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ABREVIATURAS
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INTRODUCCION

Una de las enfermedades infecciosas importantes en Mé-
xico es la Piebre Tifoidea. En la epidemia de 1972 se re-
gistr8 una tasa de mortalidad del 6.5% debido a este pade-
cimiento producido por Salmonella typhi (Borunda, 1972).

Segfin la reaccién de Gram, Salmonella typhi, Salmone-
lla typhimurium y otras enterobacterias, estin considera

das como microorganismos Gram negativos. Las salmonelas

son mbviles, con flagelos peritricos, son no csporuladas,

aerobias, se caracterizan por no fermentar la sacarosa, la

lactosa y las salicilina; son resistentes a sustancias qui

micas como el verde brillante, el desoxicolato de Na y el
tetrationato de Na.

La patogenicidad de las sal;onelas al hombre se debe a
una serie de factores tales como: la posesibén de endotoxi-
nas, su capacidad para multiplicarse intracelularmente y a
su capacidad invasiva, adem8s Ge poseer una complicada es-
tructura antigénica que comprende:

a) Antfgenos flagelares, llamados antfgenos "H". Son
antfgenos de naturaleza protéica que pucden ser inactivados
por calentamiento a m&s de 60° C, por alc6bhol y por &cidos.
Son aglutinados por anticuerpos IgG fundamentalmente.

b) Antigenos som&ticos, llamados antfgcnos “O". Conside
rados endotoxinas. Se localizan en el soma bacteriano. Son
lipopolisac&ridos resistentes al calentamiento prolongado a
100° C, al alc6hol y a los &cidos dilufdos. Los anticuerpos

para antfgeno "O" son principalmente IgM.



c) Antigeno Vi. Se presentan en la parte mis esférica del
soma bacteriano. Son polisac8ridos. Se destruye por calenta-

miento a 60°C durante una hora y por fenol y &cidos (Jawetz y
cols., 1973).

En la fiebre tifoidea, una vez que son ingeridas las bac-
terias, llegan al intestino delgado, ingresando desde aqui a
los vasos linf&ticos intersticfales, invaden inicialmente 6rga-
nos como el bazo e hfgado, de donde se diseminan extensivamen-
te al resto del organismo (Mackaness y cols., 1966).

Afortunadamente, la fiebre tifoidea producida en humanos
por S. typhi, tiene un paralelo muy cercano en la fiebre tifoi
dea murina, producida por S. typhimurium. Esto proporciona un
modelo cuyas apro&imaciones experimentales, si bien son v&li-
das, a veces proporcionan estimaciones dr&sticas, en el estu-
dio de la proteccibén inducida por diferentes tipos de vacunas,
esto es, pasan por alto grados de infeccibn considerados como
subclfnicos y que en humanos pueden ser muy importantes
(Collins y cols., 1966). De cualquier manera, es la proteccibn

elevada la meta en el uso de cualquier inmunégeno y para &sto,
las aproximaciones son de buena utilidad.

Blanden, Mackaness y Collins (1966): Collins, Mackaness y
Blanden (1966); Mackaness, Blanden y Collins (1966), hicieron
estudios sobre la dinfmica de la infeccibn crperimental y de
las diferencias de esta din&mica cuando los ratones eran prote
gidos con vacunas elaboradas con bacterias muertas, o bien con

vacunas hechas con bacterias vivas pero atenuadas en su viru-
lencia.

Blanden, Mackaness y Collins (1966); Collins, Mackancss y
Blanden (1966); Mackancss, Blanden y Collins (1966) y

Germanier (1977), mostraron experimentalmente que las vacunas



hechas con bacterias muertas por calor, etanol o acetona,
eran capaces de inducir una respuesta inmune especifica a tra
vés de la formacibén de anticuerpos; la proteccién que propor-
cionaban era deficiente, a diferencia de las vacunas de bacte
rias vivas de virulencia atenuada que indujeron una mayor pro
teccibn,debido a que no s6lo desencadenaron la produccibn de
anticuerpos, sino también la inmunidad mediada por células.

Youmans y Youmans, (1974a), reportaron haber encontrado
una fraccibn de Mycobacterium tuberculosis a través del ronpi-
miento de la bacteria con altas presiones y de subsecuentes
procesos de separacibn por centrifugacibn diferencial. Tal pre
paracibn result6 ser inmunogénica para el ratén, por lo que

iniciaron una caracterizacifn exhaustiva del inmunbégeno en los
siguientes anos, la que habrfa de incluir los aspectos fisico-
quimicos e inmunogénicos primordialmente.

Se inici6 asf una serie de investigaciones intensas acer-
ca de preparaciones ribosomales obtenidas de diversos microor-

ganismos pat6genos, introduciéndose una idea innovadora en el
campo de la Inmunologfa.

Algunos ejemplos de trabajos realizados con Fracciones Ri
bosomales (F.

R.), se encuentran en los trabajos de:

Youmans y Youmans (1974a; 1964b; 1965; 1966; 1970) y
Shepard y Youmans (1977), quicnes reportaron diversos resulta-
aos sobre la Fraccién Ribosomal de Mycobacterium tuberculosis.

Jensen, Pitkin y Actor (1972), Pitkin y Actor (1972),
Guentzel y Berry (1974), Agarwall y Sundararaj (1976), trabaja
ron con preparaciones ribosomales de Vibrio cholerae.
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Thompson y Snyder en 1971, publicaron los resultados

obtenidos usando la Fracci6n Ribosomal de Diplococcus pneu-
moniae.

Shalla y Johnson en 1975 obtuvieron datos sobre la in-
munogenicidad de ribosomas de Streptococcus pyogenes, mien-
tras que Swendensen y Johnson, en 1976 1o hicieron sobre 1la
F. R. de Streptococcus pneumoniae.

Molinari y Cabrera en 1974 y Molinari y cols. en 1975,
indujeron inmunidad con fracciones ribosomales de Salmonec-
lla typhi.

Con Salmonella tyohimurium se han llevado a cabo nume-
rosas investigaciones enfocadas fundamentalmente a esclarec-

cer tres aspectos: a) Naturaleza de los componentes inmuno-
génicos de las P. R.

b) Identificacibn de los tipos de in-
munidad que estos componentes inducen. c¢) Posibilidades de
las F. R. de ser utilizadas en la Inmunoprofilaxis.

A continuacién se amplfa y especifica lo que de estos
tres puntos se conoce con F. R. de S. typhimurium.

Inicialmente Venneman y Bigley en 1969 y Berry y Venne
man en 1972, reportan que un ARN ribosomal wurificado a par
tir de una preparacién cruda de ribosomas, era la entidad
responsable de la inmunidad inducida, afirmando que tal RNA

no contenfa protefnas, 1fpidos ni carbohidratos como conta-
minantes.

Johnson en 1973 y Misfeldt y Johnson en 1977, encontra
ron que la fraccién proteica era inmunogénica, pues sélo ob
tuvieron proteccién con ratones inmunizados con protefnas
ribosomales. Adem&s la inmunidad que &stas inducfan era es-



pecifica, pues no se inducfa proteccibén al desaffo heterSlo-

go realizado con Salmonella enteritidis y Salmonella cholerae
-suis.

Mientras que en las fracciones de ARN extraido de los
ribosomas con fenol o guanidina, no se obtenfa inmunidad de
ningGn tipo. Misfeldt y Johnson en 1978, mostraron que la
fraccibn proteica inducfa inmunidad en tres cepas puras de
ratones y la fraccibén de ARN solo induclia en dos de ellas una
respuesta inespecifica y temporal que durb solo 15 dfas. Con
este trabajo se evidenci§ que el tipo de cepa de rat6n usado
por Venneman, no fue apropiado para estudiar el papel inmuno-
16gico de los componentes de la Fraccibn Ribosomal. Smith y
Bigley en 1972 ya habfan reportado que una fraccibn rica en
proteinas era mis inmunogénica que una fraccién rica en ARN,

pero que la primera tenfa m8s actividad inmunogénica si conte
nfa m8s de un 10% de ARN.

Hoops, Prather, Berry y Ravel en 1976 encontraron que el
antfgeno "O" estaba presente en la Fraccién Ribosomal. Los
experimentos que indujeron a esta aseveracibén fueron aquellos
cn donde ribosomas y endotoxina empleados como inmunbgenos,
fueron capaces de inducir tolerancia al desafio con endotoxi-
na, con lo que prob6 que el antfgeno "O" estaba como contami-
nante, posibilidad que fue también puesta en evidencia por la
inmunizacibn de ratones con ribosomas lavados con altas con-
centraciones de sales, los cuales carccfan de poder inmunizan
te aunque cran funcionalmente activos en la sintesis de prote
fnas in vitro, Los cxperimentos de Eisenstein en 1975 dieron
apoyo adicional a la presencia de antigeno "O" en las prepara-
ciones ribosomales. En este trabajo se usaron copas mutantes
de S. enteriditis obtenidas por transduccifn, las cuales eran
mutantes en la regién del cromosoma que codifica para los an-
tfgenos "O", 4, 9 y 12. Estas cepas, de morfologfa rugosa,

proporcionaron fracciones ribosomales que no fueron capaces
de inducir inmunidad.
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Acerca de los tipos de inmunidad inducidos por las pre
paraciones ribosomales, se sabe lo siguiente: los dos tipos
de inmunidad conocidos, celular y humoral, son tambiefi indu
cidos por las F. R., aunque no se han identificado con pre-

cisibn los componentes fundamentales que est&n involucrados
en la inmunidad.

Johnson en 1973, encontr6 que la inmunogenicidad que
ya habfa reportado para

raleza especifica y que
transferida pasivamente
Sin embargo, cuando las
natural o sintético, la

protefnas de la F. R., era de natu-
la inmunidad inducida podrfa ser

a través de células peritoneales.
protefnas eran coadyuvadas con ARN
respuesta se vclvia inespecifica.

Venneman y Berry en 1971 y Smith y Bigley en 1972, rea
lizaron trabajos acerca de los mecanismos involucrados en
la proteccién inducida por F. R.. Los primeros establecie-
ron que en los mecanismos de inmunidad para los ribosomas
fntegros estaban implicados tanto células peritoncales como
fuero, pero para el ARN s6lo células peritoneales. Las evi-
dencias que precsentaron Smith y Bigley fueron con base en
la correlacién centre la inmunidad celular y el fenfmeno de
hipersensibilidad celular. Ellos ecncontraron que las frac-
ciones de ARN cxtrafdas de los ribosomas eran capaces de in
ducir las tres manifecstaciones de la hipersensibilidad celuy
lar: respuesta positiva a la prucba en los cojinctes planta
res de gato, captacibn de timidina tritiada por células de
n6dulo linf&tico, e inhibici6én de la migracifn de macrofa-
gos por células’'del bazo. No obstante, encontraron gque en-
tre m&s protefna estaba presente en las preparaciones de

ARN, m&s clara y mayor era la expresién de inmunidad celu-
Lar.



La superioridad inmunogénica de la F. R. de S. typhimu-
rium sobre la de las vacunas producidas con bacterias vivas
atenuadas o muertas, hace pensar en la conveniencia de utili-
zar F. R. como inmun6genos en la prevencifn de la fiebre ti-
foidea. Molinari y Larralde en 1974, publicaron un trabajo muy
completo que ilustraba la ventajas de las F. R. de S. typhimu-
rium como inmun6genos, por ejemplo: duracibn de al menos tres
meses del estado inmune, sobrevivencia del 95% en ratones desa
fiados con dosis tan altas como 100 DL;, del microorganismo vi
rulento y estabilidad de la potencia de la preparacién riboso-
mal liofilizada y mantenida a 4°C durante tres meses. Molinari,
Flisser y Cabrera en 1975 hicieron un estudio de la tolerancia
en humanos con la F. R. de S. typhi observando la ausencia de
efectos indeseables, a excepcifn de un proceso inflamatorio in
doloro de 3.8 cm de difmetro en el sitio de inoculacién.

En todos los estudios mencionados la vfa de desaffo em-
plecada fue la parenteral. Se ha objetado a los estudios experi
mentales sobre inmunidad a fiebre tifoidea, la infeccibn de re

to por ésta vfa, ya gque no es la ruta natural de infeccibn en
fiebre tifoidea.

Por lo tanto, el propSsito del presente trabajo, fue estu
diar si las fracciones ribosomales obtenidas de Salmonella ty-

€ste animal inmunidad capaz de protegerlo contra el desaffo
del microorganismo virulento inoculado por via oral.

En experimentos previos Molinari y Larralde, (1975); Moli
nari y Cabrera, (1974); Molinari, Flisser y Cabrera (1975), ya
habfan observado la proteccibn inducida cuando el desaffo se
llevaba a cabo por vfa intraperitoneal en animales inmunizados

por via subcut8nea. Estos resultados eran una evidencia s6lida



en favor de una inmunidad sistémica y parecfa intrascenden
te la via del reto para comprobar el estado inmunitario de
los animales inmunizados con F. R.. S}n embargo, la respu-

esta debfa ser experimental. Esto es 1o que a continuacién
se presenta.



MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA FRACCION RIBOSOMAL.

Se inocularon 10 litros de caldo soya tripticasa con S.
typhimurium str® crecida durante la noche. Se incub6 a 37°C

durante 5 hs. al cabo de las cuales se centrifugb a

36,000 x g/15 min en una centrffuga Servall Hod. RC-2B re-
frigerada a 4°C. El sedimento se resuspendié er. amortigua-
dor de fosfatos 10 mM a pH 7.2, conteniendo MgCl2 30 mM y
Sacarosa 440 mM. Esta suspensibn bacteriana se proces6$ en
un fraccionador de células Ribi a una presién de 15,000 psi
y luego se centrifugé a 36,000 x g/20 min. El sobrenadante
se centrifugé a 40,000 x g/20 min en una Ultracentrffuga
Beckman Mod. L5-65. El1 sobrenadante se centrifugd a

144,000 x g/3 hs. El sedimento se resuspendi6 cuidadosamen-
te en amortiquador de fosfatos de Na 10 mM pH 7.2; se ana-
di6é una solucién de Lauryl sulfato Na al 0.5% volumen a volu-
men. Se agité suavemente durante una hora a temperatura am-
bicnte y se dej6 en refrigeracibn a 4°C durante 12 hs.

Posteriormente, se centrifugé a 46,000 x g/10 min, el
sobrcnadante se centrifug6 a 144,000 x g/3 hs y el sedimen-
to se resuspendib en solucibén amortiguadora. El material se
filtr6 a través de membranas miliporo de 0.45 ywn esteriliza
das previamente. Del filtrado se tomaron
a) Estudiar su espectro de absorcibn por
b) Anflisis por microscopfa electrdnica.
centraciones de ARN por estimacién de su

alfcuotas para:
espectrofotometrfa.
c) Determinar con-
Absorbancia a

260 nm (1 UD0260= 50 ug de ARN). Se us6 un espectrofotbme-

tro Zeiss Mod. PMQ II. El resto del filtrado se envas$, lio-
£i1i26 y almacen§ a 4°C hasta su uso.
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ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Se siguié la técnica de tincién negativa segfin Brenner
y Horne, (1959 y Valentine, (1959. La preparacién de ribosomas
se diluy6 con agua hasta obtener una densidad 8ptica de 0.1.
De esta dilucibn se transfirié una gota con pipeta Pasteur a
una rejilla de cobre de 300 mesh, recubierta con pelicula de
carbbn de 60 nm. Se dej6 por 90 seoc. y el exceso se eliminé
con un papel filtro. Se permitif el secado al aire por 15 seg.
y se cubrif con una gota de &cido fosfotfinostico al 2% en
agua. Se elimin6 el exceso de &cido y se esperaron 2 min para
permitir el secado al aire. Se observ6 en un microscopio elec

trénico JEOL Mod. 100 V operado a 60 KU, obteniéndose los re-
gistros fotogr&ficos necesarios.

PRUEBAS DE ESTERILIDAD

Se resuspendif el material de 5 viales de F. R. liofiza-
da en 0.5 ml. de solucibn salina estéril 0.15 M, de donde se
tomaron alfcuotas de 0.1 ml con las que se¢ inocularon los si-
guientes medios: gelosa sangre, eosina-azul metileno y tiogli
colato. Los medios se incubaron a 37°C durante 24 hs. al fi-
nal de las cuales se inspeccionaron para verificar la ausencia
de contaminaci6n bacteriana en la Fraccifén Ribosomal.

.

INMUNIZACIONES

Se inmunizaron ratones blancos de ambos scxos con un peso
de 21t 1 g con Fraccién Ribosomal resuspendida en solucién sa-
lina. Las dosis administradas se estimaron con base en su con-
tenido de ARN, las cuales fueron: 0.13 ug, 1.3 ug y 130 ug en
volfimenes de 0.1 ml. Se inmunizaron grupos controles de rato-

nes por via subcutSneca. Siete dfas después se realiz6 una inmu
nizacibn de refuerzo.



11
TITULACION DE ANTICUERPOS.

Se inmunizaron 36 ratones por vfa subcutfnea con 130 ug
de Fraccién Ribosomal en dos ocasiones, con siete dfas de dife-
rencia. Seis ratones se sangraron cada 48 hs por puncién intra
cardiaca, sus sangres se mezclaron y se mantuvieron a 4°C, des
pués se centrifugaron a 2,000 x g/20 min para separar el suero.

El tftulo de anticuerpos se efectu$ siguiendo la técnica de
Bass y Watkins (Batson, 1956).

CEPAS DE Salronella typhimurium srts Yy Salmonella typhimu-
rium strr.

La cepa de S. typhimurium str fue un obsequio del Dr.
Leoncio Filloy del Hospital Infantil de la Cd. de México. A

partir de esta cepa se obtuvo la cepa resistente a la estrep-
tomicirna mediante el siguiente procedimiento:

Se inocularon tubos de ensaye de 17 cm x 1.5 cm conte-

niendo 5 ml de caldo de soya tripticasa y sulfato de estrepto-
micina a una concentracibn de 1 mg/ml e medio, con S. typhimu
rium sensible al antibi6tico. Los medios se incubaron a 37°C ~
por 24 hs. Las bacterias crecidas en la presencia de cstrepto-

micina se seleccionaron como cepas rcsistentes a cste antibi6-
tico.

PRESERVACION DE LA VIRULENCIA DE LA CEPA RESISTENTE A ES-
TREPTOMICINA.

Los desaffos con Salmonella typhimurium strr se efectua-
ron con la cepa previamente pasada por ratén, para asegurar ni
veles adecuados de virulencia que hubieran podido ser decremen

tados entre uno v otro paso de resiembra. El procedimiento de
paso por ratén fue el siguiente.
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Se administré a cada ratén 50 ug de estreptomicina resus
pendida en 100 ul mediante una c&nula introducida hasta el
estémago. Veinticuatro horas después se inocularon por la mis
ma vfa 6.1 x 10° UFC de Salmonella typhimurium str®. Se sacri
ficaron los ratones 15 dfas después y en condiciones de asep-
sia se extrajo el bazo , el cual se triturd en mortero de don
de se tom8 material para inocular medio de cultivo a partir
del cual a las 24 hs se tomé una alfcuota para comprobar la
resistencia de la cepa a la estreptomicina.

TITULACION DE LA VIRULENCIA.

Grupos de ratones de ambos sexos con peso de 21 g + 1 g
se inocularon por via intraperitoneal con dosis diversas de
S. typhimurium str® proveniente de un cultivo en fase logarit
mica. Se registraron diariamente las muertes durante 14 dfas.

Se determiné la DL50 seqgfin el Método de Reed y Muench (Batson,
1956) .

PRUEBAS DE INMUNIDAD.

Para obtener una poblacifn bacteriana adecuada para la
infeccibn experimental, se cultiv6é S. typhimurium str’ en cal
do de soya tripticasa hasta que el cultivo alcanz6 una absor-
bancia de 1.5 U.D.O. a 550 nm correspondiente a un punto en
la fase logarftmica del crecimiento bacteriano. Las células
bacterianas se obtuvieron con centrifuqacién a 8,000 x g/15
min y las bacterias sedimentadas sc rcsuspendieron en una so-
tucibn de Na Cl 0.85% en el volumen requerido para ajustar el
nGmero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) deseadas para
el desaffo en cada experimento. Con esta suspensifén bacteria-
na se inocul$ por via oral 0.1 ml a través de una c&nula.
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RESULTADOS

Esta inoculacifn se realizé un dfa después de la admi-
nistraciébn de 50 ug de estreptomicina por ratén y una sema-
na después de la sequnda dosis de inmunizacifn. La estrepto-
micina se administr8 con el objeto de aumentar la sensibili-
dad a la infeccibn de los sujetos experimentales.

Simultdneamente a la administraci6n oral de la suspen-
sién bacteriana, se tom6 una alfcuota de la que se partib
para hacer diluciones progesivas en solucibén salina y de

aquf se tomaron pequefias muestras gue se llevaron a tubos

con agar suave mantenido a 55°C vy cuyos contenidos se va-

ciaron a cajas con agar. Se dejaron solificar y luego se
incubaron durante la noche a 37°C. Al dfa siguiente se contd

el nGmero de UFC por caja por dilucibn y se calculd la dosis
de reto administrada por ratén.

Para diferentes experimentos las dosis de desaffo as{
verificadas fueron: 4.1 x 109, 5.5 x 109 y 7.2 x 109 UFC.

Una vez hecho el desaffo, se contabilizaron las muestras
diariamente durante 14 dfas vara evaluar el arado de inmunidad
adquirido scgGn las diferentcs dosis de imnunfigeno y las dife-
rentes dosis de recto, expresindese la sobrevivencia en procen-
tajes y cifras absolutas. El nivel de significancia estadfsti-
ca de la proteccibn se determind por la prucha de xz modifica-
da por Yates (Spiegel, 1970).

También se determiné el Tiempo Letal 50° as{ como la dosis

efectiva 50° segfin el M&todo de Miller y Tainter (Batson,
1956) .
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Los resultados que exponemos en este trabajo muestran am
pliamente la capacidad inmunol6gica de la F. R. empleada al
proteger a los animales desafiados oralmente contra altas do-

sis infectivas, registr8ndose incluso porcentajes del 100% de
sobrevida.

Determinacibn de la DLSO. La DL50 para Salmonella typhi-

murium str® resulté ser de 14 x 10° UFC por via intraperito-
neal.

En la tabla 1 estén representados los resultados del expe
rimento en el que los ratones se desafiaron con 5.5 x 109 UFC
de S. typhimurium str’. Es evidente que el porcentaje de so-
brevida se ve incrementado al md&ximo con la dosis mds alta de
vacunacibén. Sin embargo ain con la dosis mSs peguefia de F. R.

se tiene una difcrencia de sobrevida del 37% con respecto a
la del grupo control.

Por otro lado, el tiempo en el que se muere el 50% de
los animales no inmunizados fue muy corto, lo que puede apre-
ciarse en la Tabla 1, en comparacién con el grupo inmunizado
que no alcanzd el 50% de mortalidad post-decsaffo.

Paira apreciar la evolucibn de la proteccibn a través de

los 14 dfas de observacién, los resultados se emplearon para

construir una gr&fica que sec wucstra en la Fig. 1, en la que
desde el primer dfa posterior al desaffo pucde encontrarse
una proteccibn 8ptima con la dosis de 130 ug de ARN. Esta pro
teccibén disminuye en funcién de la dosis de inmunbgeno, obser
véndose que ni ain en la dosis m8s baja de inmun6geno, la mor
talidad alcanz6 el 50%. Es interesante que a partir del quin-
to dfa los niveles de inmunidad que se observan permanecen ca
si constantes durante el resto del tiempo de observacibn.
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TABLA 1

Porciento de Sobrevivencia en ratones vacunados por v{a subcu
t&nea con 2 dosis de fraccién ribosomal de Salmonella typhimu-
rium str® y desafiados por via oral con 5.5 x 109. UFC de Sall

monella tybhimu:ium str’; siete dfas después de la 2a. inmuni=
zacién.

Dosis de No. de sobrevivientes Porciento de Tiempo Letal

FR en sobre total sobrevida al 50% en
ug de ARN dfas
0.13 6/11 55 14
1.3 3/4 75 14
130 5/5 1002 14
controles
sin 2/11 18 4.5

inmunizar

LS | DLSO de S. typhimurium strr, resultd ser de 7 x 104 via ip.

a.- P> 0.01 Significancia de animales no inmunizados.



16

100

': 2 dosis vocuna ridbosomal DOS!S
o] -
3 desafio 3.3 3 lo’urc control
<
-
«
o
z
w S0
e e aman o A3 me
o
-
z
w
- 5 —5-§ —0——0--—0 - —0—0—0—0—0——0—20 | 3¢
[t}
«
[~
a

o .A_ N A A n_ 0 n n_n_a 130 Oug

] 7 14
[} { [] .

Fig.

1.- Proteccibn inducida con diferentes dosis de vacuna

ribosomal obtenida de S. typhimurium, inoculada por via sub
cuténca; contra el desaffo oral de 5.5 x 109 UFC de S. ty-
phimurium.
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La dosis efectiva al 508 en este ensayo, calculada por el

método de Miller-Tainter (Batson, 1956) resultf ser de

0.1085 ug. Los resultados se graficaron en la Fig. 2.

En un segundo experimento se desafiaron ratones inmuniza-
dos con F. R. usando una dosis de reto mayor que

la emplea-
da en el experimento anterior. Los resultados

est&n consig-
nados en la Tabla 2 y en la Fig. 3. En donde puede observar-

se que la dosis de reto super§ la inmunidad inducida por la
F. R.

Aunque al final de este experimento, los procentajes de
sobrevida de los animales inmunizados no son significativos,
se encuentra una notable diferencia en la dinSdmica de sobre-
vida, fundamentalmente entre las dosis de 1.3 y 130 ug y el
grupo control, ya que el 50% de mortalidad se alcanz§ abrup-
tamente en menos de 24 hs en el grupo control; mientras que
en los ratones inmunizados con las dosis mencionadas, el 50%
de mortalidad se alcanza gradualmente hasta los dfas 9 y 11
respectivamente, como se muestra en la Fig. 3.

Cuando se desafif a los ratones con una dosis infectiva
menor que las dos anteriores, =e obtuvieron, como cabfa c3pe
rar dados los grados de inmunidad con dosis mayores, resulta
dos que pusieron en cvidencia mayores nivelen de inmunidad,

Esto pucde apreciarse en la Tabla 3, donde la dosis mis baja
de F. R.

indujo una inmunidad de sobrevida clcvada del 67¢.=

Con las dosis de 1.3 y 130 ug de ARN, se tiene un porcentaje
de gobrevida del 92 y 100% recspectivamente.

Los resultados se compararon mediante un histograma (FPig.
4) . Es evidente que una mayor proteccién inducida por la P.
R. se encuentra con in8culos bajos de desaffo, mientras que
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TABLA 2

Porciento de sobrevivencia en ratones vacunados por vfa sub-
cutfnea con 2 dosis de fraccifén ribosomal de Salmonella ty-
phimurium stx® y desafiados por vfa oral con 7.2 x 10§ UFC

de Salmonella typhimurium str’, siete dfas después de la 2a.’

inmunizacién.
vosis de No. de sobrevivientes Porciento de Tiempo Letal
F Ren sobre total sobrevida al S08 en
ug de ARN dfas
0.13 2/10 20 1.7
1.3 3/11 27 8.25
130.0 4/12 33 10.45
controles
sin a/13 15 0.8

inmunizar
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Fig. 3.- Proteccibn inducida con diferentes dosis de vacuna
ribosomal obtenida de S. typhimurium, inoculada por vfa sub
cutdneca; contra el desaffo oral de 7.2 x 10? uFC de S. ty-
phimurium.
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TABLA 3

Porciento de Sobrevivencia en ratones vacunados por via sub

cuténea con 2 dosis de fraccifén ribosomal de Salmonella ty-
Tt

phimurium str® y desafiados por vfa oral con 4.1 x 10 UFC

de Salmonella typhimurium str’ siete dfas después de la 2a.
inmunizacién.

Dosis de No. de sobrevivientes Porciento de Tiempo Letal

F Ren sobre total sobrevida al 50% en
ug de ARN dfas.
0.13 4/6 67 16
1.3 12/13 92 16
130.0 6.6 100 16
controles
sin 5/11 45 16

inmunizar
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cuando se tiene un alto fndice de infeccibn s6lo la dosis
de 130 ug es capaz de proteger significativamente.

Se determinaron los niveles de anticuerpos circulantes
en ratones inmunizados con dos dosis de 130 ug de ARN en la
F. R.. Los resultados que se muestran en la Fig. 5, indican
que hasta dos dias posteriores a la primera inmunizacién
aparecen anticuerpos cuyos niveles aumentan después de la
secunda inmunizacién, de una manera notable. Ambos patrones

son las clfsicas respuestas primaria y secundaria de produc
cién de anticuerpos.

Por microscopfa electrbnica, Fia. 6, pudo verse gue los
ribosomas no eran los componentes finicos de la F. R., pués
también se encontraron estructuras gue pudieran ser restos
de membranas o fragmentos de flagelos.

Cuando se hizo un espectro de absorci6n de la F. R., se
registrd un mé&ximo de absorcién a 260 nm la que corresponde
a la presencia de 8cidos nucléicos (Fig. 7).
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dosis de Fraccién Ribosomal de S. typhimurium Y desa-
fiados con diferentes dosis de S. typhimurium por via
oral.
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DISCUSION

La hip6tesis de la que se parti6 ha sido contrasta-
da y probada. La teorizacién de que las fracciones riboso-
males obtenidas de Salmonella typhimurium deben inducir en
ratén un buen nivel de inmunidad contra el desaffo del mi-
croorganismo virulento por cualquier via de administracién,
ha sido explorada. En la literatura se encuentra que las
usuales vias de reto en animales inmunizados con F. R. o
subfracciones ribosomales, han sido la intraperitoneal y la
endovenosa (Venneman y Bigley, 1969; Venneman y Berry,
1971; Johnson, 1973; Hoops y cols., 1976), con excelentes
resultados. Sin embargo, tales vias se han objetado, en fun
cién de que en la Fiebre Tifoidea humana, murina, aviaria,

etc., la via de ingreso del pardsito al huésped es la via
oral.

Los resultados que se presentan en este trabajo son
altamente satisfactorios, pues muestran que los animales in
munizados con las fracciones ribosomales de S. typhimurium
inoculadas por vfa subcut&nea, fueron protegidos contra el
desaffo del microorganismo virulento inoculado por vfa oral.
También muestran que la inmuni‘dad fue dependiente de la do-
sis inmunizante y de la dosis de reto, como se observa en

la Fig. 5. El hallazgo de una respuesta primaria y secunda

ria ti{picas en cuanto a produccién de anticuerpos, se puede
correlacionar con el nivel de proteccibén inducida por las
F. R.. No se explor§ la presencia de inmunidad celular gue
ha sido reportada por otros autores (Venneman y Berry,
1971; Smith y Bigley, 1972).

El hecho de que las F. R. liofilizadas y almacena-
das durante 90 dfas a 4°C hayan mantenido su potencia inmu-
nogénica, igual que las F. R. frescas, es un resultado im-
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portante en cuanto a la produccibn para su uso en seres hu-
manos en un futuro.

Uno de los criterios que deben tomarse en cuenta con
productos biol&gicos disefiados para uso humano, es el de
inocuidad de estos productos, en este sentido la dosis de

F. R. que protegi6 al 50% de los animales probados (DBSO)
fué del orden de 0.1085 ug.

Si esta DE50 se correlaciona con las dosis miximas de

inmunizacién usadas en el presente trabajo, puede decirse

que en los animales inmunizados con esas dosis no se obser-
varon signos de intoxicacién, ni mucho menos muerte de esos
animales; esto sugiere que dosis t6xicas deben estar en ran
gos muy elevados. Esta parte de la dicusibn est8 apoyada

por los resultados reportados por Molinari y cols.,en 1975.

Estos autores ensayaron dosis hasta de 4 mg de F. R.
de S. typhi con el objeto de estudiar toxicidad. Ellos en-

contraron 100% de sobrevida durante un lapso de 14 dfas en
los animales inoculados.

En las fotograffas de la F. R. al microscopio electrf
nico, se obscrvé que adémds de las partfculas esféricas que
probablemente son los ribosomas y quc cst&n en mayor nfmero,
habfa estructuras filamentosas de diversos tamaios que pu-
aieran corresponder a flagelos fragmentados y también a es-
tructuras que sugieren vesfculas de membrana. Todos estos
componentes deben estar involucrados en la induccibn de in-
munidad encontrada en los experimentos de este trabajo.

Esta teorizacifn est§ apoyada en los hallazgos de an-
tigeno "O" y antfgeno "H", reportadas como contaminantes de



29

las F. R. por autores como Einseistein, (1975), Hoops y

Prather, Berry y Ravel, (1976), Misfieldt y Johnson, (1977),
Cofré, Calderfén y Mora (1978).

En un trabajo previo, Molinari y Larralde (1974), estu
diaron la composicibén quimica de las F. R., las cuales esta-

ban constituidas por RNA, protefnas y carbohidratos. El com

portamiento de estas F. R. sujetas a ultracentrifugacién cn
gradientes de sacarosa indic6é la migracibn de la F. R. en un
«6lo pico agudo y bien definido parecido al pico obtenido
con monosomas de mieloma usados como control.

El espectro de absorcién de la F. R. que muestra un pi

co de absorbancia a 260 nm, es una evidencia mis de la compo
sicién ribosomal de esta vacuna.

Con cste trabajo se ha querido contribuir, a la amplia-
cibén de los conocimientos acerca de las F. R. de Salmonella
typhimurium, de manera que puedan ser consideradas como una

alternativa m8s en la prevencibn de Fiecbre Tifoidea en Méxi-
co.
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