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INTRODUCECTON

La salmonelosis es un término mddico que se enmplea para
designar una infrccidn con cualguier especic de Salmonella.
llos hagilos entéricos constituyventes del grupo Salmonella,
son patd4genos en mayor o menor grado e incluyen al bacilo de
la tifoidea vy a los de la paratifoidea. La naturaleza
infecciosa de la fiebre tifoidea fue descrita por William
Buidd en 10884; este autor, con basc en datos epidenioldgicos,
sugiridg que 21 padecimiento era transmitido por agua
contaminada con desecheas vy que la  Fuesnbte  del agente
infeccioso eran las hecee humanas. El bacilo de la tifoidea
fue jdentificado por Eberth en 1880, zn 1oz ganglios
mesentéricos v en el bazo de personas muertas de fiebre
tifoideasr Con e=zte reporte se abre un capitule gue sigue
teniendo gran  importancia demtro de 1a historia de la
infectologfa. En 1884, Graffky cultivd Salmonella typhi de
casos de flebre tifoidea. Ern 1885 Salmon y Smith, aislaron

8. chnlera-suis. MAs tarde en 1888, Gagrtner culbivé una

salmonela de heces de enformos sin fiebre tifoidea, a la gue

denomind Salmoneclla cnteritidis. Poco tiempo después, Dubam

v Noblp aislaron Salmonella typhiourium. En 1220, Schetca

hizo un primer intento de ordenarlas vy clasificarlas. Y en
1925, wWhite zentd las bases, qgue contipuaria posteriormente
Zawffman, para la creacidn del esquema Kauffman-White, gue en
la actualidad s fundamentsl pars ol estudio e identificacion

de las salmonelas. (Frecman, 1983).



los hacilos de la ficbre tifoidea y paralifoidea,
productores do salmonel osi s, son  importantes agontes
patdgenos de la familia Enteorobactraceac, Son bacilos
gramnegativeos, @mdvilez, no formsn esporas, son aerobios no
estrictos crecen muy bion a 37°C en Jos aocdies de cultivo
ordinarios, Se tifcen facilmente con 1os colorantes de uso
comin, tcomb azul de metileno y fenol--fuscina, £1 grupo se
caracteriza biequimicamente por no fermentar lactosa ni la
salicina y por no licuar la gelatina, ni producir indol. La
fermentaci dn de azdcares generalmente se atompaia de
producci én der gas, aungue sc han descrilto cepas  anaerdgoenas

de Salmonella typhimurium, 5. entoriditis v S. paratyphi. La

fermentacién de azdcares sin produccidn de gas ©8 una
caracteristica de Salmonella typhi. (Jawets, 19833 Daviso,
1284,

Salmonella posece una endotorina, e s un camplejo
pnlisacartdu—pnlipéptldo~1ipidé, que se extrae de la membrana
euterna de la pared celular,. Su touxicidad es inespecifica, v
las respuestas mas evidentes son fichre y alleraciones de la
permezabilidad capilar. Esquemnaticamente una salmonela  ests
comptiesta de tres grupos de antigenos que fueron descritos
por Smith v Reagh (1903); posteriormente Well y Feliuw lpe
Ilamaron: ant {geno somatico (denominado antigenc “O0"),
antigeno de superficie (conocido como antjigene "WYi") oy
antigeno flagelar al gue se le conoce comunmente como

antigeno "H® (Freeman, 1983).



l.a infeccion por Salmonella puede dar lugar a Lres
entidades clinicas diferentes; Gostroentoritis; Fiecbre
Paratifoidea v Fiebre Tifoidca:

Gastroenteritis. Sc atribuye a ciertas ocspecies de
Salmonella, se presents despuds de ingerir alimentos
contaminados frocuentoemente cuwando los gérmenes ya se  han
multiplicade v aleonzado nidmeros muy elevados. E1 periodo de
incubacidn o do B8 a A48 horas vy los sintamas  Incluyen
nauseas, vémitos, diarrea, postraciéen v ligoro aumento de la
temperatura; la recuperacidn suele lograrse en pocos dias.
Se han aisclado variams cepas de Salmonella entre ellas  S.
typhimurium y S enteoritidis. (Carpenter, 19793 Pelczar vy
Chan, 1984).

Flebres Paratifoideas. Se pareccen & la tifoidea, poro
siguen un curco maz leve, se caracterizan por un comicnzo
brusco, después de un periodo de unp o 10 dias, can
escalofrios y la mayor parte de los sintomas gue presenta la
tifoidea, pero en menor grado. &)1 curso suele ser mas breve
y la mortalidad media mis baja. El dnico uedio seguro para
distinguir 1la tifoidea, de la paratifoidea s aislando e
identificando el organismo cauzal. (Brock, 1984).

Fiebre Tifoidea: La infeccidn se adguicre por  via
oral con 8. typhi, el oarganismo atraviesa los tejidos

linfoides de la faringe {(smigdalas) o del intestino {placas

de Peyer). pasando al torrente sanguineo de donde es captado



por células del sistema reticuleoendotslial: on higado, baco,
ganglios linfaticos mosentéricos v médula dweay asi como,
fagocitos, debide a gue s wun organisme intracelul ar,
permanece wviwve v se multiplics dentro de ¢stos cédlulas, o las
gue luege destruve v sale de ellas, al cabo do 10 o 14 dias,
se difunde una ver mads por 21 torrenteo circulatorio. Esle as
2]l final del periodo de incubacidn y seivala cl comieonzo de la
enfermedad clinfca, cl principio de los sintomas puedc ser
insidiase con fiebre mederada, molestar goneral, anoraiia y
dolor de caheos. Posteriormente, Jo fichre se eleva 39 a
140°C con pulso lento, se establece dolor abdominal intensa y
diarrea +fluida v acuwosa, orasionalmente con sangre y noco,
las naduseas y el vamito son frecuentes, oslos sintonas estan
retacionados de alguna manera 2 las endotoxinos. También es
comin encontrar distensidn abdominal, asi como, apabtia. E1l
curso de la enfermedad es generalmente grave v la enfermedad
puede durar varias semanas. Es comidn gue al invadir algunos
teiidos ¥y d4rganos, tales como la vesicula biliar, la médula
dsea vy @l bazoy; S. typhi, de lugar a una septicemia con
caracteristicas particularcs segian el tejido w drgano
infectado, ocasionando desde una neuwmonia, dlcera laringea,
cistitis, osteomielitis, hasta una meningitis (Carpenter,
1979; FPelezar y Chan, 19B4; Volk % UWeeloer, 1784).

En Jla fiebre tifoidea el hemocullivo, suele seor
positivo antes gque &1 cultivp de heees, o©l diagndstico por

este medip es posible solo durante la primera semanay ya guo,



entre el séptimo y octavo dias vl bacilo desaparece de la
circulacidn. Ez entonces cuando se puede cul btivar el bacilo
a partir de lan heces. nprowi madamente cn @l 254 de los
casos de fiebre tifoldaa so puedn obtener 8. btyphi de cultivo
de orina.

En la mayoria de los casos de Salmonelosis, al qguinte
dia de habersern iniciadeo la enfermedad s inicia la produceldn
de anticuerpos. los que se pvidencian mejor son las 1Y amadas

alutininas, due confirman el diogndstico. O esta prueba se

le conoce comn reaceidn de Widal (Fuerst, 1281).

Las infecciones por Salapnella, 1S encuentran
ampliamente distribuidas en casi todos los paises, si bien es
cierto gue su incidencia es mayor en paitos y tonas de pobres
recurgost donde el nuestro, no es la eitcepeion. La fuente deo
infecclidén es5 casi siempre la ingesta de alimentos y  bebidas
tontaminadas. En cases de epidemia la contaminacidn masiva
4=l agua potable es frecuentemente la fuente mds  importante
de infeccidn, t.ow casops endémicos s deben al mael manejo de
los alimentes, falta de higlene personal, asi como animales
inferiores recsorvorios de salmonelas {Qavis, 1984).

Para realizar un adecuado coptrol de la enfermedad debe

romperse el siguicnte ciclo:
Hecegs humanas

~

ngua - alimeontos

Consumdo humano



El control de las enfermedades producidas por salmanela
depende  principalmente de las siguientes medlidas: Cocinar
adecuasdamente loo alimentos de procedencia animal.
Refrigeracion de los alimentos. Exzlusion de los portadores
humanos de la preporacidn de los alimentos . Proteccion de
los alimentos ante la contaminacién por roodores, mnoscas Y
otros  animales. Pastecurizacidén de la lecho. Inspeccidon
periddica de 1os que manipulan alimentos. Métodes adecuados
de produccidn y elaboracién de alimentos. Adecuvada  salud
gsanitaria vy bucnas practicas higidénicas. Control sanitario
pibiiceo del agua de consumo. Eliminacidén adecuada de las
aguas residuales. (Jawetc, 1983; Pelceczar y Chan, 1984; Brock,
1984).

lina estrategia para la prevention de la fiebre Lifoidea
es la vacunactén de huéspedes susceptibles. Se han estudlado
di ferentes inmunégenos para determinar {11 capacidad
inmunizante para su uso en tumanos,

€En el curso de los Nltimos cien afos se han  introducido
vacunas contra diversas gnférmedades bacterlanasz. La mavoria
de e£llas han estado en uso desde entonces sin meodificaciones
cignificativas. Algunas son bien toleradas e inducen wuna
proteccién oé6lida v duradera, mientras gque oftras causan
reacciones advorsas y Ltlienen eficacia limitada y temporal.

La inmunizacién on el hombre contra 1la fiecbre tifoidea
ze inicid en el afo deo 189246, por R. Ffelffer v U, Kolle y por

A.E. Wrights los dos grupos trabajaron en forma



independiente. Ambos, lograron vacunas obhltenidas de 8. typhii
muertas por calor vy conservadas on fenol. Pfeiffer ¥y Kolle,
observaron gue l1os cobayo: eran protegidos con una  dosis
lotal de bhacilos tifoidicos. Wright wvacundg a 4000
voluntarios de la armada de 12 India, los cuales preoesentaron
roaccicones locales generalizadas scries, Lhambién inoculd a
tropas inglesas que se embarcaron pera combatir en Sud-pafrica
ohservandose =in ombargo, wna incidencla alta de fiebre
tifoidea. Durante la Primora Guerra Mandial, 977 de las
tropas 1ingle=sas y francesas, fuoron vacunadas y no obhstante
la incidencia de la morhilidad de 1a fiebre tifoidea, fue
considerable durante los 4 afNos siguientos,

En 1914, se comepzd a usar una vacuna combinadag
tifoldea—paratifoidea (TAB), 1a cuwal incrementd la gravedad
de las reacciones tanto en 21 sitio de inoculocidn como las
generalizadas, roesultadn poco aceptable. En 19179, Boesrodkag
sugirid gue habia qgue induocir la proteccidon por el sitiao
donde se lleva a cabo la infeccidn natural. Por lo que en
19220, =sp administrd por via oral uno vacuna tifoidicea
inactivada. En muchos paises fue aplicada esta vacuna, ] =)
intentaba suplir con ella a 1a vacuna parenteral. Una de las
razones por las cuales no se continud su aplicacidn, fue
porque los niveles de anticuerpos que se inducian por esta
via eran muy bajes. {(Germanicr, 1984).

En 1260, bajo los auspicios de 1a OMS {(Drganizacidn

Mundial de la Salud), =e llevaron a cabo en diversos paises



pruebas de campo para probar la eficacia do la vacuna
parenteral. La preparacidn de 2 vacunas estuve a cargo del
Comité de Expertos en Estandarizacidn Bioldgica de la OMS, donde
se prepard unas vacuna inactivads por acetona (vacuno KY y la
varczuna imactivada por calor—-fennl (vacuna (). nnbas  fueron

preparadas a portir de una cepa de . tvphi TvZ. La

i

preparacidn de estas vacunas y sus ecaracteristicas, fueron
descritas por la Divigidn de Inmunologia del Instituto de
Invostigaciones Walter Reed de la firmada de los Estados
Unidos (1964). L.os estudios do compo s realizaron en
Yugozlavia por la Comisidn de Tifoidea Yugoslava (12464); en
Buyana por el Departamento Técnico de Cooperacidn para la
tifoidea del Reino Unido (1944); en Polonia por el Comite
Polaco para la Tifoidea (192465 yv en la URSS, por Heijfec st
al., (1944). Estos resultados fueron revisadaos y reporltados
con gran detalle por Cvietanovic y Uemura (1285). Una de
pstas vacunas confirio una proteccidén altamente significativa
(Vacuna K, 79-93% de efectividad) mientras gue la Yacuna L
mostré una eficacia del 51-77%.

Se han 1levado a cabo prucbas con vacunas orales, una
de estas consistid en tabletas conteoniendo 10 X 101
bacterias de 8. typhi muertas por acetena. Un grupo de
voluntarios tomé & tabletas vy otro grupo tomé 12, se ancontré
en amhos grupas una ofectividad de 7 y 30% respectivamente
Horninck gt 21., (192700,

Dentro de los estudios de vacunas experimentales

10



realizados b varios laboratorios del mundo se ha utilizado
al ratén v varias cepas de Salmonella son patdgenas naturales
de esta especie {(Jenliin y Rouloy, 12&63). Nsi la infeccidn
murina con su patogenco natural Salmoncglla typhimarium es el
modelao mas ampliamente aceptado para experinentacién ya gue

Salmonella typhi. que os el agente causal de la Ffigbre

tifoidea, es  solamente virulenta para el hoaobre y el
chimpancé (Macl:aness, 19713 Colling, 19793 Einscenstein,
1984} .

En consecuencia, €l modeleo murino para la fiebre
tifeldea se ha ukilizado para probary la eficiencia de varias
preparaciones inmunizantes no wiables, la effcacia do vacunas
constituidas por organismos atenuvados vy la contribucidn de
la idinmunidad humoral vy celular on la defensa  del  hudsped
contra 1la infecrmidn sistémlica ocasionada por especies de
Salmonella (Angerman, 19803 Killion, 198643 Killar, 198&).

Desde e! punto de vista exporimental, Youmans y Youmans

(1926%), aislaron un compononte ribosomal do Mycobacterium

tuberculosis con  capacidad inmunogénica posteriormonte

Verneman y Bigley t19248%), mostraron que locs ribosomas aislados

de Salmonella typhimurium proporcionaban  inmunidad en

ratones, cuando se infectabs con £l organismo virulento.
Johnson (1972}, reportd que las proteinas ribosomales

obtenidas de Salmonella typhimwrinm eran eficaces en inducir

inmuridad en ratones contra e8! desafio de organi smos

homdlogos. f.a inmunizacidon de ratones con dosis de 25 uwg de

11



proteina riboseomal, indujo una proteceidn significaliva,
alcanzadndose una completa proteceidén o dosis de 100 ug de
proteina ribhosomal. Este misnn investigador cncontrd en 1973
gus l1a respuesta  inmune  dnducida por las proteinas

ribosomales era ecpecifics, vya que ratones inmonizados con

proteinas de Salmonella typhiomw-ium no moskroron prolteccidn

contra ¢l desatio con Salmonella cholerae—osuis o Salmonella

enteriditis.

Smith vy Bigley {1972 3} estudiarovn el papel de los
componentes protdéicos contenidos en fraccionmes de AR,
ohtenidos de Salmonella typhimwiuwm cepa SR-11 en la
induccién de inminidoad contra la infeocion con Salmpnella.
Al inocular grupos de ratones: con fracciones gue contenian
di ferentes cantidados de ARM y proteinas, se observd gue,
mientras mds rica en proteines era la preparacidén aejor
ara la inmunidad inducida y gue las que contenian mas
del &% de NRN, eran buenos inmundégenns. Estas dltimas
proparaciones estaban constituidas por al menos 29 proteinas.
Mdg tarde estudiaron 1a hipersensgibilidad tardia en ratohes
inmunizados con fracciones de osta Salmeonella, las cuales
contenian concentraciones altas de proteinas (Smith y Bigley,
1972-b).

Misfeldt ¥ Johnson  (1978-b) phurificaron proteinas
ribosomales de Salmenclla typhipurium SP-11, las cuales
fueron probsdas como inmundgenos en tres cepas de ratones.

1.as proteinas aisladas protegicron tres cepas al Ser

12



desafiadas ron 21 organismo homdlogo = diferencia del GRN de
donde no  indujo inomunided protoctora, mine resistencia
inespeci{fica en dos de costos cepas.

Venneman (1971) reportdé gque las fracuiones ribocsomales y
la de Acide ribonueléice (ARMY  obtenidas de Salmopella
typhimurium indujeron on ratones uneg inmuinidad comparable con
la de lazs cepas atcnuadas del microorganismo virulento,
sugiriendo que la respuesta inmune celular v humoral fucron
inducides seclectivamente por diversos componentes de la
célula bacteriana, ¥ que la respuesta antisalmonella era
medi ada por células.

Muchos investigadores han tenido é&uite en inducir
niveles de inmunidad protectora an ratones contra
suhsecuentes dosis letales de Salmonella sp, sin einbargo l1a
naturaleza de lo= antigenos que confieren proteccidn han
ocas]onado controversias (Killion y Morrison, 19284). NAlgunos
resultados dada la diversided de antigenos uwsados, suglrieron
gue solo 1as vacunas vivas o atenuwadas son capaces de inducic
inmunided eelular vy proteger a log ratenes contra el desafio
letal de Salmonella zegin Bl anden 1244, Maclkangss 1964,
Colline 12&%®. Sin embargo, datos més recientes no han
confirmado estes conclusiones. A este respecto uwn nidmero de
vacunas fgue carecen de células de Salmonclla viables ha sido
empleado por diferentes laboratorios vy han  inducido una
oxcelonte protecocldén contro la infeccidn de Salmonellas

virulentas., (Svenzon 19279, Misfeld 1973).

13



Otros estudios, hoan sugerido gue anbigenos 2@ sl ados coing
el LPS o LPS-Proteina son efectivos =n la prolteccidn caontra
la infeccidn con Salmonella (Einsenstein, 197819943 .

El interds por estudiar las prolteinas obbtenidas de
Salmonella typhimuwium por =w abtributo de ser buenops
inmundgenos ha sido reportado por Kussi et at., (197e-1281),
quienes purificaren proteinas de necbrana  esterna de B.
typhimurium 1lamadas “porinas” gue indujeron cn el rakéon un
alto grade de inmunidad coentra el organismo virwlento, esktas
"porinas" conteni an cantidades considerablos de
lipopolisacdrido (LPS) y lipoproteina (LP). Eslas proteinas
libres de sus contaminantes (LPS)Y, (L) perdian su poder de
proteccidn vy Scheleht v Bhatnager (1985, a-b) obtuvieron
proteinas libres de polisacarido de vna cepa rugosa de  S.
typhimurium que mostraron ser buenos inmunédgenos,

Actualmente, exishke on México sdlo una vacuna
reconocida oficialmente para prevenir la enforancdad vy ¢sta os
producida con bacterias completas muerlas por el calor. Esta
vacuna  tiene variog inconvenientes como son: ] de inducir
inminidad de corta duwracidn, por lo que es necesario
reinmunizaciones cada dos o tres afos; Ja vacunacion requiere
la aplicacidn de dos inyecciones subcubdneas o
intramuseulares Yy produce efectos adversos debido a la
presencia de endotoxina. Mo se recomienda su aplicacidn  en
nifos pequefos ni es para uso general Garza Ramos e al.

(19846} .

14



En el labhoratorio donde =e desorrollo el presente

trabajo se ha tratado de encontrar antigenos obtenidos de

Salmonella +yphi vy Salmonella typhimrium con  capacidad

protecteora que reemplacen o las  células completas  como
inmunégenos y a partir de preteoinas ol sladas. Como
antecedentes a este ecbjetivo Melinari y llarralde en (1974),
probaron uno wacuna constituida principalmonte por rvibosomas
de S. typhimurium con la que protegieron al 100% de 1los
ratones desafiados contra 100 Dlea de 8. typhimariuwm
virulenta. Molinari y Cabrera fl??ﬂ) valoraron 1a potencia de

una preparacion ribosomal obtenida de Salmonella typhi Ty2,

usando como esktandar de referencla una vacuwna claborada con
Salmonella typhi Ty2, inactivada por calor—-fenol. los
resultados mostraron que el grado de probtecel édn inducido on

los animales inmunitcados con la preparacién vibosomal, fue

signi ficativamente mas  alto, que el de los ratones
inmunizados con Ya vacuna de referencia. Posteriormente
Molinari et al., (1975 enconkraron que preparaciones

ribpzomales obtenidaos de Salmonellia typhi Ty2 que protegieron

al ratdén contra el desafio de 1a Salmonella virnllenka con un

margen de seguridad muy alto por su baja toxicidad en el
ratén. Mase tarde Tato y Molinari (1279} aislaron complejos

inmunoaénicos de Salmonella typhimuwium vy 8. tvphi  Ty2

preparados por ©1 método de polvos acetdnicos. Estos
complejos, estaban formados a1 menos por 25 proteinas las que
indujeron un alto gradeo de inmunidad contra el organismo

virulento homélogo. El compleio obtenido de S.



typhi Ty2 indujo mayor proteccidn  on los aniwmal ¢s
inmunizados, que la wvaguna estidndar de la Secrclaria  de
Salud. Molinari t al., (1981}, ubltuwvicron dol  complejo

inmunegénico de §. typhil a través de vna calumna  de DEAE-
Celulosa con 19 fracciones, scis de las cuales resultaron ser
buenns inmunégrnos, una de las fracciones (4) constituida por
3 proteinas  indujo en ratones un alte grado de proteccidn.
Finalmente una ribonuelecoproteina se purificd de asta
fraccidén con uh peso molecular de 8,500 daltones, resulta

inmunngénica ya que protegid o ratones contra el desafio de

10 Dlope de2 S« typhi.

Hipstesis

Extractos de proteinas ohtenidas de Salmonell a
typhimurium han sido estudiadas por diferentes investigadores
cuyos resultados apuntan a gue son muy buenos  inmundgenog,
s5in emhargo ne s ha purificado todavia una proteina
involucrada en la inmunidad: Por lo tanto, (Hipdtesis) debe
haber proteinas gque funcionen como inmunédgenos, peroc es

importante purificarlas con el chicto de estudiar su papel cn

1a inducci 4n de inmunidad.

Objetivos

El ohieto del presente trabajeo o8 la purificacidn de
proteinas a partir de extractos protédicos obtenidos de Salmgnella
typhimurium, vy probarlas para detectar aguellas gue posean
capacidad do inmunizar al ratén contra 1a infececidn del

hacilo virulento.
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MATERIAL. ¥ METODDS

BACTERIA:

l.a cepa de Balmonella tvphimuriuwm gue se utilizd on este
trabajo fué obsequiada por o1 Dr. leoncio Filloy del
Labtoratorio de Bacteoriologia del Hospital Infantil de Ménico
de la Secretaria de Salid fue aislada de wn caso clinico
y retipificadas en el 1sboratorio mediasnte prucbas bioquimicas

y strolégicas.

OBTENCION DEL COMPLEID TNMUMOGENICD DE "gS. TYPHIMURTUMY

Con el propésito de obtener antigenos de Salmgpnella
typhimurium, se siguid cl método de Fecsenden, et al, (1967}
lLos polvos aceténicos obtenlidos fueron procesados dg acuerdo
21 método de Tato =t al. (1977, oo inocwlaron 10 litvos de
valdo de =oya trypticasa con 200 ml de vn culbkivo de 12 hr de
8, typhimurinm gue se incubaron durante 7 hr a 3JI7°C. Las
células bacterianas se cosecharon por centrifugaciden a 7,000
rpm durante 15 minutoz en una centrif{uds vrefrigerada Sorvall
RC-5B. t.a8 zmélulas hacterianas se resuspondicron on 20 ml de
acetona fria, previamente deshidratacda con cloruro de calcio,
la suspensidén se agitd durante 10 minubtes v s pasd
8 travég de un filtro de vidrio usando una bomba de vacio,
repitionde este paso hasta que la acetona salid clara, ose
avadisd cloroformo frio para eliminar la acetona y el material
s dejd secar durante 72 br on una cémara al vacio. Los
polvos atetonticos s resuspendieron en  amortiguador de

fosfatos 0.0 M, pH 7.2, conteniendo cloruro de magnesio

ie



C.012 ™M, sacargsa O0.25 M, dosonicplato de sodio Q. 4% vy

cloruro de potasio 0.1 M. Se afadid dezowiceibonucl gasa a

una ooncentracidn final de 20 wg/ml ¥y se ipcubd durante L
hora a 38<C con agitacion continua. El maleorial se dialiczd
durante 3 dias contra amortiguador de fosfatos .0 M, Pl 7.2,
conteniendn cloruro A magnosieo 0.012 My clarura de polasio
0.1 M con cambios frecuontes. El materiol dializado se
centrifugd a 17,500 rpm, duwanke 15 wminukos a 4°C.  El
sobranadanto s decantd cuidadosamente, s ssterilizéd por
filtracidén o través de una menbrana Millipore de O.22 um, so

1iofiliizd v s almacensd a 9<C.

DETERMIMACION DE PROTEINAS

Se detorming 1a concentrecion de proteinas del Camplede
Inmunogépico; on Fracciones DEAE~-C=lulosa, Fracciongs i)
Sephodeu G~200 y G-50, por =21 métode de fowry, st al. (19351,

£l método sp resumo de la siguiente manera:
Preparacidn de 1ps reactivou:
Reactivo A
E} reactivo N es una mealclas de tres soluciones
patrdn (f-1, A-2, A-3) gue s combinan poco antes
de cu uso. Bl reactivo debe ser utilizado dentro

‘de laz 24 hrs desde ol momento de su preparacidn.

Resctivo A=t

Tartrato de sodio v/o potanios . v eae 2.0 gr

Agua dostilada hasta. . cssscsnsscveaaaaalQ0.0 ml

ie



Reactivo A-2

Sulfato de cobre hidratadoesscvivreaunns 1.0 gr

Agua destilada hasta..e.conneaan aeseeaal00.0 ml

Reactive A-3

Carbonato de sodiDscsisiavanvnssansnnnre 2.0 gr

Hidrdéxido de sodio 0.1 M hasta....ecaunen 1.0 1t
Se preparé €) reactivo de la siguiente manera:

Roactivo A-l .t ieinienenacaranecesne venseal parte

Reactivo A—-2,.........- . crsves=sasnsl parte

Reactivo A-Siu et vnnnsvsunnaseranaal00 partes

Reactivo de Fenol (Folin-Ciocaltean) se diluyd 331

Tratamiento
1. Se ajustaron con agua volamenes do 0.4 ml: las muestras
con concentracidn desconocida de proteinas de GCompledo

Inmunegénico de Salmonella typhiwmwiwm vy las

fracciones obtenidas por cromotografia en DEARE-Celulosa,
Sephadeyr G-200, Secphade: G-50 (50 y 100 ug de pe=so seco de
cada muestral, los pstiandares de proteina que incluyeron
concentraciones de 12.5%, 25.0, 50.0 v 100 ug de albimina
sérica de bovino (Sigma) y 1os hlancos contonidos todos ollaos

por duplicado.

2. WUna wver ajustade g1 volumen de cada muestra a 0.4 ml  se
afadieron 2 ml del reactivo A. Sz incubd a tomperatura

ambiente durante 19 min.
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ZF. Despuéds se apadieron €.2 del reactiveo B a topdos los tubos.

Se incubd a temperatura ambiente durante 30 min.

1. Ge determinéd 1a densidad dptica a 500 nm en un

espoctrofotdmetro ZEISS modelo M4 OIT1.

5. Usando el promedio de la densidad dptica obtenida para
cada muestra de proteina no conocida, s determnind sua
concentracidén a partir de la curva de calibracidn que

proporcionaron Jas lecturas de los nstindares.

CROMATOGRAFTA EN DEAE-CEL ULOSA

Se resuspendieron 210 mg de proteina del Complejo
Inmunogénico en 30 ml de amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH
8.0 y se hizo cromatografia en una columna de 1.5 ¢ 546 cm, de
DENE-Celulosa {(Bin-Rad, Richmond, Calif), cquilibrada
previ amente con amoriiguador de fosfatos 0.02 M, pH 8,0, el
material fue eluwido aplicando un gradiente discontinuo a
concentraciones crecientes de NaCl desde 0.0 M, hasta 1.0 M.
El material e=luido se colectd en alicugtas de 3.0 m1 v la
salida de proteinas se estimd por absorbancia a 280 nm on un
monitor 1SCO A5 conectado a un graficador automatico. El
material de cada pico se mezelé, dializd contra agua conlinua

vy liofilizé.

CROMATOGRAETA EMN SEPHADEX G-200

l.as fracci ones de DEAE~Celul osa con mayor
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i nmunogenici dad (3,4 vy 5} se resuspendicren on 8 al de
amortiguadeor de fosfatos 0.02 M, pH 7.2 v s pasaron por una
columna de Scphadex G-200, e 1.5 4 84 cwm. la cual se
equilibro proviamente con amortiguador de foufatos 0.02 M, pH
T.2. €1l material e 2luyd con el micsmo amor-tiguador, =
colectaron alicuotas de 3.0 ml vy 1la salida do proteinas  se
estimé por absorbancia a 280 nm en un monitor  IS5CO0  AU-5
conectade & un graficador automatico, El matorial de cada

pico se mezeld, dializd y liofilizd.

CROMATOGRAR IA EN _SEPHADEX G-50

t.a fraccidn & del cromatografo en Sophader G200 que
resultd  ser altamente inmuneogénica se resuspendid en 7 ml de
amortiguador de fosfatos 6.02 M, pH 7.2 v se paso por  una
columna de Sephadew @-50 de 1.5 X 30 om equilibrada
previamente con amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH 7.2, E1
material so eluyd con el mismo amortiguadaor, e colectaron
alicuotas de 3.0 ml v la salida de proteinas se estind  por
ahsorbancia de 280 nm en un monitor 1SCO AU-5 conectado a un
graficador auvtomatico. El materisl de cada pico se mencld,

dializd, y liofilizé.

ELECTROFORESIS £N 6EL._DE POLIACRILAMIDA BN PRESENCIA DE SDS

lLas fracciones inmunogénicas de DEAE~Celulosa (3, 4y
), s estudiaron por electroforesis en gel de poliacrilamida
en presecncia de SDS de acuerdo a1l método descrito por Scheele

(1975, Se usd un gradionte do poliacrilamida del & al 1@%.



Las muestras se solubilizaron en un  amortiguador que
conteni ay 5% B-mercaptoetanpol, 2% de 305, 0.01 M Tris HCl, pH
5.9, 0.00} azul de bromofenol, vy 104 de glicerol. La
electroforesis so realizéd aplicéndole una corriente de 200
volties, el gel se €fij6 en dcido acético al 7% durante toda
la noche y se tiftd con upa salucién al O.1% de azul  de
Comassie, en una mezcla de 0.5 1t de metanol, 0.5 1t de agua
destilada, vy 0.1 1t de acido acético glacial. Se destiferon
con una solucidn preparada con 0.5 1+ de agua destilada, 0.5

it de metanol vy 0.1 1t de Acido acetico glacial.

RETERMINACION DE_PESOS _MOLECULAPES

El peso molecular de las proteinas  del complejo
inmunogénico asi como de sus fracciones on Sephadex G-200 ¢
G50 se sstimd de acuerdo al métado de Weber y Osborn {(1946%).
Los geles sg prepararon con uba solucison doe 22,2 do
acrilamida vy 0.6 de meotilbisacrilamida en 100 ml de agua
bidestilada vy con amortiguador del gel conteniendo 7.8 de
fosfato monosddico, 3I8.4 gr de  fnuafato disddico. 7 Hz0 v 2
or de SDS, por litro en tubos de 7.5 X 0.5. La
electroforesis se realizd en un aparatoe Bio-Rad, con el
amnrtiguadpr disuelto 1:1 vy aplicAndole una corriente de 8
mA/tubo durante % hr, a temperatura ambionte. Los geles se
tiferon durante koda la noche con una selucldén de azul de
Comassie al 0.25% en una mezecla de 454 ml de metanol al SO0% vy

A5 ml de acido acético glacial, s& destifferon con  una
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enlucién gue contendia 75 ml de Acido acédtico glacial, 50 ml
de metanol] y 875 ml de agna. La movilidad de las proteinas se

caleculéd con la sigulente fdrmala:x

MOVILIDAD: Distancia de Migracidn de la Proteina
f.ongitud del gol despuds de teRirse

Longitud_del gel antes de tefirse
Dizgtancia de Migracidn del Coloronte

Se usaron los siguientes estdndares de peso mglecular
(Sigmal: lactozalbimina (14,200 d). Inhibidor de tripsina
(20,000 d¥. tripsindgeno (24,000 d). anhidrasa carbdnica
(29,000 d). Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (36,000
d). Ovoalbdmina bovina (44,0000 d) vy Galactosidasa (114,000

d).

INMUNIZACIONES

Brupos de 10 ratonhes de la cepa CTD-1, pesando 18 + 2 gr,
sg inmunizaron por via subcubtdnea con 20 wg del Complelo
Inmunogéni co de 8. typhimwium vy de cade wuna de las
subfraceciones obtenidas en los pasos sucesivos de
fraccionamiento de DEAE-Celulose, Sephadest G-200 y Scphadeit
B6-%0, resuspendidos en €.1 ml de solucidn salina fisioldgica
0.1% M,una spqunda dosic e inoculd 7 diass dospuds oh las

mismas condiciones.

PRUEBAS DE TMMUNIDAD

tos ratones inmunizados se desafiaron 7 dias después de

1a "Mltima dinmunitacidn con X Diwpe de §. typhimuwriup (Ver



resultados? crociendo en fasc logoaritmica. lLa titulacidn de
virulencia e realizd simultaneamente cen  cada prucba de
inmunidad de acuerdo al método de Reed y Muench (1938) . En
todas las pruebas se incluyeron testigos 8. typhimuriuwm, se
cultivéd en infusidn cerebro-coracén agar durante I2 hrs. a
37=C, las cdlulas o2 cosecharon uwusando solucldn salina
estéril O0.15 M, ceta suspoensidén bacteriana oe ajustséd a 1.0
Unidad de Densidad Optica a 580 nm en un  espectrofotdmetro
Zeiss M4 © IT7I. En reportes anterjores Tato et al., (1979} y
Molinari et al., (1981) han ostimado gue una suspensidn de

Salmonella cuya abeorbancia ez de 1.0 UDO  aproximadamente

equivale a 3.8 ¢ 10® UFC/0.1 ml aprortimadamente. Los ratones
se desafiaron por via intraperitoneal con una suspensidén
bacteriana en un volumen de 0.1 ml de solucidn zalina estéril
0.15 M, LLos animales se obgervaron durante 21 dies después
del  desafic y la proteccidn se reportd como el npdmero de
animales gue sobrevivieron al reta, sobre el namere de

animales probados.

OBTENCION DEL._ ANTIGENO "0Ov, { IPOPOLISACARIDD

Para obtener el lipopolisacarido de §., typhimurium, seo
siguid 21 método de Westphal (Kwapinsii, 1972). Se cultivé
S. typhimurium en infusidn do ceeorebro—corazén agar en  cajas
de Petri durante 21 hre. a 3I7°C. t.as células baclkerianas se
cosacharon con 20 ml de agua bidestilada estéril, 5

affadieron 3t ml de fenol al 75%, la mezcla se dedid en



agitacidn durante 30 pmin a 57C, a0 centrifugd a 6,000 rpm
durante 15 min, la fase acuosa se colectd v el material
remanente me wvolvid a lavar ton 20 ml de agus bidestilada
estéril, se agitd vy s coentrifugd nuevamente. l.os  dous
sobrenadantes se mezclaron vy se dializaron conltra agua
corriconte durante 3 dias vy un dia m&s contra agua
bidestil ada. fosterigrmente, el material s¢ centrifugd a
7.000 rom por 15 min, el schrenadante se redujo a un volumen
de 20 ml, se le agregd un volumen de alechol etilico ol 954
frin para precipitar dcidos nucléicos, el precipitado formado
s sgpard por centrifugacion a 4,000 rpm por 135 min. Nl
sobrenadante se le aVadieron & volhdmenes mas de alcohol frio
v el lipopolisacarido precipitante ={ad ?epard por
centrifugacidn a 7,000 rpm por 15 min, c©l sedimento &e
resuspendi ¢ en agua hidestilada y liofilizd.

l.a concentracidén de LPS de Salmonella typhimurium, se

determind usando e! métodoe de Antrona (Putman 1967). Este
método consistid en agregar 0.2 ml de una solucidén al 0,24 de
Antrona (Merchk) en Acido sulfdrico a tubes de 1.1 2 10 cm
conteniendo i.o m! de muestra con 800 ug 4 1000 wg de poeso
soCo. Lo tubos se calentaron en baiRo maria a 90°C  durante
1& min v enfriaron a tomperatura ambiente, la concentracidn
se determing en un espectrofotémetro Zeiss M4 QIII & &25 nm
de longitud de onda, se incluyd curva estdndar de dextrosa vy

Bl ancoe.
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PRUEBNS DE ENMDOTOXINNM

Esta prueba tuvo por obiete estimar la presencia de LPS
en @l Complejo Inmunogénito, sus fracciones y subfracciones
cromatograficas. lLa idnyeccidn intravenosa de aceltatoc de
plomo  incrementa la sensibilidatd de l1a rata a la ondotontina
de varias bacterias Bram-Negativas aprouvinadamente 100,000
veces arriba de 1o normal (Sclye ot al, 1%44).

A grupos de 4 ratas de la cepa Wistar, pesando 200 &+ 5
gr se les inyectaron por via intravenosa 0.1 wl de una
solucidén que contepia 20 ug de proteina, del Complejo
Inmunogénico, Yy de cada una de sus subfracciones v 8§ mg de
acetato de plome; se incluyeron 3 grupos testigoz a uno  al
que sg 1le inoculd S mg de acetato de plomop, otro al gue se le
aplicd 2 ug de PSS de Salmonella typhimurium, vy a2l dltimo se
le inyectaron 2 ug de LPS mezclados con 5 mg de aceblato de

plomo.

27



RESULTADROS

El resultado del fraccionamiento del Complejo

Inmunogénico de Salmonella typhimurium on colunna de DEAE-

Celulosa

se wbserva en la Figura 1 donde so puede ver gue se

obtienen 12 fracciones.

NaCL (M)

05 . 2 3 . S ] ]

1.O=
0.5+
2
BWA—et
T T T T 1 T T Y
0 Lavado 100 200 300 400
NUMERO DE FRACCIONES
1. Fraccionamiento del Complejo Inmunogénico de

Figura

Salmonella typhimurium en una celumna

de DERAE-Celulosa. Se &luyd por pPasos
incrementando la concentracidn de MNaCl on un
amortiguador de forfatos de sodio 0.02 M, pH 8.0 ¥y
aep colectaron alicuotas de 3.0 ml.
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Estas 12 fracciones y €l Compledo Inmunegédnico se

utilizaron para realizar pruebas de inmunidad. En un primer
experimnento de inmunidad se  probaron las fracciones
2,3:,14,5,7,10 y 11 inos ratones inmunizados con cstas

fracciones, e desafiaron con 50 Dllse por via intraperitoneal
las resul tados se resumen en ol Cuadre 1, dJdonde so observd
que las fracciones 3 ¥y 1 inducen inmunidad en el 30X de
los ratones, v las fracciones T vy 7 un 90% de inmunidad igual
al observado con el Complejo Inmunogénico. En la figura 2
podemps observar la sobrovida post-desafio en funeidén del
tiempo, se nota que rl 50% de los testigos habian muerto a
laz 7 dias (Tiempo leta) al S0%) mientras que en los grupaos
de ratones Inmunizados con 2]l Complejo Inmunogénico y los
picos 3, 4, S sélo se observarcn del 10 al 20% de muertes en
los primeros dias. En la Figura 3 se graficéd la sobrevida en
funcidén del tiempo, de la prueba de inmunidad de los picos 7,
10 y 11. E)l 50% de los testigos habia muerto a los 7 dias
mientras que en los grupos de ratones inmunizados con =l
Complejo Inmunogénico v el pico 7 solo muridé un ratén en cada

grupo, los dias 12 y 13 respectivamente.

29



Porcentaje de schrevivencia de ratenes desafiados con 50 Dlue
1.% x 10* U.F.B.) del microorganismo virulento por via

TuADRe

intraperitonesl previaseste {inmunfzados con 20,0 ug del Cosplejo

Insunoginice de §. typhisurjus y de atgunas de sus fracciones
obtenidas en DEAE-Celulnsa,

Estudio electrofortticn

FRACCION  TANMUNTIANTE T e VALOR DE NUMERD DE
SOBREVIDA 14 BANDAS EM
E{ECTROFORESIS
COMPLEID THNUMOGENTCO %0 . 001 H]
2 30 » 18 8
3 80 a0 14
L] a0 €00 17
3 % <001 10
1 %@ <001 g
10 50 2.0m
1t & 00l
TESTIGO 9 - -




sobrevida

100

Figura 22.

; & a8 10 12 4 6 |18 20 22
Dias

Sobrevida de ratones

10% U.F.C.)

20 ug  del
typhimurium

Celulosa.

)

del microorganismo
intraperitoneal testigos

Complejo
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Figura 3.. Sobrevida de ratones desafiados con 50 Dlao (1.97

X 10% Y. F.C.) del microorganismo virulentao, por
via intraperitonesl preoviamente inmunizados con
20.0 ug del Complejo Inmuncgénico de Salmpnelja
typhimurium vy de algunas de suse fracciones de
DEAE—Celulasa.
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Las fracciones 3,4 v S obtenidas en gl fracciohamiento
do DEAE—Celulosa mostraron elevada 1nmunecgenicidad, =T=)

decidid mezeclarlas y cromatografiarlas en Sephadex G-200.

Sephadex G-200

1.O- ————
260 nhn ——
[+]
@O
o
“,
2 054
(Y]
t

NUMERO DE FRACCIONES

Figura 4. Cromatografia en Sephadex G-200 de las fracciones
2.A v 5 obtenidoas en el fraccionamiente de DEAE--
crlulosa. So eluyd con un  amortiguador de
fosfatos de seodio 0.02 M, pH B.0O y se colectaron
alicuntas de 3.0 ml cada una.



Se obhtuvierop fracciones que se agruparon v denosinaron
del I al VI como se muestra en la fig. 4. Con aestas
fracciones vy el Compleio Inmunogénico so realizaron pruebas
de inmunidad, los resultados se resumen en ¢l Cuadro 2, dande
se observa que los picos II, TIIT1 y Y1 indujoron un alto grado
de  inmunidad (p<0.001). En la Figura 5 se registra la
acbrevida en funcidén del tiempo, se obscocrva gue el SO%L de los
testiges habian muerto al 7o. dia (Tlwee) mientras que en el
grupn  inmunizado con el Complejo Inmunogénico solo se
registraron 4 mucrtes; durante los primereos 12 dies los picos
I vy It induideron vwn alto grado de inmunidad (70 y 1004 de
aobrevida respectivamente.

t.a figura & muestra el porcentaje de cecbrevida de
ratones inmunizados con leos picos IV, VYV y VI ohtenidos de
Sephader G-200, Sola el pieo & mostrdé un alto grado de

inmunogenicidad (0% de sobrevida).
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CUADRD 2

Parcentaje de sobrevivencia de ratones desatiados con 46,5 Dlss

(1.7 1 10* WF.C.) del aicroorganisse virulento, por via
intraperitonesl previasente inmunizados con 20,0 ug del Cosplein
Insunoginico de 5. typhimurfum y de algunas de sus fracciones obtenldas
en Sephadex §-200, Estudia eleclroforético.

FRACCTON TIMUNITANTE TtE VALOR DE  WUMERD OE
SEPHADER §-200 SORREVIDA P BANDAS EN
ELECTROFORESIS
COMPLEID TNRMOGENICD to 305 19
1 10 b -
[} 90 »001 5
m 100 <00t [
v 0 - -
v 30 35 -
" 90 .00 -
TESTIBOS 20 - -




Sephodex G- 200

100 - o—ao CI
: - Pico |} |
L a—a Pico |l ;
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Figura %. SBobrevida de ratones testioos e inmunizados con 20.0 ug
del Compleijo Inmunogénico de Salmonellas typhimurjium vy
de algunas de sSus fraccienes de Sephadex G-200 vy
desafiados con 40.9 Dlme (1.7 X 10* U.F.C.) del
microorganiemo virulento por via intraperitoneal.
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Figura &. Sobhrevida de ratones testigos e inmunizados con 20.0 ug
del Complejo inmunogénico de Salmonella typhimurjum
v de algunas de sus fracciones de Sephadex G-200 vy
dezsafiados con 40.5S Dheo (1.7 X 10+ U.F.C.) del
aicroorganismo virulente por via intraperitoneal.



Se decidid¢ subfraccionar el pico VI de Sephadex G-200. La
figura 7 muestra el perfil de eclucidn en Sephadex G-50 de donde
se obtuvieron 3 compenentes denominados picos A, By C, 1log
cuales s utilizaron para inmunizar ratones. l.os resultados de
la praeba de inmunidad, sc resumen en el cuadro 3 vy figura 8.
Soln el piep A mostré una elevada potencia lnmunbgédnica 80%  de
sobrevida degpués del dezafio con 65 Dlee del microbr-ganismo

virulento.

A Sephadex G- 50
260 nm —
20 - o8
8 Onm ----
- \
g /
S
e JO =
~N
P .
IJ
0 (o]

NUMERO DE FRACCIONES

Figura 7. Cromatografia en Sephadex G-50 de l's—fraccidn VI de
la eromatografia en Sephadex G-200. $Se eluyd con un
amortiguador de fosfatos de sodio 0.02 M, pH 8.0 v se
colectaron alicuotas de 3.7 ml



CUADRD 3

Porcentaje da sobrevivencia de ratones desaflados con 63 Bluo (2.4 x 103
U.F.C.) del aicroorganisan virutesto por via intraperitoneal inaunizados
previasente con 20.0 vy del Cosplefo Tnsunogénfco de S. typhisurive y de
1ag fracciones ohtenidas en Sephadex G-50. Estudio clectrofordtico.

FRACCION TMMUNIZANTE 10t VALCR OE P NUMERD LE BRHEAS
SEPHADEX §-50 SOBREVIDA POR
ELECTROFORESIS
COMPLEJD THMIWIEENICO 100 .00 19
A 80 L l
] 20 - -
¢ 0 - -
TESTi60S 20 -

Los andlisie practicados para detectar la presencia de
endotoxina ti.PSs Lipopolizacarido o Antigence "0"), revelaron que
las fracciones 2,4,5,7,10 v 11 del fraccionamiento en DERE-
Celulosa las fracciones 11, IT! v VI deo Sephaden G-200 y la
fraccién A obtenida en Sephade G-50, no contenian
lipopelisacdrideo LUPS. Estos resultados se presentan en los

Cuadros 4 y O,



Sephadex G-50
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Figura 8. Sobrevida de ratones testigos e inmunizados con 20.0
ug del Compleijo Inmunogéniceo de Salmonellsa typhimuriue
¥y de algunas de sus fracciones de Sephadex G50 vy
desafiadas con &5 Dlhoge (2.6x10% UaFaBs} del
microorganismo homdloge por via intraperitoneal.
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CUADRO #

Prueba para deteccidn de endotoxina en el Coeplejo Inaunogéniro y en algunas
de 1as fracciones ohienidas en DEAf-Celulesa, en ratas inoculadas con 20.0 ug
de cada frarcidn sezcladas ton 5 g de acetato de ploan.

FRACCIONES NUNERD DE HUERTE

BEAE-CELIN.OSA RATAS b4
COWPLETD

THUNOCENTCD L 75
2 4 0
3 L 25
L] L 0
5 5 00
1 { /]
1o L] 0
H L] ¢
LRSS 2 ug/ratén 4 0
LPS 2 ug/raténsfcP Sag/ratén 4 160
PhA® & mp/ratin 1 0

$LPS Lipopelisacdrido; "PuA Acetato do Plomo,

CUADRD §

Prutha para deteccién de endotoxina en el Cosplejo Inmunogénice y en algunas
de as fraccienes cbtanidas en Sephades 6-200 y Sephadex 6-50, &n ratas
inocoladas con 20,0 g de cada fraccidn wozeladas con Sag de acetato de
ploso.

FRACCION RUMERD B T
RATAS KUERTE
COMPLEID [WIMGENICE | 15
FRACCIOR 1T {Sephadex 6-200} ¢ 0
FRACCION 111 (Sephades 6-200) ¢ 0
FRACCION V! (Sephadex B-200) 4 0
FRACCION & (Sephadex 6-30) 0 0
LPSE 2 uy/ratin 1 0
LPS 2 ugfraténtAcP Segiratin ¢ 100
MA" 8 mg/ratin ] 0

1LPS Lipopalisacarido: *PA Acetato de Plono

Extos resultados aostraron que hay aprozimadaeente 1.6 og de LP5 en 20 ug de € I, estimado en
base a gue 2ug de IPS + 5 ay de AcP lctales para el 100Y de ratas inotuladas, Sole la
fraceién I anstrd toricidad pera un 23T de ratas, EDl resto de las fracciones aostrd
inpruidad, Yo que sugicre que extaban exentas de LPE, Las subfracciones obtenidas de Sephadex
E-200 y §-50 tanbién wostraron estar exentas ded Pipopulisaciride.
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El andlisis electrofordtico del Compleio  Inmunogénico
y de algunas de sus fracciones en DEAE-cezlulosa, reveld 15
bandas de proteina para el Compleio Inmunogénico, 8 bandas para
1la fraccidn S, 14 bandas para la fraccidén 3 v 17 bandas
para la fraccidn 4 (Fig. 9). Eztas dos il timas fraoacciones
fueron las mas ricas on proteinas presentan casi  las
mismas bhandas del Compleio Inmunogénice, Jas 8 bhandas qgue
presenta la fraccidn S, las encontramos en la fraccion 3 y 4.
En el Cuadro 1 se resume el ndmero de bandas.

Por plectroforesis on geles de poliacrilamida an
presencia de SDS del! Complejo Inmunogénico, y de las fraccionhes
11, 1I! de Sephadoy G-200, vy la fraccién A de Sephadex BG~50 (Fig.
10}, Se evidenciaron 19 bandoas de proteina pora el Compleldo
Inmunogénico, sus pesos molecularoes sp estimaron entre 125,000
a 18,000 daltones. l.a fraccioén II (Sephade:x G-~200) mostrd 5
bandas cuyps pesos moleculares fluctdan entre 71,000 a 13,000
daltones, {f.a fraccién III (Sephadex G-200) evidencid & bandas con
pecos mnleculares entre 71,000 a 32,000 daltones. La fraccidn A
(Sephadex G-%0) solamente moztrd 1 bande de proteina cuyo peco
molecular aprouimade fue de 71,000 daltones.

La figura 11 muestra 1o curva de los estandares de peso
molecular gque se utilizaron para estimar £1 Peso Molecular de
lag proteinas  del Complejo Inmunogénico vy de sus fracciones vy

subfracciones.
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Figura 2. Electroforesis del Complejo Inmuneogénico de

S8almonella typhimuwrium ¥ alguna de sus
fracciones en NDEAE-Celulosa.
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10.Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia

de SDS del Complejo Inmunogénico, de las fracciones
I1 y II1 de Sephade: G-200, de la fraccidn A de
Sephadex G-50 y de los estandares de peso molecular.
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Curva de los estandarcs de pesos moleculares gue
e utilizéd pars estimar ©l Peseo Molecular de las
proteinas contonidas en el Complejo Inmunagénico,
asi como de las proteinss contenidas en las
subfracciones y en la proteina purificada.



DISCUSION

Barber vy Evlilan (1974, 1975, 1274 han enfatizado la
importancia de las proteinas de Salmonella en cl  desarrvollo
de 1a inmunidad contra 1a infeccidn experimental.

Schlecht vy Bhatnagar (1985) obtuvieron proteinas lihres
de lipopolisacadrida de una cepa rugosa de Salmonella
typhimurium gque indujeron inmunidad altamente significativa
en ratones, contra el desafio de S. typhimurium. Enta
proteccidn fue proporcionada por proteinas de peso molecular
baje, las cuales Ffueron obtenidas de un entracto crudo.
Anteriormentes Kuusi gt, al., (1972, 1981) habian aislado
proteinas de membrana externa {(denominadas porinas) a  partir
de una cepa rugosa de §. typhimurium vy mostraron que ostas
proteinas protegieron a ratones contra el desafio del
organismo homdlogo, sin embarge al liberar estas proteinas
del lipopolisacaridoe Y de 1a lipoproteina que s
copurificaban con ellas perdian su capacidad inmunogénica,
pero al reconstruirlas con el LPS so restawabs la capacidad
protectara de estas proteinas.

tog resultados de este trabsjo muestran gue algunas
proteinas ailsladas de Splmopnella Lyphimurivm induwjeron un
alto nivel de proteccién contra el desafio con el microorganisoo
virulento. Egtas proteinas estaban citentas de  antigenos
tales como el lipopolisacarido (LPS).

lLa purificacién por cromatografia por pases permitio el
aislamiento de @raccinnes ricas en protainas. Dos de estas

fracciones fupron obtenidas a partir del segundo  paso

AL



cromatografico v consistian de 5 y & proteinas respecltivamente

(fracciones I1 vy T1I1 de Sephader G-200). Dichas fracciones
indujeron inmunidad con un 2lto gradeo de significancia
esghadiatica (P < 0.001). N partir de la fraccidn inmunogdénica

mimero VI obtenida de 1a solumna de Sephadex G-200 en un paso
cromatografico posterior con Sephadex G-50 ao separa dsta on 3
componentes, uno de los cuales, (fracocion ) indujo inmunidad
altamente significativa (P < 0.001). Esta fraccidén mostro solo
una banda de proteina 21 ser analirzada por electroforesis, la
que tenia wn peso molecular ostimade en 71 d. Esta proteina
aparecid en la eclectroforesis de las fracciones 2 0y 3 de
Sephader G-200,

l.as pruebas de endotoxina revelaron gue osta proteina no
contentia lipopoelisacarido y su peso molecular (71 Kd) indica gue
2s una proeoteina diferente a 165 aisladas por Kuusi et al.,
(1972,1981) ya que estas tienen un peso molocular de (34,35 v 36
Kd) ademés, dichas proteinas las copurificaron con LPS.

Sin embargo, con los datos experimentales v analiticos del
presente trahajo no se purde conocer cuidl ec el origen © la
astructura de deonde proviene esta proteina inmunogénica.

Es de pensarse que esta proteina es la responzable de
la inmunidad inducida por estaz fracciones. Mo ocbstante debe
estudi arse s8i las otras proteinas de estas  fracciones
tienen algin papel en la induceidn de la inmanidad, por lo gque
consideramos pertinente vealizar 1a purificecidén de ellas asi
como 2! estudio de su participacién en la induceién de inmunidad

contra ta fiebre tifoidea murina.
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Otros autores como Johnson (1972, 1973), Hisfoldt v
Johnsen (19278) han  aislado proteinas ribosomales de S
typhimuriom invelueradas cn la inmunidad contra el
microorganismo  viruvlento, cuande estas preparacionecs  de
proteinas ribosomales fueron tratados con pronasa vy btripsina,
se produjo una gran reduccion en la protecei én, asi mismo se
encontraron gue la respuetsta inmune inducida por la proteina
ribonucl ear cra opoecifica. Molinari et al., {1978)
encontraron gue la fraccidén ribosomal cmpleada como vacuna e
inoculada por via subcutineaz protegid al ratén contra el
desafio de §5. typhimurium administrada por via oral creciendo
en su fase logaritmica y con dosis de desafio tan altas cemo
5.5 X 10" UFC. Este resaltado supera lo que pudo haber sido
una obiecién importante, puesto que on la meyoria de lag
investigaciones que usan el modelo de salmonellesis murina,
excepto en lao investigaciones de Collins (1970) v Goeraanior
(1972), la ruta de desafio ha sido intraperitoneal o
intravenoza. VY éstp, argumentan los que cocbijetan este Lipo de
owperimentos no oeurrc en l1a naturaleza, va gue la infeccidn
natural ocurre por via oral. Molinari et al., (1981
legraron purificar una ribonuclecproteina de Salmonella typhi
con un peso molecular de 8,500 d, altamente inmunogénica en
el ratdn contra ol desafio del bacilo virulento. Todos estos
antecedentes sugieren que el origen de algunes de  las
proteinas  reportadas on el presente LEtrabajo podrian  ser
ribosomal es, pero osto tendra que ser comprobado

experimentalmente.
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El método de Taoto gf )., (1979} el cual fue capleado en
easte trabhajo para obtener eutractos antigénicos ricos en
proteinas parece ser muy  sdecuado para la purificacidén de
proteinags ya gue su rendimiento por litre de cultivo s muy
eficiente (210 ug peso seco/litroY, 1o gue nos hace ponsar Que
otreos mttodos reportados en la literaturo por Misfeldt y Johnson
1978, Johnzmon 1972, 1973, Kuusi 1979, 1981, Schlocht 1985, para
cbtener proteinas inpmunogénicas deben de ser de baja eficlencia
para obtener una buena cantidad de proteinas que permita la
purificacidén de algunas do ellas.

En 2l campeo de las vacunas baclterianas hay dos
tendencias hisicas gue punden reoconocerse; una og la bdsguoeda

de antigenos protectores necesarios para reemplazar las

cédlulas completas por componentes purificadosg muchas
reacciones advers: Lasusadas por componentes irrelcvantes a
1a respuesta protectora pucden entonces ser  eliminados. l.a

otra tendencia surge doal concepto de gue 1a  proteccidn

dptima centra algunas Infocciones bacterianas puede ser

alcanzada =solo usando cepas vivas atenuvadas para la wvacunacidna.

Por 1o que la aplicacién de técnicas de ADM-recombinante podra

permitir el desarrello de mutantes genédticamente estables que

podrian ser empleadas como vacuvnas vivas {(Sermanier 1984).
Algunas wvacunas vivas orales atenuadas han sido usadas

en trabajos de campo por Germanior (1971, 197G). Dos tipos

de estas vacunas, de cepas avirulepntas han sido probadas en

humanos, wna cepa atenuada dependionte de estreptomicina vy
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ntra cepa mutante TyZla galactosa-epimeraza. Doz sstudios
realizados con la vacuna de la cepa mutante de Salmonella typhi
dependiente de estreptomicina en adultos voluntarios, par
Reitman Q9467) y Mel et al., (1274) en Jos gue =sc dieron
miltiples dosis contentiendo una centidad superior a 10xl0t@
bacterias viables mutantes 27v a 179 voluntarins sin  mostrar
reacciones adversas. tLas wvacunas también {fueron Leleradas
cuando =1 admini straron concoml tantemente con 1 g de
estreptomicina oral después de 1la admipdstracidn de 2 g de
bicarbonato de sodio para lograr la neuabralizacidn gastrica. La
eficacia de este vacuna fue mayor gue l1a proporcionada  por
vacunas liofilizadas &6 — 78%4 contra 10 — 284 rospectivamontae.
La vacuna obtenida de una cepa mutante galactosa — cpimerasa de
Salmonella typhi TyZ2ia fue seleccionada en base a los resultados
obtenidos por Germanier y Furer (1971, 1975}, enh varias cepas
mitantes de 5. typhimurium con edperimentos on ratonoes. Para
estahlecer la weguridad de esta vacuwna se llevaron a cabo tres
estudiomt uno con voluntarios en 1os Estados Unidos, los cuales
ingirieron de © a 8 dosis conteniendo 3-10 X 102 de bacterias
viables de la mutante TyZ2la. La vacuna fun ingerida mezclandela
en un vaso do leche después de hober tomade 2 g de blicarbonato
de sodio, sea administréd con intervalos de 3 & 4 dias durante 4
semanas y se ohservd un 877 de eficacia. En estudius de campo
llavadns a cabo en Egipto se aplicaron 47,037 dosis de vacunas
conteniendo 1.8 X 10® bacterias viables de la mutante ty2la a
2,388 nifos en edad escolar vy 80 realizaron chservaciones en

tres perindos que abarcaron de 1978 a 1781 estimando una
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proteccidn del ©95%, osi miemo se observaron casos de fiebre
tifoidea on aquellos niffps que tomaron solo una o dos dosis.
Tambiédn ze realizéd un estudio pilote en Chile en 1980, donde a
338 nifios en edad escolar se les dieron 3 dosis de l1a vacuna de
1a mutante Tv21ia a la mitad del grupo, 1la wvacuna les fue
administrada en forma oral eon cipsulas con capa entérica v la
otra mitad de nifos la recibisd suspendida en 150 ml de leche vy
en ninguno de los dos grupos se observaron efectos indescables.
Germanior (1984) propone gque de acuerdo a log avances de Yas
modernas  técnicas gendticas seria posihle congtruir cepas de §.
typhi Ty21a que expresen determinantes antigénicos de otras
bacterias o virus, lo gue podria conducir & una cepa  vacunal
poltivalente.

Estos resultados nos muestran wna vacuna muy eficaz
aunque téenicamente muy complicada, su  aplicacién en
poblaciones muy grandes debido a la gran cantidad de dosis,
al manejo do una bacteria viable y su traslade en forma
adecuada vy ripida a regiones aslejadas, asi{ como & la gran
cantidad de bacterias gue se aplican por dosis v el costo de
sy producci 6n.

La investigacidn de vacunas en Méuico ez actualmente una
prioridad bien definida quo esta siendo llevada a cabo por las
principales instituciones del pais, ontre ellas la UNAM, e
Institutn Politdécnico Macional, el Institubto Mericano del Seguro
Social v los Institutos Nacionales de Higiene y Virologia de 1la

Secretaria de Salud. Garza Ramos pt al (1984)



Por nueostra parte propondriamos e)] uso de cepas no

enteoropatégenas de bacterias como Escherichia coli expresaran

antjgenos de &§. tyvphi que para fines come el gue lrata el
presente trabajoy; onisten antecedeontes en la literatura que
esto se ha lograde en rotavirus par Arias et al, (1934, 1788)
una gQlicoproteina de membrana externa del rotavirus SNl fue

sintetizada en E. eoli con la fusidn del polipédptideo B-

Galactosidasa. Esta proteina hibrids fue copaz de inducir
anticuerpas neutralizantez contra el virus. l.a sintoesis de
esta proteina en forma inmunogénica puede establecer la
facilidad de 1a produccidn do una vacuna de antigenos de
rotavirus sintetizadoz en células bacterianas. Otro aperte
deobido a Wirte: et al., 1987, gue lograreon un inmundégeno de

una proteina del circumsporozoito, construido en Escherichia

coli, contra Plasmodium falciparum coausante do la malaria

humana.

El desarrollo de vacunas constituideas por exntractos de
proteinas obtenidas de Salmonella gue inducen niveles
significativos do protececidn contra 1a infeccion de
Salmonellas virulentas vy ademas eliminan reaceciones locales y
generalizadas {Toto et al 1979 e= nuestra propuesta, en esle
momente en lugar de la vacuna obtenida con Salmpnellas muertas
por calor y conservadas en fenol gue se ha usado desde hace 20
afos v que se continda aplicando, a pesar de las reaccliones
lpcales vy generalizadacs a veces puy desagradables que causa  su

aplicaeidn.
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R E &§ U M E W

El obietive de egste trabaojo fué adislar proteinas de

Salmonella typhimurium con un alto grado de inmunogenicidad.

Salmonella typhimwium {(cepa del Hospital Infantil de 1la

Ciudad de México), s cultivd on caldo de Soya Tripticasa a 37=2C
durante 8 hrs. Las bacterias so cosecharon por cenbtrifugacidn vy
1z pasta se procesé de acverdo al método de Tato et al. para
la obtencién de un extracto antigénico. Este material se
fracciond en pasos  sucesivos hasta la purificacion de
proteinas. DEAE-Celulosa SO usht para el primar
fraccionamiento, Sephadox G-200 pera un segundo y Sephader G-
%0 para un Ultimo pase de purificacidn. L.as fracciones
obtenidas de cada fraccionamiento ge usaron para  inocul ar
ratones vy probar su inmunogenicidad. Estas fracciones se
analizaron por electroforesis pars conocer su grada  doe
purificacién. De las subfracciones de Sephader G-50, 1la
primera resultd altamente inmunogénicea, conteniendo una sola
protoina de aproximadamente 71,000 daltones, libre do
endotenina. Las pruchas de inmunidad finzles dieron los
siguientes resul tados: Camplejo Inmunogénico 100% de
proteccidn (FL0O,.001}, Proteina G-50 (71,000 daltones) BO0L de
proteccidén (P<O,.001) a ratones inmunizados (2 dosis) vy

desafiados con 65 Dleue (2.4 X 10% ULLF.C.Y.

o
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