).- Obtener suero de conejo anti-PME de i· typhi 9, 12, d, Vi y cuantificar 

título de anticuerpos especfficos contra estas PME por un matodo inmunoenzifll! 

tico ( ELISA ) . 

5).- Detenninar la actividad protectora del suero anti-FHE en un modelo expe

rimental murino. 

15 



MATERIALES Y METO DOS 

MATERIALES Y SOLUCIONES 

1.- MATERIAL BIOLOGICO 

A).- Cepas de bacterias 

Se trabajaron las siguientes cepas : Salmo9ella typhi Ty2 y Salmone

~ typhimirium donadas por el Instituto Nacional de Higiene: Salmonella ~ 

~. 12, d, Vi aislada de un paciente con fiebre tifoidea. 

B) .- Ratones 

Se utilizaron ratones de la cepa NIH de lB-20 g. de un solo sexo. Es

tos se emplearon para determinar la OL50 , así como para los ensayos de inmuniz~ 

ción activa y pasiva. 

C).- Conejos 

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda de 3 a 5 kq. Estos $P emplearon, 

para la obtención del suero inmune anti-PME de Salmonella typhi 9, 12, d, Vi. 

2.- SOLUCIONES V MEDIOS DE CULTIVO 

A).- Solución salina fisiológica ( S.S.F. 

Cloruro de sodio (Baker) B.5 g 

Agua destilada 100 ml 

B) .- Agar BHI 

Agar BHI ( Biexon 52 g 

Agua destilada L 

c) .- Agar nutriente 

Extracto de carne ( BBL ) 0.9 g 

16 



Peptona de caseína (Biexen) 
1.5 g 

Agar bacteriológico (Biexon) 
4.5 g 

Agua destilada 
300 ml 

D).- Mucina al 5% en S.S.F. 
Mucina gástrica ( Sigma 

12.5 g 
S.S.F. 

¡ 250 ml 
E).- LIPOPOLISACARIDO OE ~· ~ liofilizado 

(Donado por el Instituto Nacional de Higiene) 

Se preparó la solución de LPS a 1 mg/ml en S.S.F. 

F).- Medio mínimo A 

Fosfáto di abás i co de potasio ( Baker 
70.0 g/1 Fosfáto mobásico de potasio (Baker) 30.0 911 Citrato de sodio ( Baker ) 
5.0 g/1 Su] fa to de amonio ( Baker ) 

10 .o g/1 Sulfato de magnesio ( Baker 
l.O g/1 

A 50 ml de modelo mínimo A, se le agregan 450 ml. de agua destilada. Esto 

se esteriliza a 12lºC por 15 min. y a 15 lb de presión. A todo lo anterior se 

le adiciono 20 ml de Glucosa al 12.5 % (merck) y un mil de leucina al 1% (bio
xon), previamente esterilizadas. 

G).-Solución de lavado 

Hepes 0.01 M pH 7.4 

He pes ( Sigma ) 

Agua destilada 
2.6 g/1 

1 1 

H).- Soluciones amortiguadoras para el aislamiento de las PME 
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- Hepes 0.01 M pH 7.4, Triton X-100 al 2% 
Hepes 

Triton X-100 ( Sigma ) 

Agua destilada 

- Tris 50 mM, EOTA 5nto! pH 7.8, Triton X-100 al 2% 
Tris' Sigma 

Edta Sigma 

Triton X-100 

Agua des ti 1 ada 

2.6 g/1 

20.0 g 

l 1 

6.05 q 

1,861 g 

I).- Soluciones para la cuantificación de protefnas por el método de Lowry. 

- Solución para la curva patrón de proteínas. 

20.0 g 

l 1 

Albumina sérica bovina ( Sigma ) 

Agua destilada 

- Reactivos para la curva patrón 

Carbona to de sodio ( Baker ) 

Hidróxido de sodio 0.1 M ( Baker 

Tartrato doble de sodio y potasio ( Baker ) 
Agua des ti lada 

- Sulfato de cobre pentahi dratado ( Baker ) 

Agua destilada 

Reactivo de Folin ciecolteu ( Merck ) 

Agua des ti 1 ada 

J) .- Determinación de KDO 

25.0 mg 

25 ml 

2.0 g 

100 ml 

2.0 g 

100 ml 

1.0 g 

100 ml 

2 ml 

6 mi 

- Solución patrón de 2-ceto- 3-desoxioctanato ( KDO ) 
KDO ( Sigma ) !.O mg/ml 

0.1 ml 

Hl 



Agua destilada 

- Acido sulfúrico 0.2 ( Monterrey } 

- Acido peryódico 0.04 M ( Monterrey l· 

- Arsenito de sodio al 2.6 % en ácido clor_i 

hídrico 0.5 M ( Merck } 

- Dimetil sulfóxido ( Sigma 

0.9 ml. 

1.0 ml • 

0.25 ml. 

0.25 ml. 

1.0 ml 
( 

K}.- Soluciones para la electroforesis en acrilamida 

- Acrilamida ( Biorad } 

N' N bi smeti 1 en acri 1 ami da ( Bi? rad ) 

30.0 g 

o.os g 

Se afora a 100 ml con agua desionizada y destilada; se filtra en papel 

Whatman # 41 y se mantiene a 4ºC en un frasco ámbar. 

- Amortiguador tris-HCl 1.5 M pH 8.8 

Trizma base ( Sigma i 6.0 g 

Ajustar el pH con HCl 2 N y aforar con agua de~tilada y desionizada a 

- Amortiguador Tris - HCl 0.5 M pH 6.8 

Trizma base Sigma 6.0 g 

Ajustar a pH con HCl 2 N y aforar con agua destilada y desionizada a 

100 ml. 

- Amortiguador de muestra 

Amortiguador Tris - HCl pH 6.8 

SOS ( Sigma } 

Azul de bromofenol al 1 5 ( Sigma ) 

Glicerol ( 8aker ) 

2- Mercaptoetanol ( Sigma ) 

25 ml 

2.0 ml 

0.1 ml 

10 ml 

5 .O ml 



- Amortiguador de corrimiento pH 8.3 

Tri zma base 

Glicina ( Sigma 

SOS ( Sigma ) 

Agua destílada y desionizada 

- Solución fijadora 

Metanol ( Merck 

Acido acético ( Baker 

Aforar con agua destilada a 1 1. 

- Solución colorante de protefnas 

Metano l a 1 SO~ 

Acido acético 

Azul de Coomassie ( Sigma ) 

3.0 g 

14.4 g 

1.0 g 

1 

1 
400 ml 

70 ml 

454 ml 

46 ml 

1.2 g 

Se ayíta duraote 30 min. y se filtra en pape1 Whatman # 41. 

- Solución decolorante para el azul de Coomassie 

Metanol 

Acido acético 

Aforar a 1 1 con agua des ti lada 

- Gel separador para la placa de electroforesis 
al 

Acrilami da 

Tris - HCl 1.5 M pH 8.8 

Agua destilada y desionizada 

SOS al 10:. 

TEMED ( LK!l 

PSA JO •. 

20 

50 ml 

25 ml 

11. 5 ··' 

11.5 ml 

7 .5 ml 

11.0 ml 

0.6 ml 

0.01 ml 

o.os 1111 



Se-~::::~:: e1 agu.~, :ris y acri1arnida; se desgasifica 1a solución de 

3-5 mi'l. ;:>:!-'! postericr:o.ente adicionar el SOS, TEMED Y PSA. 

- Gt;l intrci--·::cr ;:a.-.1 1a ¡Jlaca de ele:::t:roFcresis 

Acrfia~ica 

Tr~s - ~r~ G.: u pH 6.3 

Agua des~~1ada y desionizada 

SOS al 10~ 

TEMED 

PSA al lC~ 

2.5 ml 

3. 75 ml 

1 
7 .5 ml 

O .15 ml 

7 .5 ml 

50 ul 

1).- Solucior..:s :.itiii:~d~s ¡¡ar,; el ensayo inmunoenzimatico ( ELISA l 

Carbonat~ ~e ~ocio l Saker 

Bicarbcn~ :: ::¿ sodio ( Ba<~r 

Se dis~e·-,e~ las sales en l 1 de agua 

.~mortiguaCcr ·~€: fosfatos ?SS ) pH 7. ~ 

Cloruro ~e s~jio 

Fosfát:: 7c:;c::Jslco de sodio ( Saker 

Fosfáto di~dsico de sodio ( Bake~ 

Agua des~i1~~a y desioni:ada 

Solucidn :e ~¿vaao 

PBS 0.15 M :~ 7.2 

Tween 0.15 ~ ~rl 7.2 

- Soluci6n ce ~ioque¿ 

PB S O . l S 'I cH 7. ~ 

Ge 1 a~ i na Qif"co ) 
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7.0 g 

2.8 g 

a. 1 9 

0.4 g 

2.7 g 

1 1 

ml 

l l 

10 g 



- Solución diluyente para el 1 er anticuerpo y para el conjugado 

PBS 0.15 M pH 7.4 

Gelatina 

Tween 20 !laker ) 

- Conjugado 

1 l 

5.0 g 

1.0 g 

Antigamaglobulina total de cabra, unida a peroxidasa ( Sigma ) 
1 

- Amortiguador de citratos pH 5.6 

Citrato de sodio ( Baker 

Acido cítrico Baker ) 

Agua destilada 

- Solución para el sustrato de peroxidasa 

Orte - fenilendiamina (Monterrey) 

Amortiguador de citratos 

Peróxido de hidrógeno ( Merck 

29.0 g 

4.1 g 

1 l 

6.0 mg 

12 ml 

JO ul 

M) .- Soluciones utilizadas para la electrotransferencia 

- Amortiguador de trAnsferencia 

Trizma base 

Glicina 

Metanol 

Agua destilada 

- Amortiguador de fosfatos ( PBS ) 

La misma preparación que para la EL!SA. 

- Solución de lavado 

La misma preparación que para la ELISA. 

- Solución de Bloqueó 
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9.075 g 

43.2 g 

600 ml 

2400 ml 



PBS 0.15 M pH 7.2 

Gelatina 

- Cor.j ugc<~o 

Antigamaglobulina total de cabra unida 

a per.:Jxi das a 

- Sustrato para el conjugado 

Tris - HCl 0.1 M pH 7.6 

Trizm¿ base 

l ¡ 

15 g 

3 ml 

609 :;ig 

Ajustar pH con <-Cl 2 N, llevar a 50 ml con agua destilada 

Di amino bencidi nd { Sigir.a j 

Peróxido de hidrógeno al 30~ 

- Tinta chine cara tinción 

Tinta china ( Pelikan 
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25 mg 

50 ul. 

0.25 ml 
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METODOS 

l.- CULTIVO Y COSECHA DE LAS CEPAS BACTERIANAS. 

Se sembrarán en placas de agar BHI por separado, Salmonella !lE.t!.i_ 9, 12, d, 

:¿i_ Salmonella typhi Ty2 y Salmonella typhimurium. Se dejaron crecer durante 24 

horas a 37ºC y se tomaron in6culos pesados con asa bacterio16gico, los cuales 

se depositaron en tres matraces de 125 ml cada uno, 1que contenían 50 ml de me

dio mínimo A (Inóculo}. Después de un tiempo de crecimiento de 18 horas a 37ºC, 

se dividió cada inóculo en partes iguales y se agregaron a botellas de cultivo 

que contenían 1.5 l de medio mínimo A. Las botellas de cultivo se incubaron a 

37ºC en agitación constante en un agitador ( New Brunswick Scientific Co.,INC 

U.S.A.), durante B horas, deteniendo el crecimiento en la fase exponencial ha.l!_ 

ta obtener una densidad óptica de 190 unidades Klett. 

Posterior al crecimiento, las bacterias se cosecharon por centrifugación a 

1650 xg durante 15 mir.. a 4'C en una centrifuga Sorvall RC5C <. Servall Instr.!!_ 

ments Dupont }; la pastilla se resuspendió en Hepes 10 mM a pH de 7.4 y se ce!)_ 

trifugó de nuevo. La pastilla así obtenida finalmente se resuspendió en Hepes 

lOmM pH 7.4 y se conservó a 20ºC. 

2.- OBTENCION DE LAS PME DE Salmonella typhi 9, 12, d, Vi. 

Las bacterias en Hepes lOmM pH 7.4 se hamagenizaron durante un minuto ( h.2_ 

magenizador forvall ), para eliminar flagelo, cápsula y antígeno Vi. El homog~ 

nizado se diluyó con Hepes l.OmM pH 7 .4 hasta obtener una densidad óptica de 

1.2 a 660 nm ( Espectafotómetro Beckman DU-7). La biomasa bacteriana colocada 

en un baño de hielo se lisa por ·1ltrasonido en un sonicador ( Lab line Ultr~ 

tip Labsanic System por periódos de 2 min. a 180 watts. Al producto de la -
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soni~ación se le añadieron 200 ul de DN~sa y RNAsa ( Sigma}, así como dos g.2_ 

tas de cloruro de magnesio MgCL2 l M por cada 10 ml de suspensión. El ro~ 

pimiento celular se continuó hasta obtener una densidad óptica de 0.3 a 0.4 nm 

de la suspensión. Finalmente se centrifugó a 500 rpm por 15 min. a 5ºC dos ve

ces con el fin de eliminar células enteras. El sobrenadante, producto de la -

centrifugación, se colocó en tubos de ultracentrifu~a, y se centrifugó a 

100,000xg durante 45 min. a 5ºC ( Ultracentrífuga Beckman LB-M ) con el fin de 

sedimentar la envoltura celular, la pastilla resultante se suspendió en Hepes 

10 mM pH 7.4 volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones. La envoltura 

celular, contenida en la pastilla se resuspendió en una solución de Tritón 

X-100 al 2% en Hepes lOmM pH 7.4 y con el objeto de solubilizar y eliminar la 

membrana citoplasmática se centrifugó a 100,000xg durante 45 min. a 5°C. La -

pastilla resultante se solubilizÓ en una solución de Tritón X-100 al 2% en Tris 

50 mM EDTA 5mM pH 7.8; la solución obtenida se in<:ubó a 37"C. El sobrenadante 

contenía principalmente las PME, mientras que en la pastilla s~ encontraba la 

peptidoglicana. 

3.- PRECIPITACION DE LAS PME de Salmonella typhi 9, 12, d, Vi 

Las PME, se obtuvieron a partir del sobrenadante de la última centrifuga

ción. Para esto se tomó l volumen de sobrenadante y se precipitó con 6 volume

nes de acetona fría. Todo lo anterior se dejó reposar durante 12 h a -20ºC. 

Posteriormente se centrifugó a 1650xg por 15 min. y se tomó el sobrenadante p~ 

ra resuspenderlo en solución amortiguadora de TRIS SO mM EDTA 5mM pH 7.8. Se 

formaron alícuotas de 2 ml a una concentración de 2 mg/ml y se conservaron a 

-20"C para su uso posterior. 
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4.- CUANTIFICACION DEL CONTENIDO PME. 

Se hizo de acuerdo al método de Lowry modificado ( 53 ), usando albúmina s.§. 

rica bovina ( Sigma ) para la curva patrón. 

5.- CUANTIFICACION DEL LIPOPOLISACARIDO ( LPS ) CONTENIDO EN LAS PME COMO CONT.8_ 

MI NANTE. 

El LPS se determinó en forma indirecta a través 
1
del contenido de KOO, usan

do como curva patrón KDO ( Sigma ) y preparando la mues.tra problema de la si

gui ente manera 

A 50 ul de muestra de proteínas se le añadió 1 ml de ácido sulfúrico 0.2 N 

y se puso en el horno a lOOºC durante 30 minutos, se dejo enfriar y posterior

mente se centrifugó a 2000 rpm, se tomo entonces 0.5 ul de la mezcla y se le -

añadió 0.25 ml de Acido Peryódico 0.04 N. en ácido sulfúrico 0.125 N, dejando

lo reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Se añadió 0.25 ml de Arsenito de 

Sodio al 2.6 % en ácido clorhídrico 0.5 N y se dejo hásta que d~sapareciera el 

color café enseguida se añadió 0.5 ul de ácido tiobarbitúrico 0.6% dejando rep.Q_ 

sar esto 15 minutos a lOOºC, por último se añadió en caliente 1 ml de dimetil -

sulfóxido y leyo a 540 nm ( 58). 

6.- CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LAS PME de~· typhi 9, 12, d, Vi, i· 
typhi Ty2 S. tvphimurim. 

La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida en presencia de SOS, 

en con di ci ones reductoras y un sis tema de amortiguador discontinuo. Las mues tras 

de PME de~· typhi 9, 12, d, Vi, ~· typhi Ty2 y~· typhimurium se precipitaron 

con acetona fría durante 12 hrs. a -20''C y se resuspendieron en Amortiguador de 

muestra a una concentración de 1 mg/ml , 1 as mues tras se hirvieron 5 mi n. y se -
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depositaron 30 ul de cada una, en forma alternada en los carriles de las pla

cas de 16 x 14 cm y estas se colocaron en un sistema de electroforésis vertí-

cal LKB Bromma ), siguiendo la técnica descrita por Laemli ( 54 ). Los marc~ 

dores de pesos moleculares utilizados fueron albGmina sérica bovina. anhidrasa 

carbónica y lisozima con pesos moleculares de 66, 29 y 14 Kd, respectivamente. 

El corrimiento electroforético se llevó a cabo ar lOºC, durante 6 hrs.aprox. 

a 20 miliamperes. Al finalizar la electroforesis ( esto es cuando al frente de 

corrimiento se encontró a cm. del final de la olaca ), los galesse tiñieron 

con solución de Coomassie y se eliminó el exceso de colorante empleando la so

lución decolorante, cambiándola cada hora hasta que las bandas de proteínas r~ 

vel arón claramente. 

7.- DETERMINAC!ON DE LA DL50 

Para esto se utilizaron las cepas de~- typhi 9, 12, d, Vi.~- typhi Ty2 y 

~- typhimurium. Las bacterias crecieron en placas con BHI durante lB hrs. des

pués de este tiempo se resembro yel crecimiento se detuvo en la fase exponencial. 

El número de bacterias en esta fase se ajustó a 0.6 de O.O. a 540 nm. que equi

vale aproximadamente a 109 bact./ml. A partir de la concentración de 109 bact/ 

ml. y utilizando un factor de dilución constante se prepararon las siguientes 

concentraciones de bacterias mostradas en el cuadro I. 

Las bacterias de cada cepa fueron resuspendidas en mucina al 5% en S.S.F. 

estéril y se inocularon por vía intra~eritonial en 0.5 ml cada concentración 

bacteriana a grupos de 10 ratones NIH de un so<o sexo con un peso de 18 a 20 g. 

Como testigo se utiliza ron 10 ratones ( oara cada experimento ) inoculados unj_ 

camente con 0.5 ml de múcina en S.S.F. estéril. La sobrevivencia de los rato-
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CUADRO I 

CONCENTRACIONES BACTERIANAS PARA EL 
CALCULO DE LA DLso PARA DIFERENTES 

CEPAS DE SALMONELLA 

S.typhi 9. 12. d. Vi S.typhiTy2 S. t yphimurium 
( bact .1 mi .>" l bact. / ml.l ( bact ./mi .1 

BOOO ººº 2 ººº 000 200 000 

1 eoo ooo 400 000 40 000 

320 000 BO ººº B ooo 

!14 000 1 e ººº 1 600 

1 2 BOO 3 200 320 

2 5150 64 

a LAS BACTERIAS DE CADA CEPA FUERON RESUSPENDIOAS EN MUCINA AL 5'Y• 

Etl S. S.F. ESTERIL Y SE INOCULARON 0.5 mi. DE CADA CONCENTRACION 

BACTERIANA POR VIA INTRAPERITONEAL A GRUPOS DE 10 RATONES NIH. 
SE UTILIZARON COMO TESTIGO GRUPOS DE 10 RATONES INOCULADOS UNl

CAMENTE CON O. 5 mJ DE MUCINA AL 5 '/• EN S.S. F . 
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nes se eval uo a los tres días del reto para ~- typhi TyZ y i· typhi 9, 12, d, 

Yi• mientras que a los diez días para i· typhimurium. La 01 50 se detenninó por 

el método de Reed y Muench ( 55 ) de acuerdo a Ja siguiente ecuación : 

log oL50 109 di1+50%- [50% - ( % Mort dil i 50%) J log factor de di 1. 

( % Mort dilt50% ) - ( % Mort d11~50%) 

Los datos encerrados entre corchetes representan la distancia proporcional 

O.P. ) . 

50% - la dilución de la concentración que mata al 50% de la población 

% f.'.ort dil f.50% =La dilución inferior inmediata a la dilución de la conce!!. 

tración que mata al 50% de la población. 

% Mort dil t 50% = La dilución superior inmediata a la dilución de la conce!!. 

tración que mata al 50% de la población. 

La O.P. se multiplica a su vez por el factor de dilución y el resultado ob

tenido se le resta al log de la dilución en la cual el % de mortalidad fué me

nor al 50%. Finalmente a este resultado se le saca su antilog para obtener la -

DL50 . 

8.- EVALUACION DE LA INMUNIDAD ACTIVA. 

Para evaluar la inmunidad activa se inmunizaron por vfa I.P. grupos de 

10 ratones de la cepa NIH, con diferentes concentraciones de las PME de i·.!xe.t!i 

9, lZ, d, Vi, • El reto se realizo diez días después de la segunda inmunización 

con las PME, las cepas de Salmone11a empleadas para el reto fueron : i· ~ -
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CUADRO .Ir 
PROTOCOLO OE INMUNIZACION e PAOTECClotw ACTIVA 1 

DIA INMUNIZACION VIA (PMEd-UQ) Oleo • 

1.2!5. 2.!5 ' !5.0 
o lo. XP 

10. 20. 30 

1.2!5, 2. !5. !5.0 
1 !5 20. J:P 

1.0. 20. 30 

RETO CON: 
os. 'll!!fli 9,12,•,wi 20, !50, 100 

2!5 b S. t Jpf\I T r 2 l:P 300.~. :ooo 
e S. t :illhl•ttrlUM . 

01 OL:;,o • 40 X 10 3 BACT./.,I ~ d PME - PROTEINA DE MEMBRANA. EXTERNA 

b1 OL.,c¡• 150 X 103 BACT.l•I· ~ • NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50 "/• 1 DL!lo 1 
UTILIZADAS PARA EL RETO 

c1 DL~' 160 BACT ~ Mf. i 

• SE UTILIZARON 6 LOTES DE 10 RATONES NIH PARA CADA CONCENTAACION 

• SE UTILIZARON LOTES TESTIGO INOCULANDO TRIS - EDTA , MUCINA AL 5% Y LPS I O 4 u.9 y 1 Z uq. l 

• DESPUES DEL DESAFIO; EL EXPERIMENTO SE REGISTRO EN UN PERIODO DE 10 DIAS, SE EVALUO 
LA PROTECCION COMO % DE SOBREVIVENCIA. 



9, 12, d, Vi y i· typhi Ty2 y Salmonella typhimurim los experimentos se lleva

ron a cabo de acuerdo a lo que se muestra en el cuadro 11. 

9.- OBTENC!ON DEL SUERO HlPERlNMUNE OE CONEJO ANTl-PME de i· ll.ehL.9• 12, d, Vi. 

Se utilizaron 2 conejos Nueva Zelanda machos de 3 a 5 kg. de peso. El esqu~ 

m11 de inmunización se muestra en el cuadro 111. 

10.- ENSAYO lNMUNOENZIMATlCO ELISA 

Para la titulaci6n de los sueros de conejo anti-PME se empleo la técnica de 

ELISA ( 56 ). Las PME de i· typhi 9, 12, d, Vi se diluyeron en amortiguador de 

carbonatos a una concentraci6n de 2 mg / ml y se adicio11aron a los pozos de la 

inmunoplaca ( Nunc-Inmune Platel ) en un volCnnen constante de 100 ul, lo ant~ 

rior se dejo toda la noche a 4ºC y al d{a siguiente se lavaron los pozos 4 ve

ces con PBS - Tween 20 al 0.1.%. Posteriormente se le adicion6 PBS ~elatina al • 

1%, esto se mantuvo durante 1 hora a 37°C y se lavaron 4 veces de nuevo. Des

pués del último lavado se le agrego el suero de conejo anti-PME ( diluido en -

PBS - Tween gelatina 0.5 %, a diferentes diluciones partiendo del : SO hasta 

l : 3200 ; lo anterior se incubo por 3 horas a 37ºC se realizar6n 4 lavados y 

se agrego suero de cabra anti-gamaglobulinas de conejo unidas a peroxidasa. De.§. 

pués del hr. 30 min. a 37ºC se lavar6n y se les agrego el sustrato. Una vez -

agregado este último se dejo en la obscuridad durante 10 min, y se detiene la 

reacción con H2so42.5N; las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (Minj_ 

reader II) a una longitud de onda a 490 nm. 
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CUADRO m: 

PROTOCOLO DE u~·.:Mut.:;zAC;QN PARA LA OSTENCiON 
DEL SUERO ANTI 

DIA INMUNIZACION VIA 

o 1 o. 

T 20. 

14 3o. 

2: 1 4o. 

º·s.c. - SUBCUTANEA 

I>. I V - INTRAVENOSA 

s.cº 

s.c 

x.vb 

X.V 

PME DE S. typhi 9. 12. d. VI 

DOSIS OBSERVACIONES 

1.0 mg. ADYUVANTE COMPLETO FREUNO 

1.0 mg. ADYUVANTE COMPLETO FREUNO ' 

50 ug. TRIS - EDTA 

50 ug. TRIS - EDTA 

LOS CONEJOS SE SANGRARON EL DIA 28 POR PUNCION CARDIACA PARA LA 

OOTENCION ·DE SUERO INMUNE ANTI - PME, EL SUERO SE CONSERVO A -20•c. 



11.- ABSORC!ON DE LOS ANTICUERPOS ANTI-PME DE~- _D'E!:!_i 9, 12, d, Vi. DEL SUERO 

INMUNE OEL CONEJO. 

El suero hiperinmune de conejo anti-PME de~- .!i:J>hi 9, 12, d, Vi se abso.!'.. 

bió con las PME homólogas en equivalencia. Para esto se realizo previamente 

una curva de precipitación cuantitativa. Una vez el suero absorbido se titulo 

de nuevo por ELISA. 

12.- EVALUACION DE LA INMUNIDAD PASIVA. 

Para esto se empleo el suero de conejo anti-PME de Salmonella typhi 9,12. 

~· El esquema de inmunización y los retos con las diferentes cepas de Sal

monella se muestran en el cuadro IV. 

13 .- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

La inmunoelectrotransferencia se realizo de acuerdo a la técnica de Towin 

( 56 } • Se corrió una electroforesis en geles de pe 1 i acril ami da con 1 as mues-

tras de PME de i· tl12hi 9, 12, d, Vi, Salmonella tl(1hi Tl!2 y Salmonella tl!ehi-

.!!!!:!!i.!!fil además un carril con marcadores de pesos moleculares de 45 Kd ( ovoal-

búm1na} y 29 Kd ( Anhidrasa carbónica), finalizada la electroforesis se reti_ 

raron los geles de las placas y se colocaron en el sistema de electrotransfe

rencia, evitando la formación de burbujas de aire entre ambos: hecho esto el -

papel se colocó sobre la esponja que descansa a su vez sobre la rejilla del si~ 

tema: sobre el papel se marcaron con lápiz el frente electroforético, tanto su 

límite superior como inferior asf como el lugar donde se colocó la muestra de -

PME en el gel; sobre el papel de nitrocelulosa se colocó otro papel filtro y 

por último la rejilla, armado el sistema se puso, en contacto con el amortigu~ 

dor de transferencia, procurando que el gel coincidiera con el polo negativo y 
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CUADRO IV PROTOCOLO DE INMUNIZACION 
PROTECCION PASIVA l 

HORA INMUNIZAC ION ·VtA DL 50 

o SUERO INMUNE r V 
ANTI- PME: S. typhl 0,12,d,VI. 

RETO CON : 

t ~ 9, 12, d, VI. r P lj() 7100 
~ TJ 2 

s. t11!!!lmuc1ym . 

• EL SUERO PREVIAMENTE SE INACTIVO A se•c,, 30 mln. 

• SE UTILIZARON LOTES TESTIGOS ADMINISTRANDO A RATONES NIH;, 
SSF ESTERIL, SUERO NORMAL DE CONEJO, SUERO NORMAL ABSOR
BIDO CON PME Y DILUIDO 1 ; 400. 

• DESPUES DEL DESAFIO; EL EXPERIMENTO SE REGISTRO EN UN PE
RIODO DE 10 DIAS, EVALUANDO LA PROTEOCION, COMO EL •/• DE 
SOBREVIVENCIA . 



el papel con el polo positivo dentro del sistema, las condiciones a las cua

les se realizó la electrotransferencia fueron de 100 miliamoeres y 10 volts -

durante 18 hrs. el gel se tiño con azul de Coomassie para comprobar la trans

ferencia. 

El papel de nitrocelulosa se dividió en dos partes y se lavaron con PBS -

Tween. La parte que corresponde a la de los marcadores de ~esos moleculares se 

tiñó con tinta china, mientras que la otra parte del papel se dejó en solución 

de bloqueo durante 2 hrs. a 37ºC transcurrido este tiempo se procedió a la in

cubación del papel con el suero de conejo anti-PME de Salmonella typhi ~ 

d, Vi diluido 1:50 durante 3 hrs., se lavo el papel 4 veces con PBS-Tween y -

agitación constante, cada lavado fué de 15 min., posteriormente al papel se le 

adicionó el conjugado antigamaglobulina de conejo unida a peroxidasa diluido -

1:500 con solución de bloqueo dejándolo durante hora y media; nuevamente se 

realizaron los lavados, 3 con PBS Tween y 2 con solución de PBS pH 7.2, siempre 

con agitación constant2 d~ 15 min .• por ú1t1mo se realizó la incubación con el 

sustrato, eliminando con agua destilada el exceso de sustrato en el momento de 

aparición de las bandas. 



RESULTADOS 

1.- OBTENCIDN DE LAS PME 

La concentración de las PME de las cepas estudiadas y el contenido de LPS 

presente como contaminante de las mismas, se enlistan en el cuadro V. 

2.- ANALISIS ELECTROFORET!CO DE LAS PME 

En los patrones electroforéticos de las PME de las tres cecas estudiadas. 

se puede observar, bandas proteicas cuyos pesos moleculares van de 17 a 70 Kd 

( fi g. 3 ) • En e 11 as se destaca la presencia de dos gr•1pos de proteínas bien -

definidos; uno que va de 36 a 41 Kd, y otro de 23 a 28 Kd. así como una banda 

correspondiente a una proteína de aproximadamente 17 Kd. 
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CUADRO :SZ:: 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE 
PME Y KDO 

CEPA PME mg/ml" KDOmglmlº °loKDO 

-
S. typhl 9, 12 • d , V 1 2.0 o. 08 '1.0 

S.typhl T y 2 1. 02 0.0102 1. o 

Styphlmurium 1. 2'1 o.oee 5.'I 

a DETERMINADO POR EL METODO DE LOWRY ( 531 

b DETERMINADO POR EL METODO DE KARKHANIS l 581 

PME - PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA. 

KDO- 2 - CET0-3- DESOXIOCTANATO. 
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PERFIL ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS 

DE MEti3RANA EXTERNA. 

:.~ .... ~ -

10 

FIGURA 3 Electroforesis en gel .de poliacrilamida-SDS de las 

PME de tres cepas de Salmonella; Carril l marcadores de peso 

molecular: 66 KD Albúmina sérica bovina, 29 KD Anhidrasa car

bónica, 14 KD Lisoz1ma : Carriles 2,3 y 4 PME de i· typhi 9,-

12, d, Vi¡ Carriles 5,6,7 y B PME de i· tyohi Ty2: Carriles 9 

y 10 Pr-E de i· typhimurium. 
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·~,- DETERMINACION DE LA DL50 

La DL 50 para cada una de las cepas estudiadas se muestran en el cuadro VI. 

CUADR0:2I 

DLso EN 

DIFERENTES 

CEPA 

RATONES 

CEPAS DE 

s. tJp!ll 9. 12. d. VI MACHO 

S.typhl T y 2 MACHO 

MACHO 

NIH PARA 
SALMONELL~ 

DLsoº 

150 X 10" BACT./ mi. 

40 X 10" BACT ./mi. 

160 10:> BACT. /mi. 

S. typhimurhrm. HEMBRA l.& X 10 2 BACT./ mi. 

a DL.eo = DOSIS LETAL AL 50 •/. 

L.A MORTALIDAD DE LOS RATONES SE REGISTRO A LOS TRES DIAS • 
EXCEPTO EN LOS EXPERIMENTOS CON S.typhlmurlum. DONDE LA PRUEBA 

SE REGISTRO A LOS 10 DIAS LOS EXPERIMENTOS SE REALIZARON POR 

TRIPLICADO, VERIFICANDO CUENTA VIABLE EN PLACAS DE AGAR NU
TRIENTE. 
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4.- DETERMINACIDN DE LA ACTIVIDAD PROTECTORA DE LAS PME DE~· typhi 9.12,d,Vi 

En el cuadro VII, se observa que inmunizaciones en el ratón de 1.25ug. 2.5 

u9 y 5 .O ug de PME de S. typhi 9, 12, d, Vi ; confirieron una protección del 

100 % al reto de 100 veces la DL 50 de la cepa homóloga, mientras que cuando 

los ratones fueron inmunizados con dósis mayores de 10 ug de PME, estos sopor

taron retos de ha!.ta 500 DL 50 de la misma cepa registrándose un 100,; de sobr~ 

vivencia. 

Estas mismas proteínas confirieron una protección semejante cuando el reto 

se realizó con~· typhi Ty2, concentraciones de ha!.ta 5.0 ug fueron capaces de 

inducir una protección al ratón clel 100%, cuando se retaron con 100 DL 50 • Con 

la administración de concentraciones mayores de 10 ug se observó una sobrevi

vencia ent!"2 el 90~ y el 100 % al reto de hasta 1000 veces la DL 50 de ~· ~ 

hl Cuadro VIII ) . 

Por otro lado en ratones inmunizados con concentraciones menores de 5 ug -

de PME y retados con 20 DL 50 de~· typhimurium, se observó una sobrevivencia -

del 70%, concentraciones mayores de 10 ug confirieron una sobrevi vencía del 30\\ 

cuando se retaron con 500 DL50 de ~· typhimurium, cuadro IX. 

En las figuras 4 y 5 se observ~ el porcentaje de sobrevivencia de los rat.Q_ 

nes NIH inmunizados con la dósis mínima ( 1.25 Ug ) y máxima ( 30 Ug ) de PME, 

al reto con 20 y 500 veces la DL 50 de las tres cepas de Salmonella trabajadas. 

La cantidad de LPS presente como contaminante en 30 ug. de PME de~-~ 

9, 12, d, Vi; confirió al ratón una protección del 40% al reto con la cepa h.Q. 

móloga, esta protección desapareció cuando el reto fué con S. tvphi Ty2 

S. typhimurium (figura 6 ). 
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CUADRO JZI[. 

ROTECC!ON ACTIVA : SOBREVIVENCIA DE RATONES 
IH INMUNIZADOS CON PME DE S. typhi 9.12 .d. Vi 

Y RETADOS ,..,...=.. 
vV111 S. t y phi v. i2. d • Vi 

CONCENT. NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50 •/. 1 DL!lot. 

PME ug 20 OL.110 50 DL110 

1.2!1 10/10+ 10/10 

Z.!I 10 /10 10/10 

!1.0 10/10 10/ IO 

10.0 9 I 9 9 I 9 

20.0 9/9 9/ 9 

30.0 8/8 81 8 

GRUPOS TESTIGOS NUMERO DE 

SIN INMUNIZAR 

TRIS - EDTA 

LPS 0.4 ug. 

LPS 1. 2 ug. 

+ SOBREVIVENCIA / TOTAL 
NO DETERMINADO 

200L50 

2 I !I 

NO 

N O 

N O 

100 DLeo 300DL110 500DL11o 

10/10 7110 l 110 

9 I 9 g I 10 9/10 

1 0/10 9 I 10 1 0110 

9/9 9/9 9/9 

9/9 9/ g 9/ g 

818 8/8 8/8 

DOSIS LETALES AL 50% IDL50) 

50 DL!lo 100 OL50 

1 I !1 O I !I 

1 I !I NO 

4 / !I 3 I !I 

4/ !I 2 I !I 

.. 

• SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE. 
• LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 DIAS 

POSTERIORES AL RETO. DURANTE EL PERIODO DE INMUNIZACION SE 
REGISTRO MORTALIDAD EN LOS RATONES POR LO QUE NO SE MANE
JARON GRUPOS HOMOGENEOS EN NUMERO. 
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CU At>RO ll.III 

ROTECClON ACTIVA : SOBREVIVENClA DE RATONES 
INMUNIZADOS CON PME DE S. typhi 9. 12. d, VI 

Y RETADOS CON S. t yphi T y 2 

· NUMERO DE DOSIS LETALES AL &O •/. l DLao 1 

20 DLao 50 DLao 100 DLao 300 OLao 500 DLao lOOODLao 
1.25 9110+ 7/10 ll/10 4 / 10 0/ 10 1/10 

2.5 7/8 71 0 5 I 8 111 0 111 a 01 8 

5.0 8/8 8/8 0/8 5 I 8 :!> I O 41 0 

10.0 8/8 8/ 8 0 1a 10 I 10 10 /10 10110 

20.0 Q.: 9 9/ 9 919 10110 1 0/10 9/ 10 

llO.O 7/7 7/ 7 7/7 1O1 10 9/ 10 O/ 9 

TESTIGOS NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50 % lDL50) 

20 OL50 50 OL50 100 OL50 300 DL50 

SIN INMUNIZAR o/ 10 0/8 0/8 Noª 

INMUNIZADOS CON : 

'TRIS - EDTA o I' 10 O I 8 O I 8 NO 

t..P~ 0.4 ug. NO 0/8 O I 5 0/5 

LPS 1. 2 ug. N D 1 1 5 O I 5 1/5 

+ SOBREVIVENCIA/ TOTJl\L 
a NO DETERMINADO. 

• SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE .. 

• LOS RESULTADOS DE SOSREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 01AS 
POSTERIORES AL RETO. DURANTE EL PERIOOO OE INMUNIZACION SE REGISTRO 
MORTALIDAD EN LOS RATONES POR LO QUE NO SE MANEJARON GRUPOS 

HOMOGENEOS EN NUMERO. 
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CUADRO IK. 

ROTECCION ACTIVA: SOBREVIVENCIA DE RATONES 
IH INMUNIZADOS CON PME DE Styphi 9. 12. d • Vi 

Y RETADOS CON S. t yphimurium. 

CONCENT. NUMERO DE DOSIS LETALES AL 50º/• l Dl..50) 

PME ug. 20DL110 100 DL50 !500 DL50 IOOODLlll' 

1. 25 7 ¡ 10+ 3 I 10 O I 10 I / 10 

2.11 3 / 1 o e I 10 I I 10 2 I 10 

5.0 3 / 10 1 I 10 1 I ll 2 / 10 

10. o 7 / 10 4 / 10 3 I 10 2 I 10 

20.0 6 I 8 2 I ll 3 I ll 1 I 9 

30. o 4 / 7 2 I g 
1 

2 I 7 3 / 7 

GRUPOS TESTIGOS NUMERO DE DOSIS LETALES AL!50"/olOL50l 

20DLso 100 DLso !500DL110 

SIN INMUNIZAR O I 5 o I 5 NOª 

TRIS- EDTA NO O I 5 0/5 

L PS 0.4 ug. O / 5 1 I 5 1 / 5 

LPS 1.2 ug 1 / 4 O I 4 0/5 

+ SOBREVIVENCIA TOTAL 

a NO DETERMINADO 

o SE VERIFICO VIABILIDAD EN PLACAS DE AGAR NUTRIENTE 
• LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON A LOS 10 DIAS 

POSTERIORES AL RETO DURANTE EL PERIODO DE INMUNIZACION SE 

REGISTRO MORTALIDAD EN LOS RATON~ POR LO OUE NO SE MANEJA
RON GRUPOS HOMOGENEOS EN NUMERO 
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5.- TITULACION DEL SUERO DE CONEJO ANTI-PME DE~ typhi 9, 12, d, Vi POR EL 

METODO DE ELISA. 

En la figura 7 se muestran las curvas de titulación de : Suero de conejo -

no inmune, suero de conejo anti-PME y suero de conejo anti-PME ~bsorvido a en 

equivalencia con PME, como se puede observar la dilución 1:400 de suero inm.!! 

ne presentE una absorl>ancia mayor de 1.0, mientras que.el suero preimnune y -

el suero inmune absorbido, no alcanzaron en ninguna de las diluciones emplea -

das esa positividad. 

ªAbsorción del suero de conejo anti-PME de~· typhi 9, 12, d, Vi. 

El suero de conejo anti-PME de ~- typhi 9, 12, d, Vi se absorbió con 30 ug 

de PME de~· typhi 9, 12, d, Vi;para verificar la absorción de los anticuerpos 

anti-PME se realizaron ensayos de ELISA. 

6.- DETERMINACIOO DE LA ACTIV!D!ID PP.OTECTO!t'\ DEL SUERO OE CONEJO AiiTr-¡:;¡.¡E DE ~ 
typhi 9, 12, d, Vi. 

Los resultados de protección pasiva, Obtenidos en diversos eKperimentos, -

se presentan en los cuadros X, XI y XII. Se observa que el suero i.nmune anti

PME de~· typhi 9, 12, d, Vi. protege en un 100% ( sobrevivencia ), a los rat.Q. 

nes NIH; utilizando para el reto, 100 veces la DL
50 

tanto i· ~ 9, 12, d, 

Yi como i· typhi Ty2 • En cambio, el suero irunune protegió a los ratones en -

un 80%, cuando el reto fué con 100 veces la DL
50 

de ~.typhimurium. 

Al emplear un suero i~~une diluido 1:400 se observó una protección del 40% 

y 60 S, al reto con i· typhi 9, 12, d, Vi y i· typhi Ty2 respectivamente. 

La capacidad de protección del suero inmune descendió por debajo del 20% 
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cuando este se absorbió con las PME ( figura 8 ). 

En la figura 9, se observa la sobrevivencia de los ratones NIH inmunizados 

con suero inmune, comparándose la acción protectora de este suero, con un sue

ro normal de conejo. 

7.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

El suero de conejo anti-PME de~· typhi 9, 12, d, Vi reconoció con mayor -

intensidad al grupo de PME con pesos moleculares de 36 a 41 Kd tanto de la ce

pa homóloga, como de ~· typhi Ty2. Además se observa reactividad cruzada hacia 

las PME de~· typhimurium, ( figura 10 ). 
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CUADRO X 

PROTECCION PASIVA: SOBREVIVENCIA CE RATONES 
NIH INMUNIZADOS CON SUERO INMUNE ANTl-PME 
DE S. typhi 9. 12 • d. Vi . Y RETADOS CON S.typhi 

9,12.d,VI 

INMUNIZADOS NUMERO DE DOSIS LETALES 

COH: AL 50 º/• { DLGo) 

500L150 100 DL110 

SUERO INMUNE 10 / 10 + 10/ IO 

SUERO INMUNE DIL. 1'.400 N Dª 4110 

SUERO INMUNE ABSORBIDO CON 2 I 10 2 / 10 
P ME Y DIL 1:400 

SUERO NORMAL 1 I 5 O I 5 

S. S.F. O I 5 NO 

+ SC~VtV~E~TES / TOT !'.L. 

a NO - NO DETERMINADO 

o A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERO INMUNE ANTI -PME 
POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETADOS UNA HORA DESPUES SER IN
MUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

• LOS RESUL TAOOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON. DURANTE LOS 10 
DIAS POSTERIORES AL RETO • 
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CUADRO :xI. 

PROTECCION PASIVA: SOBREVIVENCIA DE RATONES 
NI H INMUNIZADOS CON SUERO INMUNE ANTI -PME 

DE S.fyphi 9.12 0 d 0 Vi 
S.typhi T y 

Y RETADOS 

INMUNIZADOS 
CON: 

SUERO INMUNE 

SUERO INMUNE DIL. 1:400 

SUERO INMUNE ABSORBIDO 
CON PME Y DIL. l.400 

SUERO NORMAL 

S.S.F. 

+ SOBREVIVIENTES / TOTAL 

a NO - NO DETERMINADO 

2. 

NUMERO DE DOSIS LETALES 
AL 50 •/• ! DLaol 

50 DLso 100 DL&o 

1 O I 10+ 10 I 10 

NOª 6 /10 

NO I / 10 

NO 1 I 5 

0/5 o/ 5 

• A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERO INMUNE ANTI - PME 

POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETADOS UNA HORA DESPUES DE SER 
INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

LOS RESULTADOS DE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON, DURANTE LOS 10 DIAS 
POSTERIORES AL RETO. 
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CUADRO.xr.t 

PROTECCIOtJ PASIVA: SOBREV1VENCIA DE RATONES 
NIH INMl.JNiZADOS CON SUERO l~~MUNE ANTl-PME 

DE S.typhi 9. 12. d .Vi. Y RETADOS 

CON S. t yphimurium. 

INMUNIZADOS NUMERO OEDOSIS LETALES 
CON: AL &O•/. e O Leo, 

60 DL ao 100 DL.ao 

suero INMUNE 1 O I 10+ 8 / 10 

SUERO INMUNE DIL. 1:400 . 1 I 10 NOª 

SUERO INMUNE ABSORBIDO CON 01 10 NO 
PME Y DIL.1:400 

SUERO NORMAL O I 5 015 

S.S. F. 01 5 NO 

+ SOBREVIVLENTES / TOTAL. 

a 

o 

NO - NO DETERMINADO 

A LOS RATONES SE LES ADMINISTRO 0.2 mi. DE SUERO INhllUNE ANTl-PME 

POR VIA INTRAVENOSA Y FUERON RETAOOS UNA HORA OESPIJES DE SER 
INMUNIZADOS POR VIA INTRAPERITONEAL. 

LOS RESULTADOS .OE SOBREVIVENCIA SE REGISTRARON, DURANTE LOS 10 

DIAS POSTERIORES AL RETO . 
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D 1 S C U S 1 O N 

El patrón de corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida, de -

las PME de las tres cepas de Sal~e.!.la estudiadas, demostró la presencia de 

un grupo de tres proteínas cuyos pesos moleculares iban de 36 a 41 Kd, otro de 

23 a 28 Kd y un último constituido por una proteína de 17 Kd. Esto fue muy si

milar a lo encontrado por Kamio para i· typhimurium sobre todo en lo que co 

rresponde a las llamadas porinas cuyos pesos moleculares van de 36 a 38 Kd 

59 ) . 

La similitud en pesos moleculares no indica que todos los determinantes a~ 

tigénicos sean iguales, pero que en sus moléculas podría haber partes comunes 

y partes específicas. 

De acuerdo a los resultados obtenidos con la inmunidad activa, se demostró 

que concentraciones de 19 ug, 20 ug y 30 ug de PME de i· typhi 9, 12, d, Vi. -

confieren una protección del 100% en el ratón, soportando retos de 500 y 1000 

veces la DL50 tanto de la cepa homóloga como de i· typhi Ty2. Sin embargo, la 

protección fue del 30% al reto con 500 DL50 de i· typhimurium. Por otro lado, 

1.25 ug de PME fue la dósis mínima que indujo protección del 100% al reto de -

20 DL 50 para la cepa homóloga 90% para S. typhi Ty2 y 70% para i· typhimurium. 

Resultados similares de protección con PME fueron descritos por l(ussi y CQ 

laboradores ( 50,51 ), quienes demostraron que las porinas de una cepa rugosa 

de Salmonella typhimurium así como un suero de conejo anti-porinas protegieron 

a ratones de la cepa Balb/c de la salmonelosis murina. 

El presente trabajo, demostró que los ratones inmuniza dos con las PME de i· 

typhi 9, 12, d, Vi. quedaron protegidos parcialmente ante el reto con i· .I.tPhi 
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murium. Estos experimentos de protección cruzada están relacionados con el h~ 

cho de que las PME de estas enterobacterias tengan determinantes antigénicos -

comunes. Los trabajos de Tokunaga ( 60 ) y Lee ( 61 ) apoyan esta hipótesis, -

ya que el estudio del pérfil peptídico de las porinas de i· typhimurium y E. -

coli, demostró que habfa secuencias de aminoácidos en común dentro de la estruf 

tura primaria de estas proteínas. 

Los experimentos de protección realizados, demostraron en el modelo murino, 

la participación de las PME de i· ~en los mecanismos de protección contra 

la infección experimental por Salmonella. Estas proteínas al igual que las PME 

de otras bacterias Gram-Negativas como Neisseria qonorrahose, Neisseria meninqi 

tidis, Haemophilus influenzae y Salmonella typhimurium inducen protección en 

animales de experimentación 47, 49, 6, 50, 51 ) . 

Killion y Morrison ( 52 ) demostraron que la administración de un complejo 

de Lfpido A - proteínas - LPS de i· typhimurium; ratones de la cepa C3H/HeJ in-

dujó una protccc:ión dc1 100% ~ un rete d2 100 v~ces 1ü. OL 50 de l\l c~pa hcmológi'.l. 

mientras que el LPS sólo protegfa en un 40%. Estos resultados concuerdan con lo 

encontrado en los experimentos de protección realizados en ratones con 1.2 ug -

de LPS de ~- ~. en los cuales hubo protección del 40% a un reto de 100 OL 50 
de la cepa homóloga, en cambio no se indujó protección por esta molécul~. cuan

do el reto fue con i· typhi Ty2 ó i· typhimurium. Estos resultados no deben de~ 

cartar la posible participación de LPS en los mecanismos de protección. 

Experimentos de inmunidad pasiva, efectuados en el modelo de ratón, demos

traron que suero inmune anti-PME de i· typhi 9, 12, d, Vi, confirió una pro

tección del 100% de sobrevivencia hacia retos de 100 veces la OL 50 de i· ~ 

murium fue del 80%. La protección pasiva desapareció cuando el suero inmune se 
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absorbió con las PME, lo que sugiere que son los anticuerpos especificas anti

PME los responsables de la protección. 

Los experimentos de inmunidad pasiva reflejan también protección efectiva 

al reto con la cepa homóloga y protección parcial al reto con~· typhimurium. 

El mecanismo de protección cruzada se podría explicar a través de los resulta

dos obtenidos en la inmunoelectrotransferencia, ya que el suero inmune de cone

jo anti-PME de~· typhi g, 12, d, Vi empleado, reconoce también las PME de ~· -

typhimurium y en especial a las que corresponden al grupo de las porinas. 

Con base a los resultados obtenidos, se sugiere la participación de las po

rinas como inmunógenos protectores, sin embargo será necesaria su purificación 

para conocer el papel que juegan en los mecanismos de ~rotección hacia la in

fección experimental con Salmonella y ser propuestos como posibles candidatos -

para la elaboración de una vacuna que permita la inmunoprofilaxis de la fiebre 

tifoidea. 

58 



e o N e L u s r o N E s 

1.- Las PME de ~· typhi 9, 12, d, Vi; S. typhi Ty2 y ~· typhimurium son simil.!!_ 

res ya que sus pesos moleculares van de 17 a 70 Kd. En éstas, se destacan un -

grupo cuyos pesos moleculares van de 36 a 41 Kd las cuales corresponden a las 

denominadas porinas. 

2.- La inmunizaci6n de ratones NIH por PHE de~· typhi 9, 12, d, Vi. induce -

protecci6n contra retos de la cepa hom6loga. Y existe protecci6n parcial cuan

do el reto es con ~- typhimurium. 

3.- El LPS de ~· ~ confiere protecci6n parcial al reto con la cepa homo16-

ga, por lo tanto no se puede descartar su posible participaci6n en los mecani~ 

mos de protecci6n. 

4.- Los experimentos de inmunidad pasiva, demostraron protección efectiva al -

reto con la cepa hom61oga y protecci6n parcial al reto con ~· typhimurium. Es

ta protecci6n cruzada aparentemente e~ta dada por los anticuerpos dirigidos -

contra. las porinas. 

5.- Las porinas probablemente son las que juegan el papel principal en los me

canismos de protecci6n contra la Salmonelosis experimental murina. 
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