
,:¡~ ~ ¿ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

"LA PREPARACION RIBOSOMAL OBTENIDA DE 

Salmonella typhimurium EMPLEADA COMO VACUNA 

Y PROBADA CONTRA F.L DESAFIO ORAL DEL 

MICROORGANISMO VIRULENTO PARA PREVENIR 

FIEBRE TIFOIDEA. 

TESIS PROFESIONAL QUE PRESENTA 

MARINA GIWIL/1.NES RUJZ 

PARA OBTENER F.L TTTUI.O DE 

BJOLOGO 

MEXICO, 1980. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



I N D I C E 

PAGINA 

1. INTRODUCCION 1 

2. MATERIALES Y METODOS 9 

3. RESULTADOS 13 

4. DISCUSION 27 

s. REFERENCIAS 30 



ABREVIATURAS 

nm = nan6metro• 
ug = microgramos 
mM .. milimolar 

ARN = Acido ribonucleico. 



IN T Ro D u e e I o N 

Una de las enfermedades infecciosas importantes en M6-
xico es la Fiebre Tifoidea. En la epidemia de 1972 se re
gistr6 una tasa de mortalidad del 6.51 debido a este pade
cimiento producido por Salmonella ~ (Borunda, 1972). 

Seg6n la reacci6n de Gram, Salmonella typhi, Salmone

lli typhimurium y otras enterobacterias, est&n consider! 
das como microorganismos Gram negativos. Las salmonelas 
son m6viles, con flagelos peritricos, son no esporuladas, 
aerobias, se caracterizan por no fermentar la sacarosa, la 
lactosa y las salicilina: son resistentes a sustancias qu! 
micas como el verde brillante, el desoxicolato de Na y el 
tetrationato de Na. 

La patogenicidad de las salmonelas al hombre se debe a 
una serie de factores tales como: la posesi6n de endotoxi

nas, su capacidad para multiplicarse intracelularmente y a 

su capacidad invasiva, ademas de poseer una complicada es
tructura antig6nica que comprende: 

a) Anttgenos flagelares, llamados anttgenos •P.•. Son 
anttgenos de naturaleza prot6ica que pueden ser inactivados 
por calentamiento a mAs de 60º e, por 11lc6hol y por &cidos. 
Son aglutinados por anticuerpos IgG fundamuntnlmente. 

b) Anttgenos som&ticos, llamados anttgcnoo "O". Consid~ 
rados endotoxinas. Se localizan en el soma bacteriano. Son 
lipopolisac&ridos resistentes al calentamiento prolongado a 

100° e, al alc6hol y a los leidos diluidos. Los anticuerpos 
para anttgeno •o• son principalmente IgM. 



2 

e) Antígeno Vi. Se preaentan en la parte 114• eaf6rica del 

soma bacteriano. Son polisacaridos. Se destruye por calenta

miento a 60ºC durante una hora y por fenol yacidos (Jawetz y 
cola., 1973). 

En la fiebre tifoidea, una vez que son ingeridas las bac
terias, llegan al intestino delgado, ingresando desde aqui a 

los vasos linfáticos ínterst1c1a1es, invaden inicialmente 6rga

nos como el bazo e higado, de donde se diseminan extensivamen

te al resto del organismo (Mackaness y cols., 1966). 

Afortunadamente, la fiebre tifoidea producida en hwnanos 

por~~. tiene un paralelo muy cercano en la fiebre tifoi 
dea murina, producida por~ typhimurium. Esto proporciona un 
model0 cuyas aproximaciones experimentales, si bien son váli

das, a veces proporcionan estimaciones drásticas, en el estu

dio de la protecci6n inducida por diferentes tipos de vacunas, 

esto es, pasan por alto grados de infecci6n considerados como 

subclínicos y que en humanos pueden ser muy importantes 

(Collins y cole., 1966). De cualquier manera, es la protecci6n 

elevada la meta en el uso de cualquier inmun6geno y para ~ato, 

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 dinAmica de la infccci6n ci,:perimental y de 

las diferencias de esta dinámica cuando los ratones eran prot! 

gidos con vacunas elaboradas con bacterias muertas, o bien co~ 

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

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

Blanden (1966); Maclcancss, Blanden y Collins (1966) y 

Germanier (1977), mostraron experimentalmente que las vacunas 
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hechas con bacterias muertas por calor, etanol o acetona, 

eran capaces de inducir una respuesta inmune especifica a tra 

v6s de la formac16n de anticuerpos¡ la protecci6n que propor
cionaban era deficiente, a diferencia de las vacunas de bact~ 
rias vivas de virulencia atenuarla que indujeron una mayor pr~ 

tecci6n,debido a que no s6lo desencadenaron la producci6n de 
anticuerpos, sino tambi~n la inmunidad mediada por c~lulas, 

Youmans y Youmans, (1974a), reportaron haber encontrado 

una fracci6n de Mycobacterium tuberculosis a trav~s del rcin.pi

miento de la bacteria con altas presiones y de subsecuentes 

procesos de separaci6n por centrifugaci6n diferencial. Tal pr~ 

paraci6n result6 ser inmunog~nica para el rat6n, por lo que 

iniciaron una caracterizaci6n exhaustiva del inmun6geno en los 
siguientes años, la que habrta de incluir los aspectos ftsico

qulmicos e inmunog~nicos primordialmente. 

Se inici6 ast una serie de investigaciones intensas acer

ca de preparaciones ribosomales obtenidas de diversos microor
ganismos pat6genos, introduci~ndose una idea innovadora en el 

campo de la Inmunologta. 

Algunos ejemplos de trabajos realizados con Fracciones Ri 

llosomales (F. R.), se encuentran en los trabajos de: 

Youmans y Youmans (1974a; 1964b; 19C.S; 1'166; 1970) y 

Shepard y Youmans (1977), quienes rcporl,non cllvC'r&oE rcsulta

oos sobre la Fracci6n Ribosomal de Mycobaclerium tuberculosis, 

Jensen, Pitkin y Actor (1972), Pitkin y Actor (1972), 

Guentzel y Berry (1974), Agarwall y Sundararaj (1976), trabaj! 

ron con preparaciones ribosomales de Vibrio cholerae. 



• 
'fhaapaon y Snyder en 1971, publicaron loa resultado• 

obtenido• usando la Pracci6n Riboscaal de Diplococcua pneu-

~· 
Shalla y Johnson en 1975 obtuvieron datos sobre la in

munogenicidad de ribosomas de Streptococcus pyogenes, mien

tras que Swendensen y Johnson, en 1976 lo hicieron sobre la 
F. R. de Streptococcus pneumoniae. 

Molinari y Cabrera en 1974 y Molinari y cols. en 1975, 

indujeron inmunidad con fracciones ribosomales de Salmonc-

~ ~· 
Con Salmonella typhimurium se han llev~do a cabo nume

rosas investigaciones enfocadas fundamentalmente a esclare

cer tres aspectos: a) Naturaleza de los comronentes inmuno

g~nicos de las F. R. b) Identificaci6n de los tipos de in
munidad que estos componentes inducen. c) Posibilidades de 

las F. R. de ser utilizadas en la Inmunoprofilaxis. 

A continuaci6n se ampl!a y especifica lo que de estos 

tres puntos se conoce con F. R. de S. !.YEhimurium. 

Inicialmente Venneman y Bigley en 1969 y Berry y Venn~ 

man en 1972, reportan que un ARN ribosomal ')Urificado a pa!'._ 

tir de una preparaci6n cruda de ribosomas, era la entidad 
responsable de la inmunidad inducida, afirmando que tal RNA 

no contenta prot~fnas, \fpidos ni carbohidrdtos como conta

Minantes. 

Johnson en 1973 y Misfeldt y Johnson en 1977, encontr! 

ron que la fracci6n proteica era inmunog~nica, pues sdlo o~ 

tuvieron protecci6n con ratones inmunizados con prote!naa 
ribosomales. Adem!s la inmunidad que ~stas inductan era es-
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peclfica, puea no se inducia protecci6n al desafio heter6lo

go realizado con Salmonella enteritidis y Salmonella cholerae 

-suis. Mientras que en las fracciones de ARN extra1do de los 

ribosomas con fenol o guanidina, no se obtenla inmunidad de 

ning6n tipo. Misfeldt y Johnson en 1978, mostraron que la 
fracci6n proteica inducia inmunidad en tres cepas puras de 

ratones y la fracci6n de ARN solo inducia en dos de ellas una 

respuesta inespec1fica y temporal que dur6 solo 15 d1as. Con 

este trabajo se evidenc16 que el tipo de cepa de ~at6n usado 

por Venneman, no fue apropiado para estudiar el p~pel inmuno-

16gico de los componentes de la Fracci6n Ribo5omal, Smith y 

Bigley en 1972 ya hablan reportado que una fracci6n rica en 
proteinaa era m!s inmunog~nica que una fracci6n rica en ARN, 

pero que la primera tenta m!s actividad inmunog~nfca si conte 
nta mAs de un 10\ de ARN. 

Hoops, Prather, Berry y Ravel en 1976 encontra.·on que el 

anttgeno "O" estaba presente en la Fracci6n Ribosomal. Los 

experimentos que indujeron a esta aseveraci6n fueron aquellos 

en donde riboBomas y endotoxina empleados como inmun6genos, 
fueron capaces de inducir tolerancia al desafio con endotoxi

na, con lo que prob6 que el anttgeno "O" estaba como contami

nante, posibilidad que fue tarnbi~n puestn en evidencia por la 

inmunizaci6n de ratones con rioosomas l.~va,Joe con altas con

centraciones de :,i:iles, los cu,,l<'!I r.-.r ... cfnn ,1,. poder inmuniza~ 

te aunque er:in funcionalmente ,,.:t ivos en l., R1ntl'sis dr prot! 
tnas in vitro. Los experimentos de r.isen,it.,,n <'n 1975 clleron 

apoyo adicional a la presencia de nnt1geno "O" <'n las prepara

ciones ribosomales. t n aste trabajo se usaron cr.pas mutantes 

de~ enteriditis obtenidas por transducci6n, las cuales eran 

mutantes en la regi6n del cromosoma que codifica para los on

ttgenos •o•, ~. 9 y 12. Estas cepas, de morfologta rugosn, 

proporcionaron fracciones ribosomales que no fueron capaces 
de inducir inmunidad. 



Acerca de los tipos de inmunidad inducidos por las pr~ 

paraciones ribosomales, se sabe lo siguiente: los dos tipos 

de inmunidad conocidos, celular y humoral, son tambieft ind~ 

cidos por las F. R., aunque no se han identificado con pre
cisi6n los componentes fundamentales que están involucrados 

en la inmunidad. 

Johnson en 1973, encontr6 que la inmunogcnicidad que 
ya hab!a reportado para proteínas de la F. R., era de natu

raleza específica y que la inmunidad inducida podr!aser 

transferida pasivamente a trav6s de c6lulas peritoneales. 

Sin embargo, cuando las proteínas eran coadyuvadas con ARN 
natural o sint6tico, la respuesta se vrlvía inespecífica. 

Vcnncman y Berry en 1971 y Smith y Bigley en 1972, re~ 

lizaron trabajos acerca de los mecanismos involucrados en 

la protecci6n inducida por F. R •• Los primeros establecie

ron que en los mecanismos de inmunidad para los ribosomas 

íntegros estaban implicados tanto c6lulas peritoneales como 
Fouero, pero para el ARN s6lo c6lulas peritoneales. Las evi

dencias que presentaron Smith y Bigley fueron con base en 

la correlaci6n entre la inmunidad celular y el fen6meno de 

hipersensibilidad celular. Ellos encontraron que las frac

ciones de ARN oxtra{das de los ribosomas er~n capaces de i~ 

ducir las tres manifestaciones de la h1p~rs~naibilidad cel~ 

lar: respuesta positiva a la prueba en los •~•Jinetes ~lanl! 

res de gato, captaci6n de timidina tritiada 1x,r c6lulns de 

n6dulo linfático, e inhibici6n de la migrac16n de macr~fa

gos por c6lulas'del bazo. No obstante, encontraron que en

tre más proteína estaba presente en las preparaciones de 

ARN, más clara y mayor era la expresi6n de inmunidad celu-

1ar. 
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La superioridad inmunogAnica de la P. R. de!.:_ typhimu

!'..!!:!!!! sobre la de las vacunas producidas con bacterias vivas 

atenuadas o muertas, hace pensar en la conveniencia de utili

zar i. R. como inmun6genos en la prevenci6n de la fiebre ti

foidea. Molinari y Larralde en 1974, publicaron un trabajo muy 
completo que ilustraba la ventajas de las F. R. de !h. typhimu

~ como inmun6genos, por ejemplo: duraci6n de al menos tres 
meses del estado inmune, sobrevivencia del 95% en ratones des! 

fiados con dosis tan altas como 100 DL50 del microorganismo v! 
rulento y estabilidad de la potencia de la preparaci6n 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 !h.~ observando la ausencia de 

efectos indeseables, a excepci6n de un proceso inflamatorio in 

doloro de 3.8 cm de dilmetro en el sitio de inoculaci6n. 

En todos los estudios mencionados la vfa de desafio em
pleada fue la parenteral. Se ha objetado a los estudios exper! 

mentales sobre inmunidad a fiebre tifoidea, la infccci6n de r~ 

to por ~sta vta, ya que no es la ruta natural de infecci6n en 
fiebre tifoidea. 

Por lo tanto, el prop6sito del presente trabajo, fue est~ 
diar si L1s fracciones dbosor:lalcs obtenidas de Salmonell~ t;y

ph._i_~':)ríum, inoculadas en rat6n por vta subcuUlnca inducían en 
~ste animal inmunidad capaz de prol~qerlo ~ontra el desafio 

ctcl microorganismo virulento inoculado por vta oral. 

En experimentos previos Molinari y Larralde, (1975); Moli 
nari y Cabrera, (1974): Molinari, Flisser y Cabrera (1975), ya 

habtan observado la protecci6n inducida cuando el desafio se 

llevaba a cabo por vla intraperitoneal en animales inmunizados 
por vta subcutAnea. Estos resultados eran una evidencia s6lida 



• 
en favor de una inaunidad sistfaica y pareclá intrascende! 
te la vla del reto para comprobar el estado in~unitario de 

los ani-les inmWlizados con F. R •• Sin embargo, la respu-
• esta debla ser experimental. Esto es lo que a continuaci6n 

se presenta. 
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MATERIALES y METODOS 

OBTENCION DE LA FRACCION RIBOSOMAL. 

Se inocularon 10 litros de caldo soya tripticasa con s. 
typhimurium strs crecida durante la noche. Se incub6 a 37ºC 

durante 5 hs. al cabo de las cuales se centrifug6 a 
36,000 x g/15 minen una centrffuga Servall Hod. RC-2B re

frigerada a 4°C. El sedimento se resuspendi6 er. amortigua

dor de fosfatos 10 mM a pH 7.2, conteniendo MgC1 2 30 rnM y 

Sacarosa 440 mM. Esta suspensi6n bacteriana se proces6 en 

un fraccionador de c~lulas Ribi a una presi6n de 15,000 psi 

y luego se centrifug6 a 36,000 x g/20 min. El sobrenadante 
se centrifug6 a 40,000 x g/20 minen una Ultracentr{fuga 

Beckman Mod. LS-65. El sobrenadante se centrifug6 a 

144,000 x g/3 hs. El sedimento se resuspendi6 cuidadosamen

ce en amortiguador de fosfatos de Na 10 rnM pH 7.2; se aña

di6 una soluci6n de Lauryl sulfato Na al o.s, volumen a volu

men. Se agit6 suavemente durante una hora a temperatura am
biente y se dej6 en refrigeraciGn d 4ºC durdnte 12 hs. 

Posteriormente, se centrifug6 a 46,000 x g/10 min, el 
sobrenadante se centrifug6 a 144,000 x g/3 hs y el sedimen

to se resuspendi6 en solución amortiguadora. El material se 
filtr6 a trav~s de membranas miliporo de 0.45 u'ttl esteriliz~ 

das previamente. Del filtrado se tomaron al{cuotns para: 

al Estudiar su espectro de absorción por espectrofotometrta. 

bl An4lisis por microscopta electr6nica. el Determinar con
centraciones de ARN por estimación de su Absorbancia a 

260 nm (1 uoo260a 50 ug de ARNl. Se us6 un espectrofotóme

tro Zeiss. 0Mód. PMQ II. El resto del filtrndo se cnvas6, lio

filiz6 y almacen6 a 4°C hasta su uso. 
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AHALISIS POR MICROSCOPIA ELBCTRONICA. 

Se sigui6 la t6cnica de tinci6n negativa seg6n Brenner 

y Horne,(195~ y Valentine, (195~- La preparaci6n de ribosomas 

se diluy6 con agua hasta obtener una densidad 6ptica de O.l. 
De esta diluci6n se transfiri6 una gota con pipeta Pasteur a 

una rejilla de cobre de 300 mesh, recubierta con pel!cula de 

carb6n de 60 nm. Se dej6 por 90 se<?. y el exceso se elimin6 

con un papel filtro. Se permiti6 el secado al aire por 15 seg. 

y se cub.ri6 con una gota de 4cido fosfotG.n9stico al 2\ en 
agua. Se elimin6 el exceso de 4cido y se esperaron 2 min para 

permitir el secado al aire. Se observ6 en un microscopio ele~ 

tr6nico JEOL Mod. 100 V operado a 60 KU, obteniéndose los re

gistros fotográficos necesarios. 

PRUEBAS DE ESTERILlDAD 

Se resuspendi6 el material de 5 viales de F. R. liofiza

da en 0.5 ml. de soluci6n salina est~ril 0.15 M, de donde se 

t~~aron al!cuotas de 0.1 ml con las que se inocularon los si

guientes medios: gelosa sangre, eosina-azul metileno y tiogl! 

colato. Los medios se incubaron a 37ºC durante 24 hs. al fi

nal de las cuales se inspeccionaron para verificar la ausencia 

de contaminación bacteriana en la Fracci6n Rfhnsomal. 

INMUNIZACIONES 

Se inmunizaron ratones blancos de ambos sexos con un peso 

de 21± l g con Fracci6n Ribosomal resuspendida en soluc16n sa

lina. Las dosif administradas se estimaron con base en su con

tenido de ARN, las cuales fueron: 0.13 ug, 1.3 ug y 130 ug en 

voldmenes de 0.1 ml. Se inmunizaron grupos controles de rato

nes por v!a subcut4nea. Siete dtas despu6s se realiz6 una inmg 
nizaci6n de refuerzo. 
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TITULACION DE ANTICUERPOS. 

Se inmunizaron 36 ratones por v!a subcut&nea con 130 ug 

de Fracci6n Ribosomal en dos ocasiones, con sieted!as de dife

rencia. Seis ratones se sangraron cada 48 hs por punci6n intr~ 

cardiaca, sus sangres se mezclaron y se mantuvieron a 4ºC, de~ 

pu~s se centrifugaron a 2,000 x g/20 min para separar el suero. 
El t!tulo de anticuerpos se efectu6 siguiendo la técnica de 

Bass y Watkins (Batson, 1956). 

CEPAS DE Salponella typhimuriwr. srts y Salmonella ~yphimu

riuin strr. 

La cepa de~ typhimurium strs 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
tomicir.a mcdi~nte el siguiente procedimiento: 

Se inocularon tubos de ensaye de 17 cm x 1.5 cm cante~ 

niendo 5 ml de caldo de soya tripticasa y sulfato de estrepto

micina a una concentraci6n de 1 mg/ml de medio, con~ ~m_!! 

rium sensible al antibi6tico. Los medios se incubaron a 37ºC 

por 24 hs. Las bacterias crecid~s en la presencia de estrepto

micina se seleccionaron como cepas rcsistent~s a este antibi6-
tico. 

PRESERVACION DE LA VIRULENCIA DE LA CEPI\ HESISTENTE A ES
TREPTOMICINA. 

Los desafíos con Salmonella 
r 

typhimurium str so efectua-

ron con la cepa previamente pasada por tat6n, para asegurar n! 

veles adecuados de virulencia que hubieran podido ser decreme~ 
tados entre uno y otro paso de resiembra. El procedimiento de 

paso por rat6n fue el siguiente. 
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Se administr6 a cada rat6n 50 ug de estreptomicina resu! 

pendida en 100 ul mediante una c&nula introducida hasta el 
est6mago. Veinticuatro horas despuAs se inocularon por la mi! 
ma vla 6.1 x 105 UFC de Salmonella typhimuriUIII strs. Se sacri 
ficaron los ratones 15 dlas despu,s y en condiciones de asep
sia se extrajo el bazo, el cual se tritur6 en mortero de do~ 
de se tom6 material para inocular medio de cultivo a partir 

del cual a las 24 hs se t6m6 una allcuota 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 ! l g 
se inocularon por vla intraperitoneal con dosis diversas de 

S. typhimurium strr proveniente de un cultivo en fase logari! 
mica. Se registraron diariamente las muertes durante 14 dlas. 

Se determin6 la DL50 segOn el Mftodo de Reed y Muench (Batson, 
1956). 

PRUEBAS DE INMUNIDAD. 

Para obtener una poblaci6n bacteriana adecuada para la 

1nfocci6n experimental. se cultiv6 ~ typhimurium strr en ca! 
dr, de soya tripticasa hasta que el cultivo alcanz6 una absor

bancia de 1.5 u.o.o. a 550 nm correspondiente a un punto en 
la fase loqarttmica del crecimiento bacteriano. Las c,lulas 

bacterianas se obtuvieron con ccntrifuqaci6n a 8,000 x g/15 

min y las bacterias sedimentadas s~ r~suspendieron en una so-

1uci6n de Na Cl 0.851 en el volumen requerido para ajustar el 
nOmero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) deseadas para 

el desafio en cada experimento. Con esta suspensi6n bacteria
na se inocul6 por vla oral 0.1 ml a travfs de una c&nula. 
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RESULTADOS 

Esta inoculaci6n se realiz6 un d!a deapufa de la admi

nistrac16n de 50 ug de estreptomicina por rat6n y una sema

na despufs de la segunda dosis de inmúnizac16n. La estrepto

micina se administr6 con el objeto de aumentar la sensibili

dad a la infecci6n de los sujetos experimentales. 

·Simult!neamente a la administraci6n oral de la sus?en

si6n bacteriana, se torn6 una allcuota de la que se parti6 

para hacer diluciones progesivas en soluci6n salina y de 

aqu! se tomaron pequeñas muestras que se llevaron a tubos 

con agar suave mantenido a SSºC y cuyos contenidos se va

ciaron a cajas con agar. Se dejaron salificar y luego se 

incubaron dur~nte la noche a 37°C. Al día si9uiente se cont6 

el nú~ero de UFC por caja por diluci6n y se calcul6 la dosis 

de reto administrada por rat6n. 

Para diferentes experimentos las dosis de desaf!o asl 
verificadas fueron: 4.1 x 109 , 5.5 x 109 y 7.2 x 109 UFC. 

Una vez hecho el desafío, se contabilizaron las ~uestras 

diariamente durante 14 dtas para evaluar el orado de inmunidad 

adquirido s,gBn las diferentes dosis de i~nunf.g0no y las dife

rentes dosis de reto, cxpr0R5ndose la sobr~vlv~ncia en procen

tajcs y cifras absolutas. El nivel de slsnjflc~ncia estadísti

ca de la proteccH\n se detc,rr,in6 por la pru<'ba el<' x2 l"odifica

da por Yates (Spiegel, 1970). 

Tambi,n se deter~in6 el Tiempo Letal 50 , asl como la dosis 
efectiva 50 , segtln el ~lftodo de Miller y Tainter (Batson, 

1956). 
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Loa resultados que exponemo• en este trabajo muestranª! 

pliamente la capacidad inmunol6gica de la F. R. empleada al 
proteger a los animales desafiados oralmente contra altas do

sis infectivas, registrándose incluso porcentajes del 1001 de 

sobrevida. 

Oeterminaci6n de la OL50 • La OL50 para Salmonella ~
~ strr result6 ser de 14 x 109 UFC por v!a intraperito

neal. 

En la tabla l están representados los resultados del exp~ 

rimento en el que los ratones se desafiaron con 5.5 x 109 UFC 

de~ typhimurium strr. Es evidente que el porcentaje de so

brevida se ve incrementado al máximo con la dosis más alta de 

vacunaci6n, Sin cmhargo aún con la dosis m~s pequeña de F. R. 

se tiene una difr-rcncia de sobrevida del 37\ con respecto a 

la del grupo control. 

Por otro lado, el tiempo en el que se muere el 501 de 

los animales no inmunizados fue muy corto, lo que puede apre

ciarse en la Tabla 1, en comparaci6n con el grupo inmunizado 

que no alcanz6 el 50% de mortalidad post-desafío. 

ra1a apreciar la evoluci6n de la prolecci6n a travEs de 

los 14 ufas de ohservaci~n, los resultados se emplearon para 

construir una qráfica que se ~u~Hlra en la FJg. 1, en la que 

desde el primer dfa posterior .,1 desaffo purde encontrarse 

una protecci6n 6ptima con la dosis de 130 ug de ARN. Esta pr~ 

tecci6n disminuye en funci6n de la dosis de 1nmun6geno, obae! 

v4ndose que ni aGn en la dosis más baja de inmun6geno, lamo! 

talidad alcanz6 el SOi. Es interesante que a partir del quin

to d!a los niveles de inmunidad que se observan permanecen C! 
si constantes durante el resto del tiempo de observaci6n. 
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TABLA 1 

Porciento de Sobrevivencia en ratones vacunados por v!a sube~ 
t6nea con 2 dosis de fracci6n ribosomal de Salmonella typhimu
!:!!!!!! sir8 y desafiados por v!a oral con 5.5 x 109* UFC de Sall 
monella typhimurium strr: siete d!as despu6s de la 2a. inmuni= 

zaci6n. 

Dosis de No. de sobrevivientes Porciento de Tiempo Letal 

FR en sobre total sobrevida al 50% en 
ug de 1\RN d!as 

0.13 6/11 SS 14 

1.3 3/4 75 14 

130 5/5 100ª 14 

controles 
sin 2/11 18 4.5 

inmunizar 

----

• 1 DLso de h typhimurilllll strr, result6 ser de 7 lC 104 vía ip. 

a.- P) 0.01 Significancia de animales no imnuni zados. 
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Fig. 1.- Protecci6n inducida con dif~rentes dosis de vacuna 

ribosom.il obtenida de~ typhimurium, inoculada por v!a su~ 

cut5nca¡ contra ~1 rlcsaffo oral de 5.S x 109 UFC de~~

P!!.!~riu!!!. 
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La dosis efectiva al 50\ en este ensayo, calculada por el 

mftodo de Miller-Tainter (Bataon, 1956) reault6 ser de 

0.1085 ug. Loa 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 estAn consig

nados en la Tabla 2 y en la Fig. 3. En donde puede observar

se que la dosis de reto super6 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 dJnámica de sobre
vida, fundamentalmente entre las dosis de 1.3 y 130 ug y el 

grupo control, ya que el 501 de mortalidad se alcanz6 abrup

tamente en menos de 24 hs en el grupo control; mientras que 

en los ratones inmunizados con las dosis mencionadas, el 501 

de mortalidad se alcanza gradualmente hasta los d{as 9 y 11 

respectivamente, como se muestra en la Fig. 3. 

cuando se desafi6 a los ratones con und do,.is infectiva 

menor que las dos anteriores, Re obtuvieron, enmo cab!a cap~ 

rar dados los grados de in~unidad con dosis ttwyores, rPsull! 

dos que pusieron en evidencia mayores nivelen de inmunldnd, 

Esto puede apreciarse en la Tabla 3, donde In <lnGIS mfis bdja 

de F. R. indujo una inmunidad de sobrcvida Plcvada del 67%,~ 
Con ]As dosiR de 1.3 y 130 ug de ARN, se tieno un porcentaje 

de sobrevida del 92 y 100\ respectivamente. 

Los resultados se compararon mediante un histograma (Fig, 

4). Es evidente que una mayor protecci6n inducida por la F. 

R. se encuentra con in6culos bajos de desafío, mientras que 
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'l'UL& 2 

Porciento de aobrevivenc:l.a en ratones vacunados por v!a sub
cutlnea con 2 dosis de fracci6n ribosomal de Sal!monella !:,1-

phimurium str8 y desafiados por v!a oral con 7.2 x 109 UPC 

de SaJ.monella t.yph:l.mur:l.um st.rr, siete d!as deapuAs de la 2a: 
:l.nmuni~ac:l.6n. 

uos:l.s de No. de sobrev:Lv:1.entes Porciento de Tiempo Letal 
F R en sobre total sobrevida al so, en 

ug de ARN d!as 

0.13 2/10 20 1.7 

1.3 3/11 27 8.25 

130,0 4/12 33 10,45 

controles 
sin 4/13 15 o.a 

inmunizar 
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Fig. 3.- Protecci6n inducida con diferentes dosis de vacuna 

ribosomal obtenida de~ t_ye!'Jmurium, inoculada por vía su~ 

cul~nea; contra el desafío oral de 7.2 x 109 UFC de~~ !i'.:_ 

phimur...!_~· 
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TABLA 3 

Porciento de Sobrevivencia en ratones vacunados por vla s~ 
cut,nea con 2 dosis de fracci6n riboso-1 de Salmonella ~
phimurium strs y desafiados por vla oral con 4.1 x 109 UFC 

de Salmonella typhi~urium strr siete dlas despu~s de la 2a. 
inmunizaci6n. 

Dosis de No. 
F R en 

ug de ARN 

0.13 

1.3 

130.0 

controles 

sin 
inmunizar 

de sobrevivientes Porciento de Tiempo Letal 

sobre total sobrevida al 501 en 
dlas. 

4/6 67 16 

12/13 92 16 

6.6 100 16 

5/11 45 16 
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cuando se tiene un alto indice de infecci6n s&lo 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 inmunizaci6n 

aparecen anticuerpos cuyos niveles alll!lentan despuEs de la 
segunda inrnunizaci6n, de una manera notable. ~mbos patrones 

son las cl!sicas respuestas primaria y secundaria de produ~ 

ci6n de anticuerpos. 

Por microscop'fa electr6nica, Fig. 6, pudo verse que los 
ribosomas no eran los componentes únicos de la F. R., puEs 

tambi!n se encontraron estructuras que pudieran ser restos 

de membranas o fragmentos de flagelos. 

Cuando se hizo un espectro de absorc16n de la F. R., se 

registr6 un m!xiw.o de absorci6n a 260 nm la que corresponde 

a la presencia de ~cidos nucl!ir~s (Fig. 7). 
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Fig. 6. , icrngraflo I• tr6nica de lo 

Frncci6n Riboso011l de S. !J'~J!imurium. 
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D I S C U S I O N 

La hipótesis de la que se parti6 ha sido contrasta

da y probada. La teorizaci6n de que las fracciones riboso

males obtenidas de Salmonella typhimurium deben inducir en 
rat6n un buen nivel de inmunidad contra el desafio del mi

croorganismo virulento por cualquier vía de administraci6n, 

ha sido explorada. En la literatura se encuentra que las 

usuales v!as 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 v!as se han objetado, en fu~ 

ci6n de que en la Fiebre Tifoidea humana, murina, aviaria, 

etc., la v!a de ingreso del parSsito al huEsped es la v!a 

oral. 

Los resultados que se presentan en este trabajo son 

altamente satisfactorios, pues muestran que los animales i~ 

munizados con las fracciones ribosomales de~ typhimurium 

inoculadas por v!a subcut4nea, fueron protegidos contra el 

desaf!o del microorganismo virulento inoculado por v!a oral. 

TambiEn ~ucstran que la inmun'1ad fue dependiente de la do

sis inmunizante y de la dosis de reto, como se observa en 

la Fig. S. El hallazgo de una respuesta primaria y secund! 

ria t!picas en cuanto a producci6n de anticuerpos, se puede 

correlacionar con el nivel de protecci6n inducida por las 

F. R •• No se explor6 la presencia de inmunidad celular que 

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 días a 4ºC hayan mantenido su potencia inmu

nogEnica, igual que las F. R. frescas, es un resultado im-
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portante en cuanto a la producci6n para su uso en seres hu

manos en un futuro. 

Uno de los criterios que deben tomarse en cuenta con 

productos biol6gicos diseñados para uso humano, es el de 

inocuidad de estos productos, en este sentido la dosis de 
F. R. que protegi6 al SOi de los animales probados (DE 50) 

fué del orden de 0.108S ug. 

Si esta OE50 se correlaciona con las dosis mSximas de 

inmunizaci6n usadas en el presente trabajo, puede decirse 

que en los animales inmunizados con esas dosis no se obser

varon signos de intoxicaci6n, ni mucho menos muerte de esos 

animales; esto sugiere que dosis t6xicas deben estar en ra~ 

gos muy ele,·ados. Esta parte de la dicusi6n estS apoyada 

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

Estos autores ensayaron dosis hasta de 4 mg de F. R. 

de S. ~ con el objeto de estudiar toxicidad. Ellos en

contraron 100\ de sobrevida durante un lapso de 14 d!as en 

los ani~ales inoculados. 

En las fotografías de la F. R. al microscopio electr~ 

nico, se obscrv6 que además de las partfculas esféricas que 

probablemente son los ribosomas y que están en mayor nGmero, 

habfa estructuras filamentosas de diversos tamaños que pu

aieran corresponder a flagelos fragmentados y también a es

tructuras que sugieren vesículas de membrana. Todos estos 
componentes deben estar involucrados en la inducci6n de in
munidad encontrada en los experimentos de este trabajo. 

Esta teorizaci6n est, apoyada en los hallazgos de an

t!geno "O" y antígeno "H", reportadas como contaminantes de 
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la• F. R. por autore• como B1nse1•te1n, (1975), Hoop• y 
Prather, Berry y Ravel, (1976), Misfieldt y Johnson, (1977), 

CofrA, Calder6n y Mora (1978). 

En un trabajo previo, Molinari y Larralde (1974), est~ 

diaron la composici6n química de las F. R., las cuales esta

ban constituidas por RNA, proteínas y carbohidrato&. El com 

portamiento de estas F. R. sujetas a ultracentrifugaci6n en 

gradientes de sacarosa indic6 la migraci6n de la F. R. en un 

s6lo pico agudo y bien definido parecido al pico obtenido 

con monosomas de mieloma usados como control. 

El espectro de absorci6n de la F. R. que muestra un P! 

co de absorbancia a 260 nm, es una evidencia m~s de la comp~ 
sici6n ribosomal de esta vacuna. 

Con este trabajo se ha querido contribuir, a la ~mplia
ci6n de los conocimientos acerca de las F. R. de Salrnonella ------
typhimurium, de manera que puedan ser consideradas como una 

alternativa mSs en la prevcnci6n de Fiebre Tifoidea en M~xi

co. 
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