
LJNIVERSIDí\D NACIONí\L í\LITONOMí\ DE MEXICO 
: ,' ·. 

Fí\CIJLTí\D DE MEDICIMA 

"PROTEil"lí\S t"'\ISLf\DAS DE Salmonel l ü t.yphimurium 

INVOLUCRADAS EN LA INMUNIDAD" 

TESIS DIJE PRESENTíl 

ANORES GIJILl-ERMO VELASCO DEl.GADO 

PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS DIOMEDICAS 

AREi\ MICRODIOl-OGií\ 

Méxi.co, 1t?B7 

[ FALLA DE OR!GEN l 



 

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. 

 

  

 



INDICE 

ABREt..1lf\TURAS-------------- 2 

INTRODLICCION----------·---- 3 

ORGl\NIGRAMA---------------17 

MATERIAL '( METODOS---------18 

RESUL Tl\DOS-----------------28 

DISCLISION-----------------q6 

RESIJMEN-------------------53 

BIBLIOGRl\FIA---------------5'1 



d 

DEAE 

DLeJa 

l.PS 

mi\ 

N"Cl 

nm 

PbA 

rpm 

sos 

TEMED 

U.F.C. 

ug 

um 

1\ D R E V l 1\ T U R A S 

dnl tonos 

Diotil ümino atil 

Dosis Lotal nl 50Y. 

Lipopolisac&rido 

mi l i Amper i oE: 

Cloruro de Sot:li o 

nanómotros 

Acct ato de Plomo 

revol uci enes por minuto 

Dodoc:il Sul·f.3.t.o de nodio 

2 

N,M,t-l:o ,N', 
Tetrametilotilcndiamina 

Unidades Formadoras 
Colon:i as 

microgramos 

mi c:r ómotros 

de 



INTROOIJCCION 

La ~D.lmonelosis es un término módico quo ~e einplea para 

designar uno i n·f C?cc:i ón c:on cual qui or ospc:c.i o dcc- S«l monel 1 a. 

Loz bu.et 1 os on l:óricos con~ti tuyon te>~ dol grupo Salmonolla, 

son pat 6CJcnos en n1ayor 

la tifoidea y a lo~ 

c.1 mt.?nor grado e i ne luyen al l>üc::i lo de 

do la parati.foi.doa. La natura.loza 

infecc:io~a de la fi~brc tifoidea ·Fuo dese.rila por tlfilliam 

Dudd an l 856; 

sugiriO que 

osto autor, con bagc:- c:n do.tos opidomiológ!cos, 

el padcci mi ont.o cr.::>. i·r.:an5flti li do por 

contami n11da c:an dosocho~ y que la Fuonto Llcl agente 

infeccioso oran las heces humanu.s. El bacilo de la tifoidoD. 

fue idl!'nt.ificado por Eb~rth 

mnsentóricas y en el ba::o do 

en 1980, 

pcrsottDS 

en lo~ 

muertas 

ganglios 

de F i cbre 

tifoidoa: Con 

teniendo gran 

infoct.ología. 

osto roportc so abre un cilpltulo que sigue 

importancia dantro de la hislori.a de la 

En 188'1, GrafFlcy cultivó Salmonclla ~de 

casos do fiobro ~ifoidoa. En 1895 Salmon y Snci l:h, ais1aron 

cholcra-suis .. Más tardo en 1888, Gucrt-.ner cultivó una 

sa.lmonela de hoces do enformos sin -fiE:brc i:ifoidea, a l il que 

denominó SalmonDlla ontoritidis. Poco tiempo después, Duham 

y Noble aislaron Snlmonel 1 n iY.Qhi mtlrj um. En 1920, Schet~a 

hi;::o un primor intento de ordanarlas y cl.:\si-f:it:arlas. Y en 

llJhite sentó las basos, que continuaría pos·toriormentc 

l(Lillf f m.otn, para 1 a croa.et ón dol esquema Kaltf f man-Nhi te, que en 

la actualidad os fundamDntal para ol estudio e idontificac.ión 

d~ las salmonolas .. CFreoman~ 1983>. 
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l-os boci los de la Ticl>ro l'.i Toi cica )' par ali -t=oi dua, 

productores do 

patógenos d~ la 

sctlmonelosi s, son f mport:.:intC?s 

~amilia Entoroboctraccna. 8011 

agentes; 

bacilo~ 

gramnegativos, móv1lc'!i!' no form,:-n osporas, ~on ucrobios no 

est.ric:tos crecen muy bien a 37.,,C cr1 1 o~ mc:·di fJS de c:ul t.i vo 

ordinarios. Se tif\cn f.icilmcnl:n- con lOEi <:r.l1oru11to~ ele uso 

comón, como azul de mct.ileno )' fcnol-·fuscin.2.1. El g1~uµo se 

caracteri:::a bioq1Jlmicamen-t:e por no -Formonl:ar 1 <il.cto'ii.Zi ni la 

salicina y por no licuar la gali1tjna, ni producir intJol. La 

f ormt?nt:ac:i ón de a~ 1)caros general mont.c se: .:o.compaña de 

producción de gas, nunquE'.' se h.3.n dcscri lo c:cpa.s anucr ógcn~s 

de Satmonella typhimuri1.1m, .§?. r:>ntt:'riditis )' É• püratyphi. La 

fermentación de a:z11carc-s sin producción da gaEi u-s una 

caracteristica de Salmonetla t:L,pJ:t!... 

1'?94). 

( ... lawet;:, ] 983; Da.viM, 

Salmonal la. posee una endotoJ<ina, que es un complejo 

polisac.:1rido-polipéptido-ll..pido, qi.te se e>:trae de J¿\ membran~ 

e1<terna de 1 a pared col ul ar. Su toaicidad es inc:spcc.:i.fic.:i., y 

las re~puestas más avidQntos son fiebre y alteraciones do la 

permeabi1idad capilar. Esquemáti c:amc¡>ntc una sal naonelu.. osta. 

compuesta de tros grupos de antígenos que fueron descritos 

por Smith y Reagh (]903>; posteriormente tiJei 1 y Felia lot:. 

llamaron: 

~ntlgeno 

antl.gono 

antígeno 

antlgeno somtitico <denominado antígeno 11 0 11 >, 

de superficie <conocido conio antigeno 111/i"} y 

flagelür al quo se le conoce comunrnenta coma 

11 H 11 ~F..-eeman, 1983). 
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La i n-fccci ón por Sal monel l .:i, puetJc d.:1r lugar u tres 

Fic:bre cntidi:'dos Gastrocntct·i ti~; 

Par at i ·f oí dcL\ y Fi cbrc Ti foi dca: 

Bastroont.eri·t-.is. Se ut_ribuyo ü. c.iort-.as i::spHcies da 

se alimentos 

contümin¿\dos -frocucntcmento cu.:)ndo los górmcnes y<:i. ~o han 

multi pl i e.a.do y ~"\l c:nn=.ado n1~mcro5 muy el cv¿idDs. El periodo de 

inc:Ub.:lción oo;;;. do B u. '18 hor;)S ')' los sinl:om.:i.s lnc:luyon 

n.tiuscns,. vóm:i tos, di arre;), postr ac i ón y 1 i gorC"l aumento de la 

tomporaturn; la rec:tlpE>rac.ión SLH .. ~lo lograrso on pocos dio.~ .. 

Se han ni$lado varicts c:cpaE do Salmap_gLL.0 .. entro ella~ §. 

typhimurium y § entoritidis. 

Chan, 1 984) • 

(Carponr:.or, 1979; Pelc::ar y 

So parecen a la tifoidea, poro Fiebres Paratifoidcas. 

siguen un curso más tove, so c:.:iraci:ot'"'izan por un i:omion::o 

brusco, dosp1.16n de un pc>riodo de uno iJ 10 dia!i, con 

escalofrtos y la mayor parte de: 1 os sin tomas qua proscnta la 

t..ifoidea, pero on menor gr~do. El curso cucl e ~er mós breve 

y la mortCil idad modia mjs baja. E:l 1'.1nico medio seguro p13r.:.\ 

distinguir la t.ifoidc.:i, de la parc.1tifoidc.:t P-ü ai:.lundo e 

identi fico.nlto el organismo c~Hsal. <nrock, 1906>. 

Fiebre Tifoidt?a: La in-f~cción sp adquiere por vía 

oral con B· E>l organismo atr~viesa los tejidos 

1 i nf oi des de 1 o. f a.ri ngc C 3mi gdal as) o del i ntcsti no <placa~ 

de Peyer). pasnndo al torrento s.:inguineo do donde es captado 
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por cóluli':ts del ~istemu rotic1.tloondotc-liul: en hi gado, b.:i.;;:o, 

fagocit.os, debido o quo (;>S un org;lnismo intrac.olulur, 

permnnecc vivo y $e multiplicD dcni:ro de 6st~s c~lL1las, a lo5 

que luego destruye y Sülo do r:-l los, al cul10 do 10 ~ ¡q clias, 

el -Finül del por lodo do incub.:i.ci ón y sorí<J.l.:l al comienzo Ue la. 

enfermedad clinica, c~l pr i nci pi o de l CJG ~i nt.oma.z puede ser 

insidiozo con -Fiebre madPr~da, m.::ilastar goncr-al, anorc::ia y 

dolor de cabc=o. Po-;-.tcri ormcntc, lu. ·fiebre 5C eleva 39 a 

40at: con pl1lso lento, De establece dolor- abdominal intenso y 

di i':trrcc::i. -f l t.1i d<.\ y acL105r., oc.u si anal mente can sgngre y moco, 

las ná1.1seas y el vómito son frec:uontes, asl:os síntomas estan 

relacionados dE' alguna manera D 1 as cndotoHi nns. Tambión es 

camón encontrar di stonsi ón abdominal, .:.si como, upal:i a. El 

curso de la onfermcdi)d cG gencr~l n1ontc gr a.ve y la cn·fermcdad 

puede dUr.:lr vo.rias semanils;. E~ comón que al invadir algunos 

tejidos y órganos, t.ales como la vcsi.cuJa biliar, la módula 

typhi, de lug¿lr a una $Gptic:emia c:on 

carac:tcrísticas pa.rti cul ares según el tejido u 

i nfec:tüdo, ocilsi onando de!3de una neumoni a, úlcera 1 ar :l. ngea, 

cistitis, ostcomiC?litis, hasta una meningitis CC.:Lrpcn·tcr, 

1979; Pelc::ar y Ch<Jn, 198'1; Volk t< \IJecler, 1984} .. 

En la fiobrc tifoidea el hemocul ·\'.i vo, suele ser 

positivo antes que el cultivo de heco$, ol diagnóstico por 

E:>st.e modio es posible solo durante ta primera scman.:i.; ya que, 
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entre el sépti.mo y octc:J.vo dl~s el bacilo dcsaporccc de liJ. 

ci rcul u.et 6n. Es cntoncos cuondo so puodo cultivar el bacilo 

a partir de 1 el~. hccc5. í\pro:• i macia.mente en el 25% de 1 oE. 

casos do fiobro t.i foidoa '50 puedo obtonei- §. ~de cultivo 

do orina. 

En 1 a moyor i a de 1 os cc:i=-.os de s . ..,_1 monel o5i s, al quinto 

dic:1. do habersn iniciado l~ enfermedad SQ inicia la producción 

de anticuerpos!' 1 os que se cvi den e i un mejor son l ClS 11 a.mudas 

aqluttninas, q1Jo confirm~n ol diognóstico. (\ esta pr1Joba se 

le conoce como rea.cc:.iOn de Widül (F'uerst, 1'?81). 

Las infeccionas por Sal monol 1 a, encuontran 

ampliamente distribuidas en ca$i todos los paJ~cP, si bien e~ 

cierto que su inc:idenc:i¿i. os mo.yor on paí.SQs y zonils de pobres 

recurnos; donde ol nuestro, no e~ Ja eH.cepción. La fuente de 

i nfocci ón es cilsi ~i ~mpro 1 i.\ i ng8sta. dlD .. ,1 i mento~ y bebidas 

contami. nü.das. En caso~ de cpidcmi.:i. la contilmin~\ción masivo. 

dol agua pot..zibt e es frecuentemente 1 a fuente más importante 

de in·fecc.ión. l_os casos endómi cos se deben al mal manejo de 

los olimentos, falta do higiene porson~l, así como animales 

inferiores rcscrvori.os de satmonclv~ (Oavis, ¡qa.ll> .. 

Para reD.l i ::ar un ,'Jdract.tado control de 1 a cnf crmcdad debe 

romperse el siguiente cicloi 

- nl i mentes 
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El control de 1 ilS enfcrmc-cl.:ldcs producidas por sal 1noncl a 

dP-pcnde principalm~nte do las 

adecUDdamcntc 1 oo;:; ali montos 

Refrigeración de los ¿¡,Jimc::ontot>. 

siguientes mcdid;>.s: 

de procedencia 

Coc.i na.r 

animal .. 

Exr:l usi ón do los por-tadorc5 

hum.:lnos de 1 a prcparaci ón de los ali mct1tos Protoc.ción de 

moscas y 

otros animales~ P.:,st.curi=.ución de le~ lcl:hc.·. lraspec;c.ión 

pcri. ódi ca do l or; qLto mu.ni pulan ali mont.os. Mótodos adecua.do~ 

de produce. i ón y el vbor ación de i)l i mentas. {\dc::c:uada sal lld 

sanit~rio y btJcn~s prácticas higiónic~s. Control sanitario 

póbl i e.o del .::i:goa de consumo. El i. mi nac: i ón udcc.llada de 1 as 

aguas rc~idHales. (,J'-1.\·H~t.::., 1983; Polc=ar y Chu.n, 1984; Broc:k, 

}q86). 

llna. estrategia para lü prevención de la ·Fiebre ti·Foidea 

es la vacunación do huóüpcdes suscopt ibl cs. SG.! ha.n ostudiudo 

diferentc-s i nmunógenos par<J. dcterminür su c:apac:.i dad 

inmunizanto para su uso en hllmanos. 

En el curso de los 11ltimoi::. cien oños se han íntroduc.ído 

vacunas contra diversas enfermedades bacterianas. La mayorla. 

de et 1 as han estado en uso desde entonces sin modi. ·F i caci on~s 

significat.iv.:is. Algunas son bien tal oradas e inducen una 

protección Gólida y duradera, mi entras que otras c:.ausan 

roac:c:ionos Ddvcrsa$ y t.ionen oficac.ia limitada. y temporal. 

La inmunización en el hombre c.ontra la fiebre tifoidea 

so inició en ol a~o do 1896, por R. 

A.E. Wright; tos dos grupos 

B 

Pfe! Her y ~l. J(o!l e y por 

trabajaron en forma 



i ndepondi ente. Ambos, l ogr3i-on v.:1.cunas obtenida';'.> de §. ~ 

muertag por Cil.l or y con~orvad~s C!n fenal. Pfoi·ffer y Kolle, 

observaron que 1 os cobayos ei-.:l.11 prol:cgi do~ c.on u.na Uosi s 

lotal de bacilo~ tifoidicos. l>Jr i ght. V.:\C\U)Ó 4000 

volunt.arios de 1 a armadp de l .n India, 1 os c:ualc~ prc:scntoron 

roac:ci.onoi:: localDs gcnorali=adas serias, l:.:unbi ón i noc:ul ó 

tropas inglesas que se ombo.rcaron par.:i c:ombc3.tir en Sud-Af1 .. ic.a 

observándose sin omb~rgo, una incid~ncia ~lta de fiebre 

tifoidea. Durante lü Primer() Guerra Mundial, 

tropas inglesas y francesas, fuoron vacunada!;; y no obstante 

la incidencia de lo morbilidad da la fiebre tifoidea, fue 

con si derabl e duran to 1 oG 'I años sigui enti::is. 

En 1916, se comcn=6 a. usar nna v.:tcuna combi nadn; 

tifoidoa-p.,.ratifoidea <TAB>, la C\\al inc:r~mcntó la gravedad 

de lat; reaccioneG tant.o en el sitio de inocul.Dc.i 6n como las 

goneral 1 zadas, rt!.!sUl tado poco ai:cptabl e:. En 1919, OQsrcdka; 

sugirió que habia que inducir l~ protccció1l por el sitio 

donde se lleva ü cabo la infección natt\ral. Por lo quo en 

lC/20, se administró par vi.a or~l Ltn~ vacunu tifoidica 

inactivada. En mucho!!> p.:\1 ses fue .:i.pl i C.:lda os ta vacuna, 

1 ntentaba suplir con el 1 a a la vnc:una par cnt cr ü.l • Una e.Je 1 as 

rü:!.ones por las cuales no ~o continuó t:.u aplicación, fuo 

porque los nivclci:;. de anticuerpos que se i.nduc!an por esta 

vía eran muy bajos. <Germanic:r, 198'1). 

En 1 '?60, bajo los auspicios de 1~ OMS <OrgD.ni zaci ón 

Mundial de? 1 a Salud), se: ! levaron u. e.abo ~n diversos pa.iseG 



pruebas do campo para probar· la efic.:.ic:iu do la· vacuna 

parenteral. La prcparaci ón de 2 •1nc.unll.s ci:.tuvo a e.argo del 

Comii:ó de E~tpcr-l:os on F.:~t.:\nd.:\rizac:J.ón EJ:iológic:i:\ de la OMS, dandi= 

se preparó Llna vacuna inactivarla poi- .oicc-t:ona {•1acuno. I<> y la 

vacuna inactivuda por calor-fQnol Cvnc:una L). runbas fueron 

de g. :t.Y.11hi_ T y 2 • La praparadns 

preparación 

a partir do una ccp~ 

de estas vacunas y Sil!::; caractoristic:as, fueron 

descri tai:. pc1r 

Investigaciones 

Unidos tlC?64). 

lü Di vi si 6n de Inmunología del Instituto de 

t<J<:>.l ter Recd do 1 a Arm¿¡da de 1 os Estados 

l..os estudios de campo se real i ::ü.ron en 

Vugoslnvia por la Comisión de Tifoidea Yu.gosla.vLA (1964); en 

Buyan<J por el Dcpartament.o Técnico de Coopcr~ción p~r~ l.;:i 

tifoidea. del Reino Unido (1961>; en Polonia por el Comité 

Polaco pnra la Tifoidea (1C?65> y en ln URSS, por Hejfcc et 

(19661. Estos res1.tl tados fueron rovi oados y reporta.dos 

con gran detallo por Cvjotanovic y Ucmura (] 965). 

ost,"3.S vacunas conf iri o una protocc.i ón al tamontG significativa 

(Vacuna K, 7C?-'?3~~ de efcct i vi da.d > mi ontr as que 1 a 1Jacuna L 

most.ró una eficacia del 51-77%. 

Se han llovado ü cabo prueba<:. con vacunas orales, una 

de GstaG consistió on ti:\hlotas conteniendo 10 X 101º 

bacterias de .§. t.Y..tll:!.1. muertas por a.cotona. Un gr1Jpo de 

voluntario9 tomó 6 tabletas y otro grupo tomó 12, se encontró 

en ambos grupos una afectividad de 7 y 30% respectivamente 

Horni ncl~ gt_ QJ_., Cl q7ol. 

Dentro do los estLtdi oE de vacunas e1<perimentales 
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real i ;:ad os. en var jos 1 ahor atori oc. del mundo se hu ut i. 1i2 ado 

ül ra·t:ón y varias cepüs rJe Sal monel 1 a son patógenas natural et> 

de esta espcci e C.Jcnl~i n y Rol·1l cy, 1963). nsi la inf~cc:iGn 

murina con su patógeno nutur.oi.1 Salmoncllu typhimurium es ol 

modelo má::. ampl i. amente aceptado para e}~pe:?ri 111cnt.aci ón ya que.: 

SalmonE!lla t..'t.n.h!.., que c:os el ~gente c:.:u.1~a.l de la fiebre 

ti'foidea, 

chimp.:.nc:~ 

11;>84) • 

es sol ament-.c vi rul cnta para el 

CMackano~<::::., 1971; Collins, 1979; 

hombre y el 

E:insenstein, 

En con5ecucncin, el mc1dclo murino par~ lo. fiebre 

tifoidea. se ha utili;:ado p.:lra probar; la eficiencia de varias 

preparac:lones inmunizantes no vicJblcs, la cffc.J:c:ia de vacunas 

constituidas por organismos atenuados y la contribución de 

la inmunidad humoral y celular en la defensa dc:l huGspcd 

contra la infoc:ción sistémica oc:aoionudü por ospocio~ do 

Sal monel 1 a cr1ngermfl.n, 1 '?80; l<i 11 ion, l 986; l(i 11 ar, 1 986 > .. 

Desde el punto do vista oHpcri mon f:al, Youm~ns y Youmans 

(196~>, ai.slaron un 

tuborc:ulosis c:on 

componente ribosomal de 

capacidad inmunogénicu. 

Myc:obac:teri un1 

posterior-monte 

V~nnemc-;tn y B:t.gley (Jq69>, mo~traron que los ribosom.:i.~ ais:.lu.dos 

do Salmonmlla typhimurium proporcionaban inmunidad en 

rat:onr.s, c:ttDndo tiP i nfec:taba c:on el organismo vi rul c-nto. 

Johnson reportó que l..:\G protetnas ribosomalo~ 

obtenidas de Snlmonella t.yphimttri1tm eran c:ficac.cs en inducir 

inmun:l.dad on rntones contra ol dosafío de organismos 

homólogos. t.a inmunización de ratones con dosis de 25 ug de 
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protctna ribosomnl, indujo un.:1 protec:.ci6n significativa, 

alcanztindosel una complr.ta protección .-.1 do~is do 100 ug do 

protcina ribosom~l. Est'.c mismo i nvcst i yador encontró en 1973 

que ! il respHosta J. nmunc• i. nduc i d.:.l por las protoinas 

ribosoma}c$ era especific~, ya que r.:i..tonc!Z, i nmunizu.do& con 

prot.oi nns do Salmone?l la typhi murium no mostraron protección 

c:ont.ra c1 dcsaf lo con Si>-1monel1 n chol erne-sui s o Sal mt1nel la 

C?ntsriditis. 

Smi th y Bi gl cy (197:? ::),~ estudiaron el papel do los 

compone?ntes protéit:os contenidos on fracciones de í\RH, 

obt.enidos de Sa.lmonelli\ typhimttrium copa SR-11 en Ja 

inducción de l.nmunida.d contra la infección con Salmonolla. 

Al inocular grupo$ ~o rntoncE"~ con frü.ccionc~!:· que contcni a.n 

dife?re?nte~ cant.idados de ARN y prnteí.nas, so 1:)bsorvó que, 

mientras mós rica. en protcí.nas era 1 a preporaci 6n mejor 

ora la inmunidad induc.ida y que las qu~ contonían más 

del b~ de ARN, era:n bt.1.cnos i.nmunógcnos. Estas 1'.lltin1as 

proparaciones estaban constit.uidas por al menos 25 protoinas. 

M<ls t. arde csttldi aron la hi persensibl 1 i dad tardi a en ratones 

inm1.1.nizados con fri.'1cc.ionQS do esta SalmonQlla, 1 as cual as 

con-tcní.an concentraci.ancs altas de proteínas <Smith y Biglcy, 

1972-bl. 

Misfeldt y .Johnson 11978-bl purifi c:aron 

ribosomales do Salmonolla typhimurium SP.-11 11 

protoinas 

1 as cual os 

fueron probodas como inmunOgcnos nn t.res e.epas de ratones. 

t_as prote!nas aisladas protogiaron tres cepas al sor 
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dos.'lfiadc'ls r:on ol organlsmo homólogo ;:¡i di For~nc:.i.:1. dal ARN de 

donde no i ndt1jo inmuni dud pv·ot.cc:.tora, 

ino~pecf fica en dos de c~ta5 cep~s. 

Venneman <1c;t71) rcpot~t6 que lZ'fs fl'· .. ac:t:ionos ribosom~lcs y 

liJ. de ácido ribonnc:.lóico U\RNl obtenidas do Salmonclla 

typhimuritun indujeron en rnt.oncs un¿1 inm\.\nidud compurablc C.Ol"l 

1 a de la'.!. e: opas a.tc.·nuadas del microorganismo virulento, 

sugiriendo que la rcspucs+.~ inmune cclulor y hl1moral fut..:-ron 

inducidas ~clec:tiv~ment:c por divc-rso~ compono11tos do la 

célul iJ bac:+.criana, 

modiad.::i. por c:61 ul as .. 

y qlte la rcsp11csta antisalmonclla era 

Muchos invQt>t.i gadorc,.:. han tenido ó~ti to en induc:i r 

niveles do prot.L~ctora '"' ratono<;.; contra 

subsecucnt.es dosts 1ctalc$ de Sa.lq1onello. sp, 

natur.:\l raza do 1 os ant:í genes que conf iorcn protoc:~i ón han 

oc.a~.ionado c..ontrovcrsi as <Killion y 1'1orrison, 1G'86) .. í\lgunos 

re~ultados d~da la diversidad de antígenas usadoE>, <.:>uglrie~-on 

que solo lvs vacunas vivas o ~tcnuadas son capa.e.es> de inducir· 

inmunidad colular y proteger P 105 ratones contra el dosaf io 

letal de S.o.1monel1 ¡,. .z.eg1~n Bl anden 1 C?66, 

Sin mmbargo, datos mó.s recientas no han 

confirmado est.as conclusiones. í\ este rcspcc.to lln n1lmcro de 

vacunas que carecen de cólt1las de ª-ªlmonol..1.A v'iabl~s ha sido 

emplea.do por di·fcrcn-t.e~ laboratorios y han inducido una 

e~col ont".o prot.occi On contra 1 a infección do Sal monol las 

virulcnt~s. <Svenson 1q7~, Mis~cld 1~78). 
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Otros cstudi os, hnn c:.ugcri do q11c anti gcnoz ui t;.] ados c:omCJ 

el l..PS o LPS-Protelna son e·Focl:ivo~ en l u prol:.occi ón c:ontru. 

la infección c.on Salmonalla (Einscnstcin, 1978-198/l). 

E:t intorós por ost1tdiar lilS prutc:ii.nus obtenida~ d~ 

Salmonella Cll atrib1Jto de ser buen oc 

inmun6gonos ha ~ido rC?portildO por l(us~i el ª1_. :o (]979-1961>, 

quienes puri ·fic¿iron protcina5 de membrana c:;tcrr,.:i de §. 

typhimurium l lamad.:\s "porinüs" que indujeron on ol ratOn un 

alto grc:1do do inmunidad contra c1 01·90.ni 5mo virulento, 

"porinas" contcnian cantidades c:onsider.:iblos de 

l i popal i. sac:ár ido <LPS> y lipoprol.eínu Cl..P>. E:~Laz proteínas 

1 i bros de sus contami n¿:intes CLPS>, CL.P> pcrUí. an su poder dQ 

protec:ci ón y Schclc.ht y Dhatnagcr (1985, a··b) obtuvieron 

proteí.nas libre5 do polisacárido de una ccpü rugosa. da §.. 

tychimt1ri um qtto mostraron ser buenos i nmunógcnos. 

nctualmcn"tc:o a:~i sl:o on Mó::ico sólo unu. v.ac.:una 

reconocida oficial mente para pr(!vcnir 1 a enfcrnicd~d y l!Gt.c:J cs 

produc:.ida con b.oic:terias complotas muerta~ por ol c:a.lor. Esta 

vacuna ti ene varios i.nc:onvcnicntcs como son: t:.-l de inducir 

inmunidad de r:orta duraci 6n, por lo que ea nocosario 

reinmunizacioncn co.da dos o tres años; l il vacunación requiere 

la apl icaci 6n de dos inyecciones subc:ulánoas o 

intramusculares y produce efectos odversos debido a 1 a 

prrasenci a de endotoxi na. No so recomi onda su o.pl i c:aci ón en 

ni\l'os pequeii'os ni. es para uso general Garza Romos et g]_. 

<1986). 
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En ol laboratorio donde ~e desorrollo el present~ 

trü.bajo se ha tratado do cncontr.:\r anligonoG ohtonidas de 

Snlmonelln i.Y.nh!_, y Snlmonelln tvphimuriHm con Cilpacicl.:i.d 

protoctorD quo rcemplucon '-' las cólulu.5 complctus como 

inmunógono!J. y .::t part.i r de protei nas Como 

antcc~dent:os a este objc-ti vo Mol in.:\ri y 1-~rraldo en <1974)' 

probaron uno vac:unn c:on5ti tui.da pri nci p.:il mente poi- ribosomas 

de §.!'.. typhi muri um con 1 a qura protogi eren ::i.l 

ratones dos¿ifindo!i contra 100 Dl ~o de §. 

100% di=: lo~ 

t.::tP-hi rr1ur i Uf!t 

vtrulentü.. Molinari y Cabrera (1C?7'1) v3loraron l.:\. potencia de 

una prepé\raci ón ribosomal obt.eni da de Sal monel l.n !-_'iQ.b.L Ty2, 

usando como est-.t.ind.::-.r do roferencia una vacuna olabor-ada con 

SA1monell.A tyQ.hL Ty2, i.na.ct.ivnda por cal or-fcnol. Las 

resulta.dos mostruron quo el grado de prol:occi t'Jn inducido c:n 

loia ani.malco inmuni-:.ado~ con lü. prcpa.ración ribosomu.l, fue 

significativamente m<ii:. al to, quo el da los ratones 

inmuni~ados con l .::i. v~cunil. de rofc-renciu.. 

Molinari encontraron qtH3 

Po=.tcri orn1cntc 

prepara.e.iones 

ribosomalcs obtcni das de Salmonel 1 a :t..:iQhi. Ty2 que protegieron 

al ratón contra el do5aflo dn l~ S3lmonclla vir11lcnt-.a con un 

margen de seguridad ml1y atto por su baja toH.icidad en el 

ratón. Más tarde Tato y Molinari <tc:;>7C?> aislaron complejos 

inmt.lnogOnic.os de Salmonelln t.yphimurium y §. ~ Ty2 

prepara.dos por ol método do polvos acetónicos. Estos 

complejos, e~T.i\ban ·formndos al menos por 25 proteína~ l.::i.s qu~ 

tndLtjeron un alto grado de inmunidad contra el 

virulento homólogo. El complejo obtenido deªº 

1:'5 

organismo 



Ty2 indujo müyor protccci ón r:n l 0'3 .::i11i llhl] t.:'ú 

inmuni'::::<ldo~, quc l.:.. vacttn<l ost;!tnd.J.r do la Sc:ocrc·l:.:iríu de 

Sal Ud. Molinar i ( l 981 ) ' obluvi crcJn del compl e::jo 

inmunog~nico dra ~· t:lf:!hi a tr.ó'tvós cln 11na. columna dt:- OE('iE-

Celulosa con 19 frv.cc:ianc:-o:-,, se-is de las c:.ualc5 t·csult.:<.ron ser 

buenoi:. J nmunógnno~!' una do la'3 -Fr""'cr.:i nnns (4) c:onsti tu:íc.Ju. por 

3 pro1:C>i na~ indujo en ratone<::. un al +.o grv.do de protec:ci ón. 

Final monto una ribonuc:looprotoín.J. ~o puri Fi c:ó do e'Zita 

-t=racc:i ón con un pes.o mol c.:>C:lll ar de B, 500 dül tones, rc~ul ta 

inmunogénic:a Y"' que protogió a r.:l.tonos contra al desüfio do 

1 O DL.r:.co de §. !.YIIDL· 

HipótQüiS 

EHtrnctos do proteí na1r. ohtcni das d<> Sal monel 1 n 

~yphimurium han Bido ostudiadas por diforentos investigadores 

cuyos resultados 

sin ~mbargo no 

apunt.Dn a que '3Dn muy buenos 

Ele ha purificado todavía 

inmunógcno~, 

una proteína 

involucrada en la inmunidad. Por lo ~anto, CHipótcsiG) debe 

h'1bcr protol nas qt.lG func:i onen como i nmunógonos,. pero es 

importnnte purificarlas con ol objeto rJr.- estudiar- su papel en 

la inducción da inm1lnidad. 

Ob :let.ivos 

El objeto del presente tr~bajo es la purificación de 

proteínas a partir de extractos protéicos obtenido~ de Salmgnella 

~hi muri ltm, 

capacidad do 

y probarlas par a detectar aquellas que posean 

inmunizar al ratón contra la infección del 

bacilo virt.tlento. 
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ORGAMIGRl\MA 

De 1 a puri f i caci ón de protei nas do Sal monel 1 a typhí mur i um 

lnmuniza.ción 
y pruebas d 

inmunidad 

~ tychimurium 
cultivo 7h/37"'C 

r--· - - -----, 
1 

Polvos acetónicos bacterianos 1 

Com lle o lnmuno óni co " 
li=:1 ectro-Foro~i ;J 

• 1 
1 
1 

t- --·Cromo.lo r.n.fín DEAF.-Colu1os;:. ... ·--- ..... -.1 

1 
1 
1 
1 

~-

1 

Prucbu. de 
Endotox in-

~-------"----------.-!- - - -- - .. -1 
....... Cromatogr afia Si:! hade::: G-20 t 

• 
lLc•oryJt.····~ 

Elcc:troforosi 
peso 

' mol ec.:ul ar 

+ 
~ ........ romat.o rafia Se hade)( G-50 .. ___ ....... -..l 

Tesis 
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Ml\TERil\I. V METODOS 

Bl\CTERHI: 

trab<ljo .fu~ obsequiada por t:~l Dr. Loonc:i o Fi 11 oy del 

Laboratorio de BnctPriologí~ d~1 Ho$pital ln·í·antil de M~)~ico 

de la Secretaria do SalHd Fue aiisl.:ida do nn caso clinico 

y rctipificnda en el lnbo1-ni·.01"'ic1 mcdi ~nt.c prucbos bioquinlicas 

y sorol 6gi ca<r.. 

OBTt;;:.t-IJ;!.91'L_!lSI,, COMPLE_,JO lNMUUOGEtHCO DE "S. TVPH1MLIR1llt1" 

Con ol prop6sito do obtenor antigGnos de Salmgnclla 

~hi.murium, se sigui 6 el mótodc:1 de Fcozsenden,. ~ í!!_. (lq67) 

Los polvos acet6ni cos obtcni dos -F1toron proce<:.,:ldos de acuerdo 

al mt!todo de Ta.to et fil_. t:.c inocularon 1 O l i. lr-05 de 

cal do do soya tryp t-. i c:a~., con 200 ml de un cul t:. i vo do 12 hr de 

~ :t.Ylah.t.mttri111!l. q110 se incubi:iron durante 7 hr a 37°C. Lato 

ct!lulD.s bacterianas se cosoch.nron por cen-t-.ri Fug,:1.1:.ión a 7,000 

rpm durante 15 minuto~ on unu ccntrl{-uga t·efriget·alta So1~·.ta.11 

RC-58. LZ\S cOlulas b.;).cterianu'3 so resuspondicron an 20 rnl de 

acetona fria, previamcnt.c deshiclrat<J.d~'l con cloruro de calc:ici, 

lil s11sponnión so agitó durante 10 minuto~ y so p~só 

a trav~s de t.\n filtro de vidrio usando una bon1ba de vaci.o, 

repitiendo esto p<;\SO hasta que li..'- acetona salió clara, se 

aA'adió c.loroformo frío para eliminar 1a acetona y o1 material 

se dajó secar durn.nte 72 hr en unü. cámc"lra al vacío. Los 

polvos acet.Onic.os se rcsuspondi eron en amortiguador du 

fosfatos 0 .. 01 M~ pH 7. 2, contoniondo cloruro do magnesio 
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0.012 M, dasoHiCtllt\to de ~odio 0.1.JX y 

cloruro de pot.nsi o O. l M. Se nñadi 6 dco::o~'i rt~ :i bon\lt:l casa ,;:. 

l\na c:onccntr<:1:r.:i6n -fin.:i:l dE: 7.0 ug/ml y so inc1Jbó dura1yt:.c: 1 

hora o 38ªC con agilac:i 6f'I c:.ohtinua. El lfli).i:.cri ~\l se- t.Jj u.li;::ó 

durante 3 dins contr.<:t nmortiguador de fo~.f.:--li'.o~ o.r;J M, pH 7.2, 

cont.enlondo c.toru.ro do mo.gno5i.D 0.01~ l'l y clorura de potasio 

0.1 M con cambios -frcc:ucntc~. El mnlQrivl dializ..ado Pt: 

contrif1.\g6 a 17,500 rpm, dt.lY-anlc 15 minutos u. 'IQC. El 

sobrenadantQ so doc<1ntó cuidados.amen-te, sa cstQrili;::ó pcr 

.filtrac.i.ón a trci.v6s; de una. membrana Milliporc do 0.22 urr1, ~e 

liofilizó y se aJ.macen6 a '1°C. 

OE:TERMtNl1C:ION DE PROTE!Nl\S 

Se dei:[1rminó la c.onccnt.r.t1ción dt!" protorn.o.s del Complejo 

tnmunogénico; en F'raicc:iones OEAE-C~lulosa.. F'r.iilccion~:; do 

SaphodeH G-~00 y 6-"50, pot" el mótodo de l~owry, t..1t il• (1951). 

El mdtodo sa resumo de la siguiente manorai 

Preparación do los rea~tivos~ 

Reilc:ttvc A 

El reactivo A es un.:J. rrte7.cla de tres. soluciones 

patrdn <A-1, A-?., A-3) qua so combinan poco an·t:.e~ 

dQ su uso. El reactivo debC' ser utilizado dt::ntro 

de las :?4 hrs dei;do ol moment-.o do su preparatión .. 

Bruu;t.tyo 1\-l. 

Tart.rat.o de sodio y/o po\:C)i¡:;ici. ................. 2.0 gr 

Agua dcsti lada hasta ............................. 100.0 ml 



Reactivo A-2 

Sulfato de c:obrc hidratado ............. . 1.0 gr 

Agua des-t:ilada hc3.sta ................. ••• .100.0 ml 

B~c_t-i vo A-3 

Carbonato de sodio ....................... 2. O gr 

Hidróxido de sodio 0.1 N hasta .••••..••• 1 .. 0 lt 

Se preparó el ro~c:ti vo de 1.:'I si gni ent.e mi.l.nera: 

Roai=ti vo A-1 ............................. l parte 

Rea e ti vo A-?. ................................ 1 parte 

Roactivo A-3 ............................ 100 p~rtes 

Reactivo de Fenol CFol i n-Ci oc: al tea.u> se di 1 uyó 1 ' l 

Tratami onto 

1. Se ajustaron con u.gua vol úmcnes de O. 4 ml: 1 as mucr:.tras 

con 1:oncentración desconor.:ir!a de protcinas do Complejo 

Inmunog~ni ca de Sal monel 1 n t.yphi nu lr i tuo y 1 a'Zi 

fraccionas obtonidas por cromatografía t=:in DEAE-Ceo:lulosa, 

SephadeM G-200, 

cada mucstrn>, 

Scphadc:; G-~O C50 y 1 00 ug de peso sec:.o de 

los osf:.ándnres de protq!n'1 qno incluyeron 

conccntrnciones de 12.5, 25.0, 50.0 y 100 ug d~ illb•'.tmina 

sérica do bovino (Sigma> y los blancos contenidos t-.odos ollas 

por duplicado .. 

2. lfna. ·ve;: ajust..o.cto el vol i:i.m~n de c:ad.:>. muestra a o .. 4 ml se 

a~adieron 2 ml dol roactivo A. 

ambient.e duranto 10 min. 
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3. Despttés so añadieron 0.2 del reactivo B a todos loü tubos. 

Se incubó a t.emperatllra ambi cntr:- tJur<Jnte 30 min. 

4. determinó 1 a don~i dad dpti ca a 501) nm on un 

espoctrofotómr:.>tro ?EISS modelo Mi1 QITI. 

5. Usundo el promcdiG:> do 1 a densidad ópl:ica. obl:cnldil. para 

cada muest.ra de protel na no c:onoci da, se dot.crmi nó su 

c:oncontrac:ión a p~r ti r di= la curva de e.ali braci ón que 

proporcionaron J.:io;. lcctu1~.:is de loü cst6.nd.:ires. 

CROMl\T013Rl\FH\ EN DEAE-CELULOSA 

Se rcsuspendieron 210 mg do protcina del Complejo 

tnmunogdnic:o en 30 ml de amortiguador do ·Fosf.;1toü o.oz M, pH 

a.o y se hizo cromatograf/a on ttna c:olumnD de 1.5 :-: 56 c.m, de 

DEAE-Cel lll osa <Bio-Rad,. Richmond, Calif!),. 

previamente c:on amortiguador de fosfatos 0.02 l't, 

oquilibrada 

pH e.o, el 

material -Fuo elu1do aplicando un gradiente disc.ont.inuo a 

c.onc.ent.raci anos crcci. C?ntcs de Nu.Cl dcGdo O. 01 M, h"'!:.ta 1. O M. 

El mo.teri.:l.l alui.do so c:oloc:tó en alicuolü.s de 3.0 ml y la 

s~lida de proteínas se estimó por absorbanci~ ü. 280 nm on un 

monitor ISCO f\lf-5 conoc:t.:1.do a un grctFic:ador .:tutomático. El 

mat.c:orial do cada pico se mezcló, dializó contra agua cont.inua 

y liofi li~ó. 

~ROMAT06RAFf A EN SEPHADEX 6-200 

fracciones de DEf\E-Cclu.los.:i c:on mayor 
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i nmunogeni ci dad <3, 11 y 5) se rct.;uspcndi r:-1-011 nn 8 n1l 

amortigu.ador de ·fo~fntos o.o~ M, pH 7. ~ y s.C! pasaron por \lna 

columna de Soph~dcn< G-200~ c1c 1. ~ :: 81\ cm. 1 a c.ual 

equilibro proviamcnta con u.mort-.iguador du Fo~;fato;. O.O:! M, pl-I 

7.2. El mat.eri a:l se 

coloc:tilron 4\l::tc:u.ot.:i~ de 3.0 m1 y la !;;a\ida de proloinn~ se 

est.i mO por abo;;orbanc.i. a a 280 nm en un monitor ISCO AU-5 

r.:onoc:tado a un grn.ficador a1.1tom6.tico. El m~torial do cada 

pie.o se mezc:.16, diali:zó y 1iofi1izó. 

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-50 

La. frnc:.ci On 6 del c.romat.ografo c·r1 Scphadcit G-2r;o quo 

rosul to cz.er al tamont.o i nmunogónic<:l so rc:5ut;pt::ndi 6 en 7 ml do 

amort igu.:i.dor 

c.alumnn. do St?phüdC!H 0-50 de: 

pH 7. 2 ·¡ se p<:\~O por una 

1.5 X 30 cm oquÍlibrada 

prmviamcnte con a.morti9undor de fosfa:tos O.fJ2 M, pH 7.2. El 

matcri nl sa oltlyó con el mismo amortigt.tador, se colecté:\r·on 

allcltot.as de 3.0 ml y la salida de protcinu.c:. se cslin16 por 

ab$orbo.ncia. de 280 nm en un monitor ISCO AU-5 conc:c-tüdo a un 

graTi cador aut.omát.ico. 

dializó, y liofilizó. 

El mat.c:ri.:11 d~ cada pico se 111c;:.c.l6, 

fil-ECTp\lf'QFJO~S~l~L_§FJ,,.~Q_L H\Cfilb.Jm.1 DA EN PRESENCIA DE SOS 

Las .frac:c i onos i nmunogóni c:as do DEAE-Ccl t1l osa (3, .,_ y 

5), se estudinran por clact.roforesis en gel de po1io.crilamida 

~n prc:"Zonci .a do SOS de u.cuerdo ~l mót.odo dosc.ri to por Sc:heele 

(1C?75). Se uso un gra.dicnte de poli.n.cri1"1mida. del b al ia•t.. 
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Las mucst.r as se sol ubi l i =aron en un amort i guadot· qLlO 

contmnla; 5~ B-mercüptoetanol, '2% do SOS, 0.01 M Tris HCl, pH 

0.001 azul de bromofcnol, y 10% de glicerol. 

electrofora5:1is so rculi-;:6 aplic~ndolc una corriente dt:- 200 

voltioo.:;, el 

1 a noche -; 

gel se ·fijó en óc:ido ncótic:o al 7~~ durC\ntc toda 

se tifló c:on una solnción i..'l.l 0.1 i~ de azul de 

Coma.ssic, E!O una mezcla de 0.5 1 t de met . .:ii11ol, O.!'i l l: de ¡,.gt.1~ 

de$tlladn, y O.l lt de 6cido acótlco glaci~l. Se dnGtiñcron 

con una solltci ón preparada con O.!"i 1 t de agua dcst.i 1 ada., 0.5 

lt. de motanol y O.l lt de ácido ac~·tico glacial. 

DETER11INACION PE PESOS MOLECIJLAP.ES 

El poso molecular de las proteínas del complejo 

inmunog~ni co añí como de su.s frocc i oncs t:n ScphadcH G-2CIO y 

G-!50 se estimó da acuerdo al mótodo do Neber y Osborn <1969). 

Los geles 

acrilamide1 

bldestllacla 

so prepara1~on c:on unn sol uc:i On de 

y 0.6 do motilbisac:rilamida en 100 ml 

y con amor t. i gt.tador del gel c.ont.cni cndo 

fosfato monos6dic.o~ 

22.2 de 

dD aguu. 

7.B de 

7 H20 y Z 

gr de SDS, por 

38.6 gr do f~sfato di~ódic:o. 

litro on tubos do 7.5 X O. S. La 

elec:troforea.is se realizó en un opa.rato Dio-Rad, con el 

amortigt.tador disuel·to 1:1 y aplic:ándolo una corriente do 8 

mA/t.ubo durantc ~ hr~ a t.emperat11ra ambieni:e. Los geles sc 

tiKeron dur~nte tod~ la noche con una solución de azul de 

Comassie al 0.7-5% en unn mczc:la dQ '1511 ml de metanol al 50i'. y 

46 mi de ácido ar:ótic:o glacial, se destiñeron con una 
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solución que conten.l.a 75 ml do 6:cido .:\cótico glacial, 50 ml 

de metrinol y 87S ml de ag1.1n. l.il movilidad de 1 as proteina5 se 

calculó con la siguiont.o -Fórmula: 

MOVJLIOf\O: Pist:ancia de Migración de la Proteína 
(_ongi tud dc.•l gol despuós de toñirst:! 

Longitud dol gol ilntos r:lo tc-ñi rso 
Distancia de Migración del Color~ntc 

X 

Se uaaron los si g1Ji en-tos C1$t . .1ndar1~s do peso molecular 

(Sigma>; 1 ac.toal b11mi na <t~,200 dl. lnhibidor de tripsina 

(~0,000 d). tripsinógQno (24,000 d). anl1idrascl carbónica 

(2'?,000 dl. Gliceruldchido 3 foe>fato dc~hidrogenaGa. C36,000 

d) • Ovoalb•1mina bovin."l (66 .• 0000 d) y Gal.rict.osidasa: (116,000 

d) • 

Grupos de 10 rC)t.oncs de!' la cepü CD-1, pesando 18 ± 2 gr, 

se inmuni;::aron por v;a subcutánea con 20 ug dul Complejo 

Inmunogdni co do ~ +.yphi muri um y de ca.da una do las 

subfrn.cc:ion~s obtenidas en los pasos sucesivos de 

fraccionamiento de DEAE-CclLtlosa:, Sepha.dca G-200 y Scphu.dc-a 

G-!50~ re5uspendidos on 0.1 ml de soltu:ión salina -Fii:iiológic:a 

O.t~ M,una segunda dosia s~ inoculó 7 d-iat;. daspu6s on las 

mismas condiciones. 

Los ratonE"s inmuniza dos se dt?saf i aron 7 di as dcsput!s de 

la 1~lt.imu inmunizd.c:ión con X DLcso do fu_ typhimurium <Ver 
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resllltodos) creciendo en fa.tic logilt·itmic:a .. l.il titul~ción do 

virulpnc:ia se rouli~ó simultaneumen-to con c:adl3 pru.c::ba d~ 

i.nmunidad de acuerdo al mótodo di? Rccd y Muench (1938>.. En 

todas Jau pruebas $C incluyeron testigos ~ typhimurium, so

culti.vó en infusión cerebro-c:or~~ón agar durante J2 hrs. a 

las cól ul as ':l~ cosoc:haron u~ando sol uc:i ón sal i nü. 

0.15 M, ct".ta su~pcnr;.ión bactcriüna DG ojustó a i.o 

Uni.dad de OC?nsidad Opt-.ica a 560 nin en un ospectrofotómetro 

Zei SS M4 Q l JI. En rt?port-.e!';O. ant.criorcc;; Ta.to et .f!!.., <1979> y 

Molinari ( 1981) han ost i mado quo una. s1.ispons i ón de 

S.!t.lmonelln cuya nb!!iorbanci a C-5 de l .fJ lJOO aproxin1adamcnte 

equivale a 3.9 H 10• IJF'C/0.1 ml apro>:imadamcnte .. Los ratones 

se desafi a.ron por vi ci i n·traper i toneal con una suspcnsi ón 

bacteriana. en un vol umc:n do o. l ml do sol ui: i ón salina estéri 1 

0.15 M. Los nni males so observaron durante 21 di as después 

dol desafío y la prof'.eccidn se roporl:ó como el n•'.l.mero de 

animal es que sobrevivieran al roto~ sobre el n1~mcro de 

animales probüdos .. 

OBTE.!'ICION DEL ANTIG!;_NO "O''. LIPOPOLISACARIDO 

Para obtener el lipopolisacárido de s .. tyohimu1-tum, so 

siguid et método do l.Jestphal <Kwapinski, 1972>. s~ cultivó 

!; • typhimurium en infu~ión do ccrobro-corazón agar en cajas 

do Petri. durante 2'1 hrs .. a 37c:oc. Lc:is c:ól ul as bü.c ter j anas se 

cosocharon con 20 ml do agua bidesti lada estóri 1 11 so 

afí'adi eron 31 ml de fenal al 75%, la mE>=cl ~ se doj ó on 
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agitación durante 30 min .;;i, 5"3C, ~o ccntrifLtgó a 6,000 rpm 

dur.,nt.e 15 min, la fase acuosa se c:oloc:tó y el mat:.eri al 

remt:lnente se volvió a 1 avur con 20 ml de u gua bJ. des ti 1 ad~'l 

estéril, se agitó y sC? C:Qnf:rifugó nuevwmonto. (_1:1s dos 

sobrenadantes se mc=claron y se diülizaron contr~ agUil 

c::orri onta durant:E! 3 dlas y un dia más contra agua 

bidostiJada. Postori orment_c:-, C?l mntcrial se centrifugó u. 

7,000 rpm por 1~ min, el sobrenadanf:e s0 rodL\Jo a un volumon 

de 20 ml, se Je agregó un volumen de alcohol etllico yl o~•.
• ..J ,. 

frlo paru precipitar ~c:idos nuc:lóicoz, el precipitado formado 

se separó por ccnt.riYugación a 6,000 rpm por l 5 mi n. 1\1 

sobronadant.o -::.o Je- a'rl'adieron 6 vol1'.l.munos más do alcohol frie 

y .,,¡ lipopolisücárido precipitante se ;:>eparó por 

centrifugac:idn a 7,000 rpm por 15 min, ol sedimento se 

resuspcndi d en agltil bi dcst i 1 ada y 1 i of i l i z6. 

r~a concentrac:i ón de LPS de Sal monol 1 a typhimuri um. so 

determinó usando el m6todo de Antronn CPutmCln 1957). Este 

mdtodo consistió en agregar 0,2 ml du una solución al 0,2Y. de 

Antronn CMerck) en ácido sulfó.rico a tubos de l.J :-: 10 cm 

conteniendo 1. o ml de muest.ra con 900 ug 6 l 000 ug de peso 

seoco. Lo$ tubos se calentaron en bailo maria a 90°C durante 

16 min y enfriaron a tnmperatura ~mbiente, la concentración 

se deoteorminó en un cspectrofotómetro Zoiss M'l QIII a 625 nm 

do longitud dD onda, se incluyó curva Gstándar cie dextrosa y 

blancos .. 
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PRUEens DE ENDOTOXINA 

Esta prueba tuvo por objeto es.timnr Ja presencia do LPS 

en el Complejo Inmunogénit:o, sus fracciones y sub·fraccionos 

c.romatográ.ficas. Lil inyecc:i ón intravenosa de a.cctal.o ele 

plomo incrementa la sensibi lidatl do l.:'1 ralc.\ a la cnc.Joloaina 

de varias bacterias Gram-Nogativas ap1·ol~imada:n1entc.: 100,000 

voces arribe"\ do lo normal CScly~ ot ª1_. 1966). 

A grupos de JI rat.;;i.s de la ccp<l t>Ji st¿u~, pesando 200 ± S 

gr so les inyectaron por via int.rilvenosa 0.1 ml de una 

solución que contenía 20 ug de proteína, del Complejo 

Inmunogénic:o, y de cada una do sus sub·fracc:ioncs y 5 mg de 

acetato de plomo; se incluyeron 3 grupos testigos a uno al 

que se lo inoc:uld 5 mg de acetato de plomo, otro al que se le 

aplicó 2 ug de LPS de Sa1mone11n typhimurium, y al último se 

le inyectaron 2 ug de LPS mezclados con 5 mg de acetato de 

plomo .. 
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RESULTADOS 

El resulta.do del frac:c.ionamionto del Complejo 

tnmunogóni co da St!.l monel 1 n typhi mt,ri um en e.alumna de DEAE-

Celulosa se observa en la. Figur<J. 1 donde- sa puede vor qucz: se 

obtienen t2 ·fracciones. 

1.0 

'0.5 

o 

Figura. 

NaCL (M) 

.oo .1 .. .~ .4 .•. ..,. 

3 

11 

4 

5 
10 

7 

8 

Lavado 100 200 300 400 

NUMERO DE FRACCIONES 

t. Fraccionamiunto del Complejo Inmunogénico de 
Salmonalla typhimurium en una col1.lrnna 

\ 

de DEAE-Celulosa. So eluyó por pasos 
incrementando la concentración de NaCl en un 
amortiguador do fonfatos do sodio 0.02 M, pH a.o y 
se colectaron al ic:Lto·tns do 3.0 ml. 
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Estas t 2 ·frilcci oncs y el Compl ojo Inmunogdni cu so 

ut:i li::aron pcira. r-t=ali;:ar pruebas do inmunidad. En un primer 

experimento dC? inmunidad ~e probaron las fracc:i ones 

2,3,4,5,7,10 y 11 los rat.ones inmuni;:ados con os tas 

-fraccione-=., se desafiaron con SO Dl-uo por vía intrape1~itoneal 

los resultados se resumen en el Cuadro 1, Uondo su obsarvó 

qurn las frac:c:ionc:-s 3 y 'l inducen i.nmunidad on el 80%. de 

los rütones, y las frac:c:ionos 5 y 7 un 90Y. do inmunidad igual 

al observado con el Compl C?Jo lnmunogl'!n:I c:o. En la .figura 2 

podemos observilr 1 ü zobrevi da post-deQ.nf l. o en func.i ón tlel 

tiempo, se nota quo el SOY. de los t.c,.;1-.i.goo:. habían muerto D 

lo!l ? días (Tiompo letal cJ.l 50%) mion-tras que en los grupos 

de ratonas fnmuni;:,"l.dos con el CompJ¡:.•jo Inmunogónic:.o y los 

pi C:Oü 3, 4, 5 sólo se ob~ervaron del 10 al 20% do muertas en 

Jos primeros d~as. En la F:f gura 3 so grü.·f i có la sobrevi da en 

f1.tnctón dol tiempo, de Ja prueba do inmunidad da los picos 7, 

10 y lt. EJ. 50~ de los tcsti.gos había. mue:-rto a los 7 dias 

mi entras que en 1 os grupos de ratones inmuniza.dos con el 

Complejo lnmunogónico y cJ pico 7 so1o muri.ó un ratón en cada 

grupo, los días 12 y 13 rospectivamente. 
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Ctll\Dtm 1 

Prwtentde de 'obrevlvenda de ratonn des1Hados con 50 Dluo 
n,, 1 to• U.F.C.1 del 1lcroorganls10 ~lrulento por "''ª 
iatr111erltona1t pre-.laaente ln1unl11dos con 20,0 ug del COap\ejo 
lntunogtntco de L. typhl1urlu1 y de algunai; de sus fracciones 
obttnlda' en !IEAE.Ce1uto1.n.. Estudio etectroforfllco 
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Figura 2. Sobrevidn de ratones d~~afiados con 50 DL~o (1.97 X 
104 IJ.F.C.) dc=l microorganismo virulento por v:la 
int.raporit.onoal testigos e inmunizados previamente con 
20 ug dol Complejo Inmunogénico de Salmonglla 
t.yphimurium o de algunns de sus frac.e.iones de DEAE
Celulosa. 
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Figura 3. Sobrovida de ratones desafiados con 50 DLao (l.97 
X 104 U. F.c.) del microorgani~mo virulento, por 
vta int.raperitoneal prcvi amente inmunizados con 
20.0 ug del Complejo tnmunogónico do Salmonella 
!.:tghimurium y de algunas de sus fracciones de 
DEAE-Cclt1losa. 
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Las fracciones 3,4 y S obtenidas en el fracciona.miento 

da DEAE-Celulosa mostrüron elovada inmunog~nic:idad, se 

decidió mezclarlas y cromatcgraTiarlas en Sephadca G-200. 

o 
CD 
N 

' o 
:e 
~ 

1.0 

o.s 

1 

10 30 

•• 1 1 

/~ 
\ 
1 

50 

NUMERO DE FRACCIONES 

Sephadex G-200 

280 nm 
260 nm 

Figura 4. Cromatografía Gn Sephadex G-200 de las ·Fracciones 
3, 4 y 5 obt.eni d.:;1s on el fraccionamiento de DEAE
CoJ ulosa. So otuyó con un amortiguador de 
fosfatos do sodio 0.02 M, pH a.o y se colectaron 
nlic:uotas da 3.0 ml cada una. 
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Se obtuvieron fr,,c.c.ionos que se agrupürc1n y dcnondnaretn 

dol I al VI como se muestra en la fig. 4. Con estas 

.frac.cionos y el Complejo tnn1unogénico ne r·cu.li::aron pruebas 

de inmunidad, los resultados so re~umen en el Cuadro 2, donde 

~e observa que los pie.os lI, 111 y 1JI induJc::ron un alto grado 

de inmunidad (p<0.001). l:::n la Figura 5 so registra la 

eobrevida; en función del tiempo, se observa que el 507. de los 

testigos hablan muerto nl 7o. dia (TLuol mi~ntras que en el 

grupo inmunizado con el Complejo Inmunogónico nolo se 

registraron~ muertes; durante lo~ primeros 12 dias los picos 

II y IIt indujoron un alto grado de inmunidad C90 y 1007. de 

9obrevida respectivamonte. 

l~n -figura 6 muestra el porcentaje de cobrcvida de 

ratones inm1.1nizados con los picos lV, V y VI obtenidos de 

Sephade)t G-200. Solo el pie.o 6 mostró un alto grado de 

inmunogenicidad (90~ do sobrevida>. 
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Clh\DRD 7 

Pcrtl!:ntaje de uobrevivenda de ratones de!ialiados ton 40.5 Dl110 
U.7 1 f(\• U.F.C.I ditl 1lcroorgants10 vlrulenlo1 por via 
intraperltoneat prevta•nte inlllnizados con 20.0 ug del Co1plejo 
Jn1unoglnlco de s. typhl1urtu1 y de at1unas de sus fracciones obtenldas 
en Sephade• &·200, Estudio eleclrofor~llco. 

Fl!ActlDll lllllllll!AllTE t DE YALO!I DE IMIERD DE 
stl'ffAMI G·700 Sll1R[VID! P BANDAS EN 

ELECTRDFMESIS 

CWl.EIO lllllNl!lEftlC11 60 ),05 19 
1 30 ),5 

11 90 ),001 5 
111 100 (,001 6 

'' 20 
y 30 ),5 

YI 90 >.001 
TtSTl6115 20 
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Fi9ura S. Sobrcvidp .. de ratones tcst.i gos o i nmu11i za.dos- c.on 20. O ug 
del Complejo tnmunogénico de Salmonclla typhimurium y 
de algunas de ~us ~rae.e.iones de Seph~deK G-200 y 
des<:\·fia.doG con 40.5 DLoo (1.7 X 104 U.F.C.) del 
microorganismo virulento por vin intrapcriton~al. 
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Figura ó. Sobrevida de ratones testigos e inmunizados con 20.0 ug 
del Complejo inmunogénico de Salmonella typhimurium 
y de algunas de sus fracciones de SephadeK G-200 y 
desafiados con 40.5 DLao <1.7 X 104 U.F.C.) del 
microorganismo virulento por vía intraperitoneal. 
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Se decidió sub~raccionar el pico VI de Sephadex G-200. La 

figura 7 muestra el perfil do olución en Sephadox o-so do dondo 

se obtuvieron 3 c.omponentes denomi nades pi e.o~. A, B y e, l oG 

Ctlales Ge utilizaron para inmunizL\r ratontz.s. Los rosul ta.dos de 

la prueba de inmunidad, se resumen en el cuadro 3 y figura B. 

Solo el pico (\ mostró una elovada potonciu. lnmunogónica BOY. de 

sobrevida despuós del desafio con 65 OL~o del mi c.roor·gani smo 

virulento. 
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Figura. 7. CromatograTiu. en Sephü.de)< G-50 de 1-a-f·racct·on·· VI - ·do·------
la crom.:itografia on Sephüdea G-200. So eluyó con un 
amortiguador de fosfatos de sodio 0.02 M, pH B.O y se 
coloctaron alícuotas de 3.~ ml 
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CUADRO 3 

Porcentaje de sabrevlvencta de ratones desafiados con 65 DL110 (2.6 x 10" 
U.F.C.1 del 1lcraorganls10 virulenta por vlil1 intraperltoneal lnaunlzados 
prevta1ente con 20.0 119 del Co1plejo Jn1unogfntco de S. tvnhi1urtu1 y de 
las fracciones obtenidas en Sephadex 6-50. Estudio eJectroforftlco. 

FRACCION INNUNIZANTE 
!!E'!MOU G-50 

Cl!llfl.DO !lllMI06E1l!CO 
A 
1 
e 

IHTlllOS 

1 DE VALOR DE P 
SOIJl!EV!DA 

100 
80 
20 
20 
20 

(,001 
(,00! 

llUllERO DE BANDI\ S 
PllR 

ElECTRIFllRmS 

I! 
1 

Los análisis practicados parn detectar la presencia de 

endoto>tina <t-PS; 1-ipopott~acárido o Ant:Lgt?no 11 0 11 >, revelaron que 

las fracciones 2,~,5,7,10 y 11 del fraccionamiento en DEAE-

Celttlosa las -Fracciones ti, III y VI do Sephüdex G-200 y la 

fr-acci. ón n obtenida cm Sephade~t G-50, no contenían 

llpopollsacArldo LPS. Estos resultados so presentan en los 

cuadros ,, y 5. 
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Figura 8. Sobrevida de ratones testigos e inmunizados con 20.0 
ug del Complejo Inmunogénico de Salmonella tycbimurium 
y de algunas de sus fracciones de Sephadex a-50 y 
d~safiados con 65 DLoo (2.6x103 U.F.C.) del 
microorganismo homólogo por via intraperitoneal. 
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CUADRO 1 

Prueba. para detecct6n de endotoxina en el Coepl1Jo Jnaunogfnlto y en algunas 
de las fracciones obtenidas en DEAE·Celulosa, en ratas inocuJada.s con 20.0 ug 
de ca.da fracct&n 1l!zclad11s con 5 1g de acetato de plo10. 

FRncctottts 
iEAE-CELIJLCSA 

Cll!IPLEJO 
1-ft!CO 

2 
3 

' 5 
7 

10 
11 

LPSI 2 ug/ral6n 
LPS 2 ug/ratfn•AcP 51g/rat6n 
PtiA• 5 1g/r1t6n 

lltJ!IERO DE 
RATAS 

' 4 

' ' ' ' ' ' ' ' 
tl'9 llpopoJtsactrido; ·~A Ac1tato do Ploao, 

CUAGRO 5 

nUERTE 
t 

75 

o 
25 
o 

00 
o 
o 
o 
o 

100 
o 

Pru1•1 para deteccl4n de endoloxina en et CoipleJo Inaunogfnico y en algunas 
dt 111 fr1cclnn1s ohtentd1s en Sephade1 6-~0 y Sephadex 6·501 en ratas 
tnocaJllf11 con 20.0 119 de cada fracct6n 1azcladas con 51g de acetato de 
plato, 

Fl!llCCIOll 1M!E1!0 DE 
RATAS 

COllPlEJll 1-ICO 1 
Fwet• 11 fltp!llH 6·2001 I 
ntlttt• 111 fs.,!11dt1 B-2001 1 
FWCI• YI !S""1ln B-2001 1 
Fl!ACClllll A fS.pll1dex MOi 1 
LPSI 2 u1/ralln 1 
LPS 2 aglra!lntllcP 51glralln 1 
"A' 5 1g/rallo 1 

tl.'9 ltpnpoll11c&rlfo1 •n11 Acetato de Plo10 

t GE 
ftllERTE 

75 
o 
o 
o 
o 
o 

IDO 
o 

E!ltM result1do1 1ostraron que h1y aproxi11da:11nte 1.6 ug de LPS en 20 ug le C l, 1stludo en 
base a •ue 2 ug de LPS • S 11 le llcP letales r:tra el 100% de ratas inocuJ¡¡d1s. Solo l¡ 
fr1ttiln ! 1ostrt toxtcid1d para un m de ratas, El resto de las fractlanes aolitr6 
ln0tuld1d, Jo que sugiere qui estaban eientas de LPS. las subfractlones olltenidas de Se¡ihade1 
6-200 y 1-50 ta1•1fn 1ostr1ron estar e~entas deJ Jlpopotisacirldo. 
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El n.nálisis elcctroforético del Complejo Inmunogénic:o 

y do alguna5 de sus frnccionc-s en OEAE-c:c:lulosa, reveló 15 

bandas do proteína par~ el Complejo Inmunog6nico, 8 bandas para 

la fracción 5~ 1~ bandas para la fracción 3 y 17 banda~ 

para la .fracción 4 (Fig. 9). E5tas dos 1lltin1as fracciones 

fueron las más ricato on proteincts prose?ntan ca!Ji las 

mi smaG band,"ls del Compl r.jo lnmunogóni co, lns 8 bundas quo 

presonta la fracción s, las encontramos en la fracción 3 y 4. 

En el Cundro se resume el n1~1mcro de bando.E. 

Por el ectroforeo~i to en golos de poliacri lamida on 

preeencia. de SOS del Complojo lnmunog6nico, y de las fracciones 

11~ tII de Sephadax G-200, y la fracción A de Scphadex G-50 (Fig. 

1 Ol • So evidenciil.ron 19 bQndDs de pro+.e:ina pora el Complejo 

lnmunogóni co, $.US peso~ mol ocul aros so estimaron entrl::! 125, 000 

a 18,000 daltoncs. La fr~cción II (Scpl1adex G-200) mostr6 5 

bandas cuyos pesos moleculares fluctUan entro 71,000 a 13,000 

dat t.ones. La Tracción I I I (SephndcH G-200) evidenció 6 bandas con 

p~sos moleculares entro 71,000 a 32,000 dal·tones. La f1·ac:ci6n A 

(Sephadex G-50) solamente mostró l bandD de proteína cuyo peüo 

molectllar aproHimado fue de 71,000 dal tonos. 

La Ti gura 11 mttci"'>tr a l u curva de 1 os csta.ndares do peso 

motoc11lar quo se utilizaron para estimar ol Pe5.o Molecul~r de 

la.n proteinan del Complejo Inmunoglonico y de sus fracciones y 

subfracci ones. 
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Figura q. Electroforesis del Complejo Inmunogénico de 
Salmonel ln t.yphimurium y alguna de sus 
fracciones on OEAE-Celulcaa. 
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Figura 10.Electro~oresis en gel de poliac:rilamida en presencia 
de SOS del Complejo Inmunogénico, de las fracciones 
II y 111 de Scphade:: G-200, de la fracción A de 
Sophadox G-50 y de los estandares do pe$o molecular. 
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protc!n~s contenidas en el Complejo Inmunogénico. 
así como de laG proteínas contenidas en las 
subfraccionos y en la proteina purificada. 
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DISCUSION 

Barber y Eylnn c1q74, 

importancia de las proteinas de Salmonolla on el desarrollo 

do la inmunidad contra la infc=oc.ción eHpcrimcntü.l. 

Schlecht y Bhatnagar (1985) obtuvieron proteinas libras 

de lipopolisac.Arido de una copa rugosa de Salmonella 

typhimurium que indL\jcron inmunidad alt.amon-te significativa 

en ratones, contra el dc~afjo de §. typhimurium. Esta 

protección fuo proporcionada por proteinas do peso molecular 

bajo, 1 as cuales fueron obtenidas de un e:ttracto crudo. 

Ant.eriorment.o Kuusi g!_. tl·, (1'?79, 1981 > habian aislado 

prot~inas de membrana externa <denominada~ porí.nu.s) a partir 

de una cepu. rugosa do §. typhimurium y mostrt3.ron que uotas 

protetnas protegieron a ratones contra el desafio del 

organismo homólogo, 

del 1ipopolisac6rido 

sin embargo al 

y de la 

copuriiicaban con ollas perdian '3.U 

liberar C$tas prot~Lnas 

l ipoproteí.na que 'ilC 

capacidad inmunogénica, 

pero al rec.onst.ruirlair. con ul LPS se rcst.~l.\raba la capacidad 

protoctor3 do o~tas proteínas. 

Los rcsult~doc de esto trabajo muestran que algunas 

protoinas aisladas dra Salmonella typhimurium indujeron un 

al ta nivel de protcc.ci ón contra el dcsu.f i o con el mi c.roo1'· gani smo 

virulento. Est.ac:;; proteí.nas estaban cHentas de antígenos 

toles como Dl lipopolisacórido <LPS). 

La purificación por cromatogra·fia por pasos permitió el 

aislamient.o de fracciones ri.cas en protc1nas. 

iraccionos fueron obtenidas a part i. r del 
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cromatográfi co y c.onsi st; an de ~ y 6 proteínas respccti vamcnte 

(fr.:lc:ciones II y 1Il de Sephade~: G-?.00). Dichas fr~ci::ionos 

i.ndujcron inmunid.o>.d e.en un olto grado de significancia 

csf'.adísttc:a <P < o. 001 l. 11 partir rlo la ·Fr.'.lc.c.ión inmnnogónica 

nilmero Vt obtnni d¿"I de l n. columna de Seph.ndcit G-200 en un pu.e.o 

cromatogrt1fic:o postori.or con SephadoH G-50 ~e sopara ósta. en 3 

componentes, uno de loo¡:; cual cG, C-fracc:i ón {\) indujo inn1unidad 

altamcn~o significativ~ (p < 0.001>. Esl:a. fracc.i ón mostro solo 

una banda de proteína Pl sc·r <.\nali:-.adn por olectroforcsí$, la. 

que tenia lln paso molcc:ul.J.r ostimado c:?n 71 l(d. Esta pr~otoina 

aparcci ó en 1 a el ectroforP-si t; de- 1 at. ·fraccione~ 2 y 3 de 

Sophadm: 0-200. 

Las pruebas de cndoto}:ina rc\/cla.ron que esta proteína no 

contonia lipopolisact.rido y SlJ poso moloc:ular (71 l"(cJ) indit:.a que 

es una protelnn diferente a 1 as aisladas por Kuusi et ª1_., 

(1979,lC?Bll ya quD estas tionen un poso moloc.ular de c::;:tt,35 y 36 

Kdl además, di chas proteínas J.:i.s copurifi ca.ron con LPS. 

Sin ~mbargo, con lo~ datos expcrimentalos y analiticos Uel 

presente trabajo no se puede t:onocor cuál o~ el origen o la 

o9tructura de donde proviene esta protoina inmunogénlca.. 

Es de pensarse que esta proteína eE> la rospont:.a.ble de 

la inmunidad induc.ida por estas fracciones. t-lo obstante debo 

et:.tt1di D.rse si las ot1~as protei nas de;;> estas f r acci oncs 

ti ~nen al gün papel en 1 a inducción de la l nml.lni dad, por lo que 

considcrnmo9 pertinente realizar la purificación de ell~s as:í. 

como el estudio do su participaci.On en la inducción do inmunidad 

contra la fiebre tifoidea. murina. 
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Otros llutores como .Johnson (1972, iq73), 

Johnson <1978) han aislado pro·t:ci nas r i bosomal C:S de §. 

~himurium invol1Jc.radas con 1 a inmunidad <:entra <!l 

mic.roorg~nismo virulento, cuando esta~ pruparac:.ionct:. de 

protel. nas ri bot>omal es funron tra-t~1das c:on pronasa y l'.r ipsi na, 

se produjo una gru:n rcduc.ci l1n en 1 a protcc:ci ón, at:.i. mismo se 

encontr<Jron quo 1 a rosput?st.a J nmuno inducida por 1 a pro-teí na 

ribonur.1 oar era c~pccific:a. Molinari al . , (! 976) 

oncontroron quo la fracción ribosomal omplo.¡\da como vucLtnü. o 

i.nocul ada por vi a subcutáneu. protcgi 6 al rutón c;ontrD. el 

dosafl.o do ª· typhimurium administrada por via oral creciendo 

en su fo.se logaritmica y con dosis de dosa·f:i.o tan a.Jlas c.on10 

Esto rosult.:-do ~upcra lo quo pudo ha.bor sido 

una objeci On i mportu:nto, puesto que en la m~yoriD. de lü5 

invest.igaci enes qLto usan ol modol o de sal monol l osi s murina, 

excepto en tan invest.ignciones cJc Col 1 ins (1970) 7' Gcrmanic:r 

<1972>, la rut.a do dosa.fi.o ha sido intraporitoncial e 

intravenosa. V ~~to, argumentan los que objetan eetc t.ipo do 

c>epcrimcntos no ocurro en la naturalo::a 1 ya que lü. infec.c;ión 

natural ocurre por vi a oral. Mol i.na:ri g!.. ª1_., (1981) 

lograron purificar una ribont.tclaoprotaina do Salman el la ~ 

con un peso molecular de a,500 d, al tD.mentc inmunog6nica en 

ol rc:\tdn contra ol desafío dol bacilo virulento. Todos estos 

antecedentes sugi ~ren 

proteínas reportadas 

ri bosomal es, pero 

que 

on ol 
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El m6todo de Tato et nl ~, < 197q) el cual ·fue empleado en 

este trabajo pnr~ obtener eRtrac.tos antigénicos ricos en 

proteínas parece? o:;cr muy adecuado pa.ra la Jlurificac.i6n de: 

prote{nas 

efici.ente 

ya. q1.10 <Jo\.\ rC!lndimiont.o por litro de cull:ivo t?S muy 

<210 ug p~so scco/lilrol, 1 o qL\e nos hace pensar que 

otros motados reportadoo;:. C?n la literaturD por f'lisfcldt y Johnson 

1q79,. i1ohnson Jq72, \q73, Kuusi 1q7q, \qe1, Sc.hlcc.ht 1985>, para 

obtener protetni"lS inmunogOnicas dobcn da ser de baja eficiencia 

para obtener una buen~ c~ntid.::-1.d dP- proteínas qL\C permita la 

purificación do u.lgonas do ella!.">. 

En el e.ampo de 1 as V De.unas ba.ctcri a.nas hay úos 

tendencias bá!li.c.:>.s quc- pu~th~n rr.:oconoccrsc; una Ct:i la bú.squuda. 

de .n.nti.gcnos prot.ectorcs ncccs"rioG pv.ra rccmpla2:u.r lus 

cól\.\las completas por componentes puri·ficados; muchas 

reacciones ndvcrs¿ .. ~\tsa.dns por componentes i rret t::vantes a 

la. respue~ta. protectora. pueden entoncos ser el i1ninadas. La 

otra tendencia surge dol concepto de qu~ la. protección 

~ptima centra algunas infocciones b.:lcterianas puede sor 

alcanzada sel o usando cepas vivas atenllada.s para la vacunaci 6n. 

Por lo quo la aplicación de tóc.nic.as de ADN-recombinanto podr.t. 

permi.tir el dcsarrol 1 o de mutantes gcnót.i e.amente estables que 

podrian ser empleadas como vacunas vivas <Gorma.nior 1qa~>. 

Algunas vacunas vi vat:. oral es nt.enu.adas ha.n si do usa.das 

en trabajos de campo por Gcrmanicr t1q71, Dos tipas 

de estas vacunas, de cepas a.virulentas han sido probadas en 

una cepa atenuada dopondionte do ostroptamicina y 



otra cepü mutanto Ty21a gD.lactosi),-apirnar.:lsa.. Doiz estudios 

real i 2ados con 1 a vacuna de 1 o cepa niuti"lntc de Sal monel 1 a iYRhi.. 

dependi~nto do 

Reit.man (lqt,7) 

ost.rcptomi ci na 

y M"l 

e>n adultos voluntarios, por 

(1~7~) en los que se dieron 

m1.'lltiplo-s dosis c:ontcni..endo una c<:)ntidad s\.lpE!l-ior .J. lO;:lOt. 0 

b3ctorias viables muta:ntt?~ 27v a. 179 voluntario5 sin mostrar 

reacciones adversas. Las vacunais también fueron toleradas 

c:uando se .'ldmi ni str.:\ron concomitantemento con l g 

estreptomicina. oral dcspuós de la admiriistración de 2 g 

de 

de 

bicarbonato de sodio para l ogra.r 1 a neutralización gást1-ica. La 

eficacia de oista vacunD fue mayor que la proporcionada por 

vacunas liofili:?adas 66 - 78% contra 10 - 29% rospoctivamcnto. 

Ln vacunn obtenida. de una cepa mutante galacto:;.::i - cpimeras~ de 

SalmonColla t.Y.ghi Ty21a fue SG>laccionada on baso a lo~ result..ados 

l 975), en variu.s cepas 

mu.tantes de E· typhimurium en OHporimentos on ratonas. 

establecer 1 a GC?guri dad de esta vacuna se 11 ovaron a cabo t1·es 

estudioSJ uno con voluntarios en los Estados Unidos, los cuales 

ingirieron do S a a dosis conteniendo 3-10 X 10'º dD bacterias 

viables do lci mut,,,nto Ty21a. La vacuna fuo ingerida mozclándola 

an un vaso de loche después de hcJber tomado 2 g de Uicarbanato 

deo sodio~ se administro con intervalos de 3 ü 4 di~s duranto 4 

semanas y se observó un 877. de ef i cae i a. En estudios de e: ampo 

llovadoa a cabo en Egipto so aplicaron 47,037 do$ls de vacunas 

conteniendo 1 .. 8 X 10• bact.cri.as vi.:i.blc!i de la mutante ty21a a 

32~398 niWos en ednd escolar y se realizaron observaciones en 

tres periodos quG> abarcaron do 1978 ~ 1981 estimando una 
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d"J o.st mismo se observaron c.asos de fi cbrc protección 

tifoidoa cm aquel l 05 ni ñas quo tomaron sol o una o dos dosis. 

Tambión se rcali:.6 un estudio piloto en Chi1c en 1980, donde a 

339 ni~os en edad e5colar 90 les dieron 3 dosis do la vacuna de 

ta mutante Ty21a a la mitad del grupo, 1 a vacul1a les fue 

administrada en forma oral on cápsulas con capa entérica y la 

otra mi t.c:id de niños 1 a rcci bi 6 SL\Spondi da on 1 50 ml de 1 ce.he y 

en ninguno de los dos grupos so obscrvc:\ron efectos indeüoables. 

Gcrmani.cr (1981\) propone que do acuct·do a los avances de 1 as 

modernas tócnica-:;; gl:!n6tlcaz ~orla posible construir cepas de .fl. 

~ Ty21a qtte enproGen dotorminantes üntigónicos de otras 

ba.ctnrias o vi.rus, 

polivalente. 

lo que podr:i a. conducir il una cepa vacunal 

Estos resultados nos muestran Ltna vac.una muy cfica~ 

aunque tócnicamente muy complicada, su ~plic~c.ión en 

pobl a.cienes 

al manejo 

mLty grandes debido a la gran cantidad de dosis, 

do una bacteria viable y su traslado en "forma 

adecuada y rápida a regiones ~lojadas, a.si como a 1 a. gran 

cantidad de bacterias que so aplican par dosl$ y el costo de 

su producc.i ón. 

La investigación do vacuna$ en Mó:tic:.o os actualmente una 

prioridad bion dofi.nida quo osta picndo llevada a e.abo por las 

principales instituciones del pals, entre ellas la Ut"AM, el 

Instituto Politócnic:o t-tac:ional, al Instit\.tl:o 1'1o>:icano del Seguro 

Socio.1 y los tnsti.tt1tos Nacionales de Higiene y Virologta de la 

Soc:rotar1a do Salt.td. Gurza Romos g.t. tl (1986) 

51 

... ~ ··-----~ .. :· ~' ·'-"'·.· 



Por nucstrn parte propondríamos tJ) uso de e.epas no 

~ntcropatógcna°"' do bacterias como Esc:herichta ~ o:<presarDn 

nntígenon do e. 
presente trDbaJo; 

:tY.P.hL que> para fine& como el que trata el 

e:tistcn an1:ec.edcntes en la literatura que 

esto se hu logrado en rotnviru'5 por f\ria'5 et tl, Cl98t1, 1986) 

una gl icoprot.e~na de membrana eHtern<:i. dc·l rotnviru~ SAl l fue 

sintoti-;:ada en §'.:. ~con la fusión dol polipóptido B-

Galactosidasa. Estn proteína híbrida fL1c c~pa:: de i11du~ir 

anticueorpos neutrali~antoi;: contra ol viru<:.. La s:-.intosi~ de 

esta protoina 

facilidad de? 

C?n ·forma i nmunogéni ca puede cstc:i.bl cccr 

la producción do- una vü.cuna de a.ntigGnos 

l" 

di> 

rota.virus sintetizado'!. C?n c.~lulas bac.tcrian<).s. Ot.ro aporte 

dobi do a Ni rt:: ot tl• , 1987, que lograron un inmunógono de 

una prote?ina del circumsporo::oi to, c.ons-t-.rui do en Escherichf a 

c:ont.r.:\ Plasmodium falciparum r.:~u!:>anto de la malaria 

humana. 

Et desarrollo de vacuna$ consti t.ui.das por- en tractos de 

pretal naD obtenidas de Sal monel la quQ inducen niveles 

si gni f i cat i vos de protección contra ln i nfccc:i ón d12 

Satmont;.1llas virulentas y además t!'liminan roaccionos locales y 

gt:?naral i -:.adas CTato g_.t_ ª1_ 1979) es nlleGtra. propuesta, en este 

momont.o en lugar de la vü.c:una obtnnida con Salmonellas m1.\ertas 

por c:.al or y conservadas en fcnol que t:.c ha u.sado desde hace 90 

aR'os y que so e.anti nt1a aplicando, a posar de las reacciones 

loca.les y generalizadas a veces muy dcsagrB.dables que cu.usa t>u 

aplicación. 
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R E S U M E M 

El objetivo de ostc trub.:i.jo fué nisl<lr pt~otoí.nas de 

Salmonclla typhimurium con tln alto gr.J.do do inmunogonicidad. 

SalmQJlP-1~ t.yphimuriLtl!!. (ccpu. del Hospital Infantil de la 

Ciudad de l'té>:ico), ~e c.ul t.ivó on caldo de Soya Tripticao;;.a a 37""C 

durante 8 hrs. L~~ bacterias so cosecharon por centrifugación y 

la pasta so procesó do acuerdo al mótodo d~ Tato g!. ª1.,. püra 

la obtención ds un rn:tracto a.ntigénico. Este material se 

.fraccionó 

proteina.s. 

en pai::=.os sucesivos hasta la purificación de 

DEAE-Celuloisa usó para el primer 

.frEtc.cionnmiento, ScphadC}t G-200 para un segundo y Sepha.dclt G-

50 para un óltimo paso do puri·Fic.ación. Las frac.e.iones 

obtcni das de cada fracci on¡:imicnto Ge usaron para inoc.ul ar 

ratones y probar su inmunogenicidad. Estas fracciones SC! 

ano.liza.ron por e1 ectroforcsi s pnra conoc:er su grD.do de 

pLtrificación. De las subfracc:ioncs dc Scphade>~ G-50, 1 a 

primer a resol t ó al ta.mente i nmunogt:ni c.c:i ~ conteniendo una sol a 

protoina do apro:t imadamentc 71i-000 dal tones, l ibrc do 

endotoHina. l-as prucba.s de i nm1.1ni.dad fina.les dieron los 

sigtliontas rrasultadosi Complrajo Inmunogénico 1007. de 

protección tP<.0.001), Protcina G-50 {71,00ó daltoncs) 80/. de 

protección <P<0 .. 001) a r~tones inmunizados (2 do~is) y 

dt?safiados con 6~ Ol.e-o (2.6 X 103 tJ.F.C.). 
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