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1.0 RESUMEN 

Con el objeto de obtener un inmunógcno bivalente que se podría emplear como futura 

vacuna en la prevención de la liebre tifoidea, se unió covalcntemcntc el antígeno Vi (Ag-Vi) de 

Citrobactcr frcundii con las porinas de Sa!moncl!a typbj. 

En un primer ensayo, la unión se realizó utilizando N-succinimidil-3-(2-piridilditio )-propionato 

(SPDP) como molécula espaciadora. En primer término se hicieron reaccionar las porinas con el 

SPDP (porinas-SPDP), mientras que por separado se hizo reaccionar al Ag-Vi con cistamina, en 

presencia de carbodiimida (EDAC), y posteriormente con ditiotrcitol. Los productos de las dos 

reacciones se mezclaron en atmósfera de nitrógeno. 

En un segundo ensayo Ja unión se realizó utilizando dihidrazida del ácido adipíco (ADH) 

col"!lo .molécula espaciadora. Primeramente el Ag-Vi se hizo reaccionar con carbodiimida y ADH 

(Ag-Vi-ADH): mientras que por otro lado las porinas fueron activadas con carbodiimida. A esta 

mezcla de reacción se le adicionó el producto Ag-Vi--ADH. 

La purificación de los productos de ambos ensayos se realizó mediante filtración en gel 

(Scphacryl S-1000). La caracterización de las fracciones obtenidas se eícctuó midiendo primero, la 

absorbancia (a 280 nm para proteínas y a 260 nm para el Ag-Vi); y por medio de la técnica de 

EUSA empicando suero humano anti-Vi, suero de huno anti-Vi y suero de conejo anti-porinas. Las 

íracciones con los conjugados se dializaron y se conservaron por liofilización. 



2.0 ANTECEDENTES 

2.~ INTRODUCCION 

La fiebre tifoidea constituye un problema importante de salud pública en Jos países 

subdesarrollados, pero no puede dcscartnrse el riesgo para Jos países desarrollados de importar la 

enfermedad o de que se presenten brotes y epidemias (17). 

El tratamiento con antibióticos espccfficos ha pennilido mejorar el pronóstico y reducir la 

mortalidad, sin embargo, Ja fiebre tifoidea sigue siendo una enfermedad grave, que necesita en 

algunos casos hospitalización. 

La tardanza en el inicio del tratamiento y la aparición de cepas resistentes, explican en 

parte los casos mortales por esta enfermedad, por Jo tanto es importante intentar prevenirla a través 

de Ja vacunación (23 ). 

Actualmente existen tres vacunas en el comercio. La preparada con microorganismos 

inactivados necesita ser aplicada en varias dosis y ocasiona efectos secundarios importantes. La 

vacuna oral hecha a base de una cepa viva atenuada, presenta un esquema de aplicación que la 

hacen poco practica en Jos programas de vacunación y se ha reportado que el porcicnto de 

protección es bajo en zonas endémicas (26,28). En estos momentos Ja mejor vacuna es Ja hecha con 

el antígeno capsular Vi, ya que puede aplicarse sin restricciones y Ja protección que confiere es 

buena; sin embargo, debido a su naturaleza polisacarfdica es incapaz de inducir memoria por Jo que 

se necesita de varios esquemas de inmunización que Ja hacen costosa y difícil de aplicarne en 

programas masivos de vacunación. Para d~minuir el costo de la vacuna y hacerla de uso general, lo 

ideal sería unir el antígeno Vi a una proteína. 

En este trabajo se realizó la conjugación de fonna covalente del polisacárido Vi a las porinas 

de·~. las cuales han demostrado ser inmunógcnos protectores contra el reto de Ja cepa 

homóloga de hasta 500 veces la DI.,, en el modelo murino (58). 
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2.2 FIEBRE TIFOIDEA 

2.2.1 Generalidades 

La fiebre tifoidea es una enfennedad febril infecto-contagiosa causada por la ingestión e invasión 

masiva de SaJmoneJJa tvvhj. Se caracteriza por síntomas sistémicos como fiebre, malestar general, 

ceÍateS y dolor abdominal. Frecuentemente se presenta con exantema transitorio, esplenomegalia 

y leucopenia. Las complicaciones m.6.s importantes incluyen la hemorragia intestinal en el 2 a 8 % 

de los ca.sos y la perforación intestinal que se representa en el 3 al 4% (1). 

2.2.2 Agente causal 

La Sa!mone!!a typbj es un bacilo no esporulado perteneciente a la familia Enternbacterjaccae. 

gram negativo, móvil, mide dos a tres micras, anaerobio facultativo, intracelular, fermenta la glucosa 

con producción de écido, es lactosa y sacarosa negativos (6). 

La bacteria tiene un estructura antigénica de superficie que incluye al antígeno "'H" o flagelar 

y el entfgeno somático "O"' que contiene carbohidratos específioos útiles en su identilicnción 

serológica. De acuerdo con la clasificación de Knuffman y Wite, ~ pertenece al grupo D y 

comparte con las diferentes especies de ese grupo los antígenos somáticos 9,12; los flagelos contienen 

el antígeno "d" y en la superficie se encuentra el antígeno "Vi"', el cual es de naturaleza 

polisacarídica, forma parte de la membrana externa y es indicador de virulencia (6). 

Existen otros antígenos que han sido poco estudiados, estos forman parte de la membrana 

externa, como la lipoproteína de Braun y las porinas. 



2.2.3 Penetración del microorganismo y respuesta Inmune. 

La Selmone!la ty_pbj entra al organismo a través de la boca, se multiplica rápidamente en el 

intestino delgado, y penetra Ja membrana basal sin causar daño importante en los tejidos, es 

íagocitada por los macróíagos y transportada a Jos ganglios linfáticos regionales donde se multiplica 

activamente. los sujetos infectados presentan una fa.se de bncteremia, por medio de la cual los 

bacilos se distribuyen en el sistema fagocítico mononuclear, en donde se reproducen y son liberadas 

nuevamente al sistema circulatorio. 

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio en Jos ganglios linfátic.os, baw e hígado, con muy 

csc8sá cantidad de polimoñonuclenres y gran acumulación de mononucleares, en el interior de los 

cuales es capaz de proliferar (3,10). 

Aunque Ja fisiopatología del padecimiento no está totalmente esclarecida, se sabe que gran parte 

de las manifestaciones clínicas son provocadas por Ja liberación de endotoxina¡ entre otros efectos 

se ha comprobado que induce fiebre, hipotensión arterial, leucopenia y estimulación policJonal de 

linfocitos B (5). La 6ebrc se produce por un mecanismo que involucra a una substancia conocida 

como •pirógeno endógeno" y que se sabe corresponde a la actual interJcucina 1 (IL-1) (87). 

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra diversas partes antigénicu de SJmhi, las 

cuales parecen no correlacionar con el desarrollo de protección contra las recaídas o reinfccciooes, 

a excepción de algunos estudios que sugieren que los anticuerpos contra el antígeno "H" son un 

indicador de resistencia a la fiebre tifoidea (7). 

Se ha descrito que Jos anticuerpos secretorios (lgA) impiden Ja adherencia de SJmhi a Ja pared 

intestinal; sin embargo, sólo son protectores ante inóculos pequeños de la bacteria. Frente a la 

invasión por grandes cantidadc.s de ~ los mecanismos de inmunidad celular, 
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fundnmcnlalmcntc la activación dc macrófagos, son indispensables para el control de la infección 

(8,9). 

2.2.4 Epldemlologla 

La. infección se adquiere por la ingestión de alimentos o agua contaminados con la bacteria; ya 

que este microorganismo afecta sólo al ser humano y no se conocen reservarlos animales, el 

elemento más importante en la cadena de transmisión es el portador asintomático ( 4). 

Distribución gcogrúnca 

Li fiebre tifoidea está presente en Jos cinco contincnlcs, pero cspccialmcntc en Asia, Africa 

y América Latina. Es difícil conocer su incidencia exacta, la cual generalmente es muy subestimada. 

No existen datos epidemiológicos precisos en los países más afectados, puesto que esta enfermedad 

no es de declaración obligatoria para la Organización Mundial de Ja Salud {OMS). Así, las 

infómiaciones disponibles sólo representan una fracción de los casos reales. De ésta forma, S:c han 

e.<>timado 12 millones de casos anuales con una incidencia de 500 casos/100,000 habitantes en Africa 

y Asia (2). 

En la región de las Américas en 1990, se presentaron 89,591 casos, que representan una 

incidencia de 20.8 casos/100,000 habitantes; la incidencia a llegado n ser hasta de 150 casos /100,()(X) 

habitantes en Chile. En México se reportaron 11,078 casos en 1987, con una tasa de 13.64 

casos/100,000 habitnntcs (2). 

La fiebre tifoidea en el mundo se presenta de las siguientes formas: 

En forma endémica en Asia del Sur, en Medio Oñcntc, en Africa del Este, Central, Oeste 

y en América Latina. 



En forma endcmo-cpidémica en algunos países del Sureste Asi6tico, así como en nlgunos 

pal'.scs europeos del contorno mediterráneo. 

En forma esporádica en América del Norte y en la mayoría de los pafocs de Europa. La 

aparición de casos aislados puede dar lugar a diseminaciones limitadas. 

. Poblaciones afectudos 

Uno de tos grupos de edad más afectado por la enfermedad es el de los 15 u 44 años, donde se 

pr~ntan aproximadamente el 58.62% de los casos, lo cual representa más de 500,000 díns laborales 

perdidos. 

Los niños menores de 5 años, y particularmente los lactantes están menos implicados con 

ata afección. La enfermedad se manifiesta en ellos bajo formas clínicas primitivas de diagnóstico 

delicado. ES entonces difícil evaluar e\ impacto exacto de la enfermedad en los niños que pueden 

sin embargo, ser vectores del germen y contribuir a su diseminación. 

Los viajeros y militares de países donde la tifoidea existe en estado esporádico, tienen el 

riesgo de adquirir la infección, al visitar las zonas afectadas por el padecimiento. Otros grupos de 

po~laci6n pueden ser el orfgcn de epidemias locnlizadas, como el personal de restaurantes y de la 

industria de alimentos. 

2.3 VACUNAS CONTRA 1A FIEBRE TIFOIDEA 

2.3.1 Vacunas de células muertas. 

La primera inmunización experimental contra la infección por ~monella tynhj se realizó en 

1886. Frankel y Simmons lograron proteger a conejos inyectándoles dosis subinfcctantes de bacteria 
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viva. Un año dcsput:s, Bauncr y Peipcr reportaron resultados semejantes en ratones. Mas tarde, 

Klikovich demostró que los bacilos muertos también son capaces de inducir protección. Con estas 

observaciones, Wright en lnglatcrrn y Pfciffcr y K6llc en AJcmania en 1887, decidieron administrar 

bacterias inactivadas en humanos con el objetivo de generar protección. Ln vacuna de Pfciífcr, par 

ejemplo, se preparaba en medio sólido, con la bacteria muerta por calor y fenal (17). 

La utilización masiva de estas vacunas resultó exitosa, pues la morbilidad por fiebre tifoidea 

disminuyó al aplicarla en la India, Egipto, Italia y Sudáfrica. Además, los individuos vacunados que 

adquirieron la enfermedad presentaron cuadros clínicos menos severos (14). Así, el uso de las 

vaCUniis contra la tif0idca elaboradas con bacterias muertas continuó durante décadas, Sin embargo, 

no era posible comparar la eficacia de las diferentes preparaciones, debido n que no había modelos 

experimentales animales, a la falta de correlación entre el estado de inmunidad y algún indicador 

scrológico, así como la ausencia de estudios epidemiológicos controlados. 

Por la razón anterior, en 1955, la Organización Mundial de la Salud (OMS), promovió la 

realización de estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unión Soviétiqi, para 

dctenninnr la eficacia de tres vacunas preparadas con células enteras de Safmonel!a b'l'hi; 

inectivadas con acetona, calor-fenol o alcohol. La vacuna "K", innctivada con acetona, confirió mayor 

protección. La vacuna "L", inaclivada con calor y fenal, mostró eficacia intenncdia y la inactivada 

con alcohol fué la menos efectiva. Algunos investigadores han atribuído ta propiedad protectora mas 

e6cicntc de la vacuna inactivada con acetona a su mayor contenido de antígeno "Vi" (15-20). 

La protección que confiere una sola dosis de las vacunas "K" y "L" es aceptable, pero el empico 

de dos dosis proporciona una inmunidad más confiable (21,22). Sin embargo, estas vacunas que se 

administran por vía parcnteral, tienen diversos inconvenientes pues producen reacciones secundarias 

importan les, debido a que contienen la cndotoxina, y sólo protegen en forma efectiva ante in6culos 

menores o iguales a lOS bacterias, por lo que no se recomienda emplearla en forma rutinaria. 



2.3.2 Vacunns e1nbon1d11s n purtir de cepas otenuados de Salmonella. 

Hasta la fecha se hnn estudiado diversas vacunas que se administran por vfa oral y que se 

elaboran con bacterias vivas. Una de ella-; se prepara con una mutante de Satmone!la tvphj 

dependiente de estreptomicina (24) y nunque a principios de los años 70 mostró ser segura y efectiva 

(25_,i6), se abandonó su estudio debido n que no conliró protección cuando se util~;znron 

microorganismos liofiliz.ados rcconstitufdos (26). 

SalmoncUn typhi Ty2tn. 

La cepa de Snlmoncl!a tynhj Ty21n, fue dc.o;nrrollndn por Gennanicr y Fürer en 1975: tiene una 

mutación en el gene galE que causa una deficiencia en la enzima UDP..\-galnctosa cpimerasa (27), 

aunque actualmente se ha comprobado que tiene otras mutaciones. 

En un ensayo controlado realizado a mediados de la dl:cada de los años 70 en Alejandría, 

Egipto, la administración de In bacteria (1-Bx 109) con bicarbonato de sodio, no produjo reacciones 

colaterales y logró inducir protección en el 95% de la población estudiada. La fonna de 

administración utilizada en ese estudio era impráctica para la aplicación rutinaria de 1a vacuna, por 

lo que se evaluaron diferentes formulaciones. Así, en una prueba de cnmpo realizada en una 

población escolar de Chile entre 1983 y 1986, la administración de tres dosis de vacuna en cápsulas 

con capa entérica, con intervalos de 2 o 21 días entre cada dosis, solo indujo protec.ción entre el 51 

y el 67% durante el periodo de observación (28-30), y se produjo mucho menor protección ni 

administrar In vacuna en cápsulas de gelatina con bicarbonato de sodio. 

Por ello, se ha intentado incrementar la eficiencia de la vacuna mediante una presentación 

1iofiliz.ada para ser disuelta en una solución amortiguadora que neutraliza el ácido gástrico. Con esta 

formulación se realizan actualmente pruebas de campo en Indonesia y Chile. 
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En el comercio existe una vacuna Jlamada "Vivolif" rcalizadn por el lnsliluto Suizo de Sueros 

y Vacunas que empica la cepa Ty2la de Salmone!!a tynhi. 

Salmonelln tmhJ 5411) y S43'1'y. 

Las cepas de Salmooel!a tvphi 541Ty y S43Ty fueron desarrolladas por Stockcr en 1981, 

induciendo dcleciones en dos genes (aro A y pur A), de manera similar a Jo anterionncnlc reportado 

en Sa!monclln lypbjmurjum. Estas mutaciones causan la dependencia nutricional de la bacteria por 

mctabo1itos que no se encuentran en 103: tejidos de los. mamíferos, por Jo que no son c.1paces de 

sobrevivir en ellos. 

Después de administrar una sola dosis de la cepa 54ITy de SJJllhi a voluntarios. se recuperaron 

bacterias en las hece3 de la mayorla de los vacunados, pero en ninguno se aisló del hemocultivo. La 

vacuna generó ~puesta inmune celular específica. Sin embargo, la respuesta de anticuerpos contra 

Jos antígenos "O". "H" o "Vi" fue muy débil. debido n esto se consideró que laJ dos mulacionc.s 

cawan una sobreatenuación de ta bacteria; por fo que se han tralado de desarrollar cepas 

bacterianas que contengan una sola mutación. 

2.3.3 Vacunas elaboradas a pal11r de frucclon<S de~· 

Las investigaciones encaminadas a identificar antígenos de ~ relacionados directamente 

con Ja protección, han sido numerosas; In mayoría se han dirigido hacia el estudio de los antígenos 

presentes en la superficie bacteriana, tale\ como el somático "O", el fiage1ar "H", el capsular "Vi" y 

las proteínas de la membrana externa. 
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Ant[t:enos somAtlco. Dogelor y fracciones ribosomales. 

Durante mucho tiempo se pensó que c1 antígeno somático "O", constituído por el lipopolisacárido 

(LPS), participaba en la inducción de la inmunidad protectora. Sin embargo, una vacuna a base del 

oligosacArido de repetición del LPS, a pesar de estar conjugado a proteínas, gene_r6 ~sa 

protección en el modelo murino (39). 

El antígeno flagelar •H" tampoco parece estar relacionado directamente con Ja inmunidad 

protectora, pues Tully y cols. en 1962, demostraron que los anticuerpos contra los flagelos, no tienen 

eíecto protector, P!JCS al inmunizar chimpancés con una ccpu rugosa de~ lograron inducir 

títulos altos de anticuerpos contra el antíeno "H", pero no evitaron la infección con la bacteria (7). 

Andccson en 1968, encontró que mutantes de s.....Jnmi sin flagelos genera el mismo grado de 

protección en ratiJncs que-cepas móviles (40). 

En 1970, Venneman y cols. reportaron que las fracciones nbosomales de ~ 

t)!phjmuci.um generaban protección contra la bacteria virulenta para el ratón (41). Posteriormente, 

Molinari y cols. obtuvieron resultados similares con lns fracciones ribosomales de S. tnJhimurjum y 

de~ (42,43). 

El efecto protector de estas fracciones se acreditó a diferentes antígenos: al ARN ribosomal (41 ), 

a las prote(nas nbosomales (44); o a la combinación de ambos (45); sin embargo, estos antígenos 

se encontraban contaminados con LPS y proteínas de la membrana externa (PME) (46,47). 

Considerando que las PME protegen a los ratones contra la infección por SalmoneUa tvnhjmurium 

en fonna semejante a las fracciones ribosomalcs (48,49)1 se duda de la efectividad de estas fracciones 

y más bien se le atribuye la p~tección a los antígenos de la superficie bacteriana. 
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Vacuna Parenlerul hecha a base de Pollsocárldo Censulor VI CAg.Vl). 

El polisacárido "Vi" es un homopolímcro lineal de ácido 

o-1,4-2-desoxi-2-N-acctilgalacturónico que cubre a la bacteria como un antígeno capsular y que se 

ha relacionado con la virulencia. Aunque varios investigadores han demostrado la falta de 

correlación entre los anticuerpos anti-Vi y un estado inmune protector, otros estudios revelan que 

el antígeno "Vi" por sí solo es capaz de inducir protección (31-33). En 1934 Fclix y Pitt informaron 

la presencia de anticuerpos conta el Ag-Vi en el suero de los pacientes con fiebre tifoidea, así como 

tall).bi~n rep~rtaron Ja presencia de dicho antígeno en cepas de Sn!monc!Ja tvnhj_~islad~ de estos 

pacientes (34). 

En Jos años 70, Wong demostró en un modelo murino que Ja mayor efectividad de la vacuna 

inactivada por acetona sobre la inactivada por calor-fenol se debe al mayor contenido de antigcno 

-v¡• en la primera. Más tarde, el mismo investigador logró purificar el antígeno •Vi" sin 

desnaturalización y demostró que continuaba siendo inmunogénico y seguro. 

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de antígeno •y¡•. Ambos resultaron 

buenos inmunógcnos; sin embargo, uno de ellos generó reacciones adversas, debido a su contenido 

de lipopolisacárido contaminante. El lote que se obtuvo a través del Instituto Merieux, en Francia, 

fue utilizado para realizar pruebas de campo en Nepal y en Sudáfrica. La administración de una sola 

dosis (25 µ.g) de antígeno "Vi" por vía parcntcral indujo títulos elevados de anticuerpos "anti-Vi" y 

mostró una eficacia del 70% (35,36). 

El inconveniente de esta vacuna es que por su naturaleza polisacarfdica se comporta como 

antígeno T-indcpendiente y por tanto no induce memoria (32). 
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Prote(nas de membrana externa CPMEJ. 

Se han realizado múltiples estudios sobre tas propiedades inmunogénicas de las PME, Frasch 

y cols: encontraron que las PME de Net\..o;cria mcningitjdis grupo B eran buenos inmun6genos 

cuando se inoculabnn a conejos. Los anticuerpos anti~PME presentaron actividad bactericida ÚJ vilro 

mediada por complemento (50). &audios subsecuentes han demostrado que la inmunizaci6n con 

PME derivadas de otras bacterias gram negativas, como Hacmophilus jnOuenzn (51), ~ 

fl.rmro (52) y Pscudomonas acrueinosa (53) también confieren protccci6n contra la infección en 

animales experimentales. 

Por otro lado. Kussi y co\s. demostraron que las porinas, proteínas principales de la 

membrana externa, extraídas de una cepa rugosa de Salmonclln t):pbjmurjum protegen al ratón de 

un reto con una cepa lisa homóloga. El mismo cíccto se obtuvo en forma pasiva con anlicuerpos 

espcc!ficos (54,55). 

. . Los antígen~ prolcicos ofrc.c.cn \a \lento.ja sobre Jos de nalurnlez.a polisa~rldíca .de inducir 

anticuerpos de mayor afinidad y favorecer una respuesta inmune celular (37,56). Esta, además de 

generar una inmunidad más prolongada, es crucial en la defensa contra patógenos intracelulates, 

como Salmoncl!a tyghj. Mvcobactcrium tuberculosis y Ustcria monocytogenes entre ouos (57). 

Actualmente se encuentra disponible una vacuna desarrollada en Cuba, contra la Meningitis 

meningococcica del tipo B que se prepara a partir de PME. 

En la División de lnmunoqufmica del Centro de ln\lcstigación Biomédica del Distrito Federal, 

CMN S.XXI, IMSS., y en el Departamento de lnvcsligación del Instituto Nacional de Higiene de la 

Gerencia general de Biológicos y Reactivos, S.S., se realizan estudios tendientes a la obtención de 

una vacuna contra ta fiebre tifoidea a partir de porinas de ~-

Algunos de los resultados más re\<..-vantcs se enumeran a continuación: 
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1.- Los pacientes con fiebre tifoidea produjeron anticuerpos de clase lgM hacia una PME 

de 28 K.Da durante la fase aguda de su padecimiento. En la convalecencia, la respuesta fue de lgG 

y se dirigió hacia las porinos (36-41 KDa) (61). 

2- La vacunación de ratones NIH con 10 a 30 µg de PME de .s.....t)'.l2hi indujo protección del 

100% al reto con 500 04@ de la bacteria homóloga, y del 30% al reto con la misma dosis de ~ 

tmhjmurium (59). 

3.- La administración pasiva de suero de conejo anti-PME de s....mbi 9,12, Vi:d, c.onfirió 

pCQte<;ción del 100%.al reto con HJO DI..,. de la bacteria homóloga y~ Ty2; y del 80% '!l reto. 

de S ty_phjmurium (59). 

4.- El suero de conejo anti-PMt:'. utilizado en el ensayo de protección pasiva reconoció por 

inmunoclcctrotransfcrcncia1 todus las PME de ambas cepas de~ empleadas en el reto, pero 

solamente a las porinas de S typhjmurium (59). 

S.- Las porinas de SJmhi 9,12. Vi:d purificadas por cromatografía de exclusión molecular, 

elcctrocluci6n e inmunoadsorbcntc tuvieron un pi de 4.0 a 5.0 y pe.sos moleculares de 114 a 128 

KDa en estado nativo (cuando se encuentran asociados en forma de homotrfmcros) y de 36 a 41 

KDa en su forma monomérica, con una contaminación por LPS del 0.04% (60). 

6.- Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de ~ 9,12,Vi:d confiñeron una 

protección del 60% al reto con 20 DLsa de ~ 9,12,Vi:d (63), mientras que anticuerpos 

monoclonales anti-LPS no produjeron ningún efecto (64). 

7.- l.a vacunación de ratones NIH con µg de PME de~ indujo respuesta proliferativa 

in viJro de linfocitos, en presencia de porinas de~ S typbjmuóum o .E..J;Qli (66). 

8.- La respuesta proliferativa in vitro de linfocitos de ratones NIH inmunizados con PME de 

S. typhi persistió hasta tres me.ses despues de la inmunización y no se debió a la presencia de LPS 

(66). 
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9.-1.a inmunización con ratones C57Bl/6 con PME de S. typhi indujo una respuesta 

prolifcrativa in vitro específica de linfocitos T (66). 

10.· La administración de vacuna antitifoídica oral indujo, en las personas estudiadas, la 

producción de anticuerpos anti-porinns cuantificados por el mé:todo de ELlSA (62). 

11.- La vacunación de ratones NIH con 10 µg de porinas de S. typhi 9,12,Vi:d indujo una 

protección de 100% contra el reto de 500 DLso de la misma bacteria (58). 

12- Los csplenocitos de ratones NIH con 10 µg de PME de S. typhi 9,12. Vi:d se activaron 

in vitro al cultivarse en presencia de péptidos de porinas de S. typhi obtenidas por rompimiento con 

bromuro de cianógeno (67). 

En estos momentos, Ja vacuna experimental hecha a base de porinas ha cumplido con los 

controle.a que exige, la Secretrnrfa de Salud. Lo que da lugar a que se puedan desarrollar los ensayos 

que corresponden a título de anticuerpos, eficacia e inocuidad en humanos, estos estudios son 

preliminares a la fase 1 de desarrollo de vacunas. 

2.4 PERSPECflVAS PARA EL DESARRO DE MEJORES VACUNAS. 

Para la búsque.da de un mejor inmun6gcno protector contra la fiebre tifoidea se deben tomar 

en cuenta los conceptos modernos en investigación y desarrollo de vacunas como lo son: 

1.- Definir Jos mecanismos inmunológicos por medio de los cuales se genera Ja protección 

despúe.s de Ja adquisición natural de la enfennedad. 

2.- Identificar las partes antigénicas del organismo que inducen la protección. 

3.- Identificar a los genes que codifican para la expresión de los antígenos importantes para 

la generación de inmunidad. 
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4.- Utilizar las nuevas t&:nicas de biotecnología para producir dichos antígenos. 

S.- Optimizar el diseño y los sistemas de producción de la vacuna para incrementar su 

eficacia y distribución. 

6.- Diseñar modelos adecuados para la evaluación de la capacidad protectora de la vacuna. 

Estos conceptos han dado origen a la elaboración de las vacunas modernas como lo son: 

a) Las vacunas de péptidos sintéticos, elaboradas en base a la secuencia de aminoli.cidos de 

los determinantes ontigénicos involucrados en la inducción de inmunidad (90). 

b) Vacunas recombinantcs, producidas mediante la expresión en bacterins o ~ no 

patógenos, de los antígenos rcsponsable.s de la inducción de inmunidad (90). 

e) Vacunas anti-idiotípicas, basadas en et concepto teórico de la red de idiotipos propuesto 

oñginnlmentc por Jeme. en las cuales uno de los anticuerpos (anti-idiotipo) representa al antígeno, 

éste se emplea para inducir el estado de inmunidad protectora (11-13,90) 

d) Vacunas de subunidadcs, elaboradas con fracciones del organismo responsable de la 

enfermedad (41-50,90). 

e). Vacunas conjugadas, diseñadas para incrementar la inmunogenicidad de las vaCU[1Q de 

subunidadcs, en donde se pueden unir químicamente porciones antigénicas de divel'50S organismos. 

Dentro de éste grupo se encuentran tos conjugados proteína-proteCna y polisacárido-proteína 

(17,32,38,65,90). 

Como ejemplos de lo anterior tenemos a las vacunas conjugadas polisacé.rido-protefna contra 

Haemopbilus joflueo?.ac y Strcptococcus. pncumoojac (80). 

Para In infección por H joflucnzac se cuenta con varias vacunas conjugadas elaboradas con 

el polisacárido capsular polim'bosiln'bitol-fosfato (PRP), unido a diferentes proteínas como es el caso 

del toxoide diftérico (D). Esta vacuna PRP-0 fue aceptada en 1987 y desde 1988 se.empica en niños 

de·18-meses de edad o mayores (68,69). Las Protcfnas de membrana externa {PME) de'~ 
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~del grupo b han sido empicadas también en la elaboración de este tipo de conjugados. 

Esta vacuna (PRP-PME) ha demostrado ser segura e inmunogénica en Jos estudios de campo 

realizados (71-73). 

En un segundo ejemplo, el oligosacárido derivado de H. influcnzae tipo b. fue acoplado a 

una proteína mutante no tóxica de la toxina diftérica, su empico fue autorizado en 1988 y es 

considerada una alternativa a PRD-D (70). 

Las principales observaciones reportadas en los ensayos de campo han sido alentadoras y han 

permitido estudiar principalmente los mecanismos humorales involucrados en la protección (74-79). 

Para el caso de S pncumoojae se han producido vacunas conjugadas hechas a base de 

polisacáridos de varios scrotipos conjugados a proteínas. Estas vacunas han demostrado su inocuidad 

y efectividad en adultos y se planean-más estudios en niños en donde se han reportado rcsuJtados­

alcotadores (81-83). 

En base a estos antecedentes y como alternativa en el desarrollo de una vacuna contra la 

fiebre tifoidea se pensó en la conjugación química entre las porinas y el antígeno-Vi de~- Esto 

se propuso con el fin de conferir caracterlsticas timo-dependientes al antígeno Vi. que ya es una 

vacuna aprobada para el uso en humanos, e incrementar la inmunogenicidnd de las porinas, que se 

son un modelo experimental de vacuna contra esta enfermedad. La tecnología desarrollada 

representa una nueva estrategia en el desarrollo de vacunas. l..os conjugados forman parte de una 

nueva generación de inmunógenos semisintéticos, de los cuales algunos ya demostraron su seguridad 

e inocuidad y hao recibido autorización para ser aplicados en humanos, por lo cual se considera que 

un conjugado antígeno Vi-porinas de~ es un buen candidato para la prevención de la fiebre 

tifoidea. 



3.0 OBJETIVOS 

3.1 ObJetJvo General. 

Elabora~ un inmunógeno bivalente antígeno Vi·porinas. 

3.2 ObjetJvos particulares. 

Obtención de porinas de Salmonella tyhj 9,12, Vi:d. 

Obtención del conjugado antígeno Vi-porinas de SJmhj. 

Caracterización inmunoqufmica del conjugado. 

16 
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4.0 MATERIAL Y MIITODOS. 

4.1. METODOS BAcrERlOLOGICOS. 

4.1.1 Cepos bacterianas. 

Se empleó la cepa Salmonclla tvnhj 9112, Vi:d aislada de un paciente con fiebre tifoidea, 

tipificada por el Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (INDRE). 

4.1.2 Cultivo de bacterias. 

La bacteria se creció en medio mínimo •A• (KH1P04 3 g/I. K2HP04 7 g/I. Citrato de Sodio 

O.S gil, (NH.),504 1 gil, MgSO, 1 gil) duraore 16-18 lm en cul!ivo csracionario y posterionnenle se 

pasó la semilla a garrafones de 4 1, los cuales se cultivaron en agitación durante 8 b (fase de 

crecimienlO logar!tmico) a 37°C y 200 rpm (New Brunswick Scientilic Co.) en medio mínimo A (59) 

suplementado con 0.1 % de extracto de levadura y 0.5% de g)ucosn. Posteriormente las bacterias se 

c:osccbaron por centrifugación a 1650 x g durante 15 min n 4°C. El sedimento que contiene a las 

bacterias se reswpcndió en amortiguador de Hepes 0.01 M pH 7.4, conservándose a .2Q°C basta 

IU USO. 
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4.2 METODOS ll!OQU!MICOS 

4.2.t Obtenct6n de las porlnas. 

La obtención de Jas porinas se efectuó empleando el método descrito por Niknido (84). Las 

bacterias cosechadas en la rase de crecimiento ~ogarítmico se ajustaron a una densidad óptica de 1.0 

a 660 nm, posteriormente se rompieron por sonicación (Lab 1inc Ultratrip Labsonic systcm, 

sonicator) en períodos de dos minutos en baño de hielo hasta disminuir la densidad óptica a 0.3. 

Seguido de la eliminación de las bacterias enteras por centrifugación a 7000 x g/15 min, se concentró 

por ultracentrifugaci6n la envoltura celular a 100 OOOx g/30 mina 20°C.ésta se homogcnizó en Tris 

10 mM, pH 7.7 adicionado de SDS al 2% y se incubó 30 min a 32°C. posteriormente se 

ultracenlrifugó y el sedimento se sometió a una segunda solubilización en las condiciones descritas 

anteriormente. El sedimento de este segundo proceso, contenía la pcptidoglicana, de donde se 

extrajeron las proteínas unidas a ella con amortiguador de Nikaido (fris 50 mM, pH 7.7, SOS al 2%, 

EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y B·mcn:aptoctanol al 0.05%); dcspufs de un periodo de incubación de 

2 ha 37°<:, se ullraccntrifug6 a 100 000 x gf30 mina 25°C y el sobrcnadanle se pasó a través de 

una columna de Scphacryl s.200 (80 cm x 26 cm1 Pharmacia Chemical Co.) con una velocidad de 

flujo de 4 ml/h. Se recuperó la fracción que cluye inmediatamente después del volumen vacío, 

detectada por absorbancia a 280 nm. Para reutilizar la columna, ésta se lavó con solución de Nikaido 

con un volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel . 
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4.2.2 Electroforesis en geles de pollacrilamlda: 

La electroforesis se realizó en presencia de dodccil sulfato de sodio, en condiciones 

reductoras y un sistema amortiguador di.scontrnuo, según la técnica descrita por Lacmmli (91) en una 

unidad de electroforesis vertical (LKB Instruments, Inc., RockviUc, MD.). El gel introductor oontcnía 

una concentración final de 5% de acrilamida, 0.13% de bis acrilamidn, 0.1% de SOS en Tris-HCI 

0.12S M a pH 6.8; el gel separador estubo fonnado por 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis­

acrilamida, 0.19% de SOS en Tris-HCI 0.35 M a pH 8.8. El cordmicnto elcctrofor6tico se llevó a 

cabo empicando 30 mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris-HCI 0.025 M, glicina 

0.192 M pH 8.3, SOS 0.1%. 

4.2.3 CuantlOcaclón dé protelnas: 

La cuantificación del contenido de proteínas en el extracto de la purificación de porinas se 

realizó de acuerdo al método de I.owry (85), empleando albúmina sérica bovina como proteína de 

referencia (Sigma Co.). 

4.2.4 Reacción del 0-aceülo (0-Ac). 

A 1 ml de la muestra (fracciones con el antígeno Vi) se Je adicionó una mez.cta de partes 

igualea de bidroxilamina~HCI lM y NaOH 3.5 M, se mez.claron, y despu~ de 4 min a temperatura. 

ambiente se agregó agitando constantemente, 1 mide HCI diluído 1:3 con el fin de tener un pH final 

de 1.2 +/· 0.2, postrionnente se adicionó 1 mi de FcCl>H20 0.37 M, el producto de reacción se leyó 

a 540 nm (86). 
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4.2.S Obtención y purlficacl6n de coojugados Ag Vi-Porinas. 

En el presente trabajo se realizaron dos técnicas diferentes para la obtención del conjugado 

Ag Vi-Porinas. 

4.2.5.l Conjugado con SPDP como molécula cspacladoru: 

El primer ensayo realizado, involucró al N-succinimidil-3-(2-piridildilio)-propionato (SPDP) 

y a la cistamina como moléculas espaciadoras. 

Primeramente se hizo reaccionar a las porinas con SPDP, a pH 7.5 en O.lSM Hcpc.s y SmM 

EDTA (HE-buffer) durante toda la noche, obtcni~ndosc el derivado Porinas-SPDP con liberación 

de N-hidroxisuccinato. La mezcla de reacción así obtenida, fue dializada en HE-buffer durante toda 

la noche. 

Por otra parte se hizo reaccionar al polisacárido Vi (homopolfmcro del ácido N-acetil 

galacturónico 0-acctilado en la posición 3) con cistamina en presencia de 1-etiJ-3:.(3-dimetil 

aminopropil) carbodiimida (EDAC), a un pH de 4.9 ajustado ron HCI 0.1 N y a 37"(;, obtenMndosc 

el polisacárido cistamin11do, éste producto de reacción fue dializado contra agua destilada de 3-B°C. 

Acto seguido, el polisacárido cistaminado íue sometido a una reducción química, por medio de ditfo ... 

trcitol (DTf), la mezcla fue sometida a diálisis en HE-buffer durante 2 hrs. Una vez terminado el 

proceso, este compuesto cistaminado se hizo reaccionar con el derivado Porinas-SPDP bajo presión 

de N:h durante 1 hora a temperatura ambiente, y 24 h de 3-8 GC, La reacción se hace evidente por 

la liberación de 2·mercapto piridioa. 

El producto obtenido se dializó contra NaCl 0.15 M durante tcxla la noche. 
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4.2.5.2 Conjugado con ADH como molkulo espuclodoro: 

El segundo método utilizado para la obtención del conjugado Vi-Porinas, involucra como 

molécula espaciadora a la dihidrazida del ácido adípico (ADH) en presencia de carbodümida 

(EDAC). 

Primeramente se hizo reaccionar 10.8 g de antígeno Vi, disuelto en buffer de de fosfatos pH 

6.5 (K,HPO, 0.0055 M, KH,PO, 0.0045 M, disuehos en sol. de NaCI 0.2 M). con 25 mg ADH en 

presencia de 2S mg de carbodiimida, durante 4 hrs a 20 °C, cuidando que el pH fuese de 6.S. AJ 

tenninar el tiempo de la reacción, se colocó éste producto en una bolsa de nitrocelulosa y se dializó 

contra buffer de fosfatos pH 6.5 durante toda In noche. 

El antígeno Vi-ADH, se sacó de la diálisis y se colocó en un frasco vial, se Je adicionó 4.5 

mi de porinas conteniendo S.8 mg 

de las mismas, adicionando a la vez. 2S mg de EDAC. se agitó durante 6 horas manteniendo el pH 

en 6.S. Al tcnnino de ésto el producto obtenido se concentró por medio de membrana (Amecon 

valor de corte: PM>t0,000). y se colocó en diálisis contra buffer de fosfatos pH 6.5. 

La purificación de ambos conjugados se realizó por medio de cromatografía de exclusión 

molecular utiJizando una columna de Sephacryl S-1000 (78.5 cm X 1.5 cm) empleando como fase 

m6viJ; para el primer caso de síntesis Naa 0.2 M. Mientras que para el segundo caSo· se Utilizó" 

buffer de fosfatos pH 6.5. 

4.2.6 Caracterización de Jos conjugados Ag Vl-Porinas. 

Las íraccioncs producidas en Ja purificación del conjugado fueron monitorcadas a 280 nm 

para proteínas (porinas), y se empicó el método de EUSA (98) para detectar al Ag-Vi. 
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Para esto último, se recubrieron dos placas de policstircno de 96 pozos (Nunc Co.), con 100 µI 

de cada una del las fracciones mencionadas en amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato 

de sodio pH 9.6), durnntc toda la noche a 4°C. Una vez trnncurrido este tiempo se lnvó dos veces 

con PBS-Twccn al 0.1 % (PBS-T) y se llenaron los pozos con solución de bloqueo (PBS-gclatina al 

2%) y se dejaron dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregó 100 µI del primer 

anticuerpo, anti-Vi obtenido de humano dil: 1:200 para el conjugado con SPDP como molécula. 

espaciadora, mientras que para el conjugado con ADH como molécula espaciadora utilizamos el 

suero de burro anti-Vi absorbido con~ 0901. Se incubó la placa durante 1.0 hr. a 37°C y 

después de cuatro lavados con PBS-T se adicionó el segundo anticuerpo, 100 µI de conjugado 

inmunoglobulinas de conejo anti-inmunoglobulinas de humano unidas a pcroxidasa (Sigma Co.) 

correspondientes al primer caso de conjugación. Mientras que para el segundo se utilizó el suero de 

conejo anti-burro unido a pcroxidasa preparada por nosotros; se incubó la placa 1.5 h a 37°C y 

después de 4 lavados con PBS-T se agregaron 100 µI de solución de sustrato (o-fenilendiamioa y 

H10 2 (30%) al 0.04% en amortiguador de citratos pH 5.0) y a los 10 min. la reacción se detuvo 

agregando 1 gota de ácido sulíúrico 2.5 M. los pozos se leyeron a 490 nm en un lector de EUSA 

CM!ni~cader 11 Dynatcc). 

Para el conjugado con ADH como molécula espaciadora se utilizó la técnica de EUSA para 

monitorear a las porinas; siguicndose el procedimiento arriba descrito, utilizando un suero de conejo 

anti-porinas dil. 1:100 como primer anticuerpo e lgG de cabra anti-conejo marcado con peroxidasa 

(Biorad) dil. 1:1000. 



4.3 METODOS INMUNOQUIMICOS 

4.3.1 Purlncuclón de porlnas de &!:l'.l!h! por Cromutogmfia de Afinidad. 

Esta se realizó en el lnboratoria de acuerdo a Ja técnica de inmunoadsorbentc (60). 

4.3.2 Evaluación del antfgeno Vi. 
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EJ antfgeno Vi (Ag-Vi) fue proporcionado por el Dr. John Robbins del Nationnl Instilute of 

Heallh USA 

. . Se to~aron 10 mg de Ag-Vi y se pasaron por una columna de (Sephacryl S-1000) ~uilibrada 

con amortiguador de fosfatos pH 6.5 a una velocidad de flujo de 2 mVmin, las fracciones colectadas 

fueron monitorcadas a 260 nm en el espectrofolómctro (Beck.man DU-7). Estas mismas fracciones 

con el Ag-Vi, fueron sometidas a las pruebas de EUSA y de O-acetilo (86). 

4.3.3 Ensayo lnmunoenzlmAtlc:o en rase s<lllda (ELISA). 

4.3.3.1 Valoración del cruce con porlnas del suero de burm anti-VI después de ser absorbido con 

li..!nl!!l 0901. 

Se realizó mediante Ja técnica de EUSA (87), utilizando porinas a una concentración de 20, 

10, 5 y 25 µg/ml como antígeno, suero de burro anti-Vi antes y dcspúcs de ser absorbido con S... 

D!ilbi 0901, a las diluciones de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400y 1:12800 como 

primer anticuerpo, y el conjugado de inmunoglobulinas de conejo anti-burro marcadas con 

peroxidasa en glicerol, arriba mencionado, dil 1:1000 como segundo anticuerpo. Como testigo se 

utilizó en el sistema, inmunoglobulinas de conejo nnli-porinas dilución 1:1000 como primer 

anticuerpo, y como segundo anticuerpo se utilizó JgG anti-conejo marcada con pcroxidasa (Biorad) 

dilución 1:2000. 
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4.3.3.2 Prepamclón del conjugado ontlcuerpo-peroxldasa. 

Se disolvic~on 12.7 mg de pcroxidasa (Sigma) en una solución de glutaraldehido al 1% y se 

mantuvo a temperatura ambiente durante 18 h, al término de las cuales se hizo pasar esta solución 

por una columna de Scphadcx G-25 (78.5 cm X 1.5 cm); se colectaron las fracciones coloridas dando 

un volúmcn total de 2.6 mi. A 2 mi de esta pcroxidasa se les adicionó 200 µI de inmunoglobulinas 

de conejo anti-burro (Laboratorio de Inmunoquímica IMSS), previamente dializadas en NaCI 0.15 

M, a su vez se agregaron 200 µI de solud6n amortiguadora de carbonatos pH 9.5. La mezcla se 

guardó a 4ºC durante toda la noche, al ténnino de ésto se adicionaron 0.15 mi de una solución t M 

de lisina en amortigundor de fosíatos 0.1 M pH 7.4. La mezcla de reacción se dializó contra PBS 

toda la noche. Al término de la diálisis el producto se dividió en dos porciones, la primera de 0.8 

ml a la cual se le adicionó 0.8 mi de glicerol; mientras que la segunda porción se dejó sin cambio. 

4.3.3.3 Evaluación de) conjugado nntlcuerp>-peroxJdasa. 

En uníl. placa de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co), se fijó el antígeno (inmunogobulinas 

de burro anti-Vi) disueltas en amortiguador de carbonatos pH 9.5, utilizando dos concentruciones 

diferentes de antígeno: 20 y 10 µg/ml. Ambas se probaron por separado a las diluciones de 1:500, 

1:1000, 1:200, 1:4000, 1:8000, con el anticuerpo marcado con pcroxidasa en glicerol y sin glicerol, 

mediante la técnica de EUSA (87). 

Una vez obtenidos y probados todos los elementos de nuestro sistema, se procedió a realizar 

la prueba de EUSA a las fracciones obtenidas de la columna de exclusión molecular (Sephacryl S-

1000). Se utilizó como primer anticuerpo el suero de burro anti-Vi arriba mencionado, y como 

segundo anticuerpo, el suero de conejo anti-burro unido a pcroxidasa am"ba descrito. 
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5.0 RESULTADOS 

5.1 Obtención de portnas de &.m!!!! 9,12 Vi:d. 

Las porinas se purificaron empicando el método de Nikaido (84); en la figura 1, se muestra 

el perfil cromatográfico de Ja purificación de las porinas de~ 9,12, Vi:d. En él se observa que 

la fracción que eluyó inmediatamente despúes del volumen vacío contenía a las porinas en forma 

de trfmeros (114 Kd a 12 Kd). Esto se demuestra por electroforesis (ver recuadro), ya que dcspúes 

del calentamiento de éstas proteínas solamente se observan dos bandas protéicas con corrimiento 

relativo elcctroforético de 38 Kd a 41 Kd, característico de las porinas . 

.. s.i Obtención de gama globuHnas de burro aoU-Vl, y de conejo anti-burro. 

I..as gama globulinas se obtuvieron de 10$ respectivos sueros por medio de la precipitación 

con una solución saturada de sulfato de amonio, de tal forma que la mu.ele tenga una concentración 

final de saturación del 33%. EJ pnxlucto se dializó contra una solución salina amortiguada con 

boratos, hasta que no se encontró presen~ia de sulfatos en la solución de diálisis. 
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Figura No.1 PURIFICACION DE PORINAS POR CROMATOGRAFIA DE 

EXCLUSION MOLECULAR (Sephacryl S-200). 
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En el recuadro se observa el corrimiento electroforético (SDS·PAGE) de las porinas 

en concentraciones crecientes (carriles 1, 2 y 3); previo a estos se muestran tos estándares 

de peso molecular. El pico principal del cromatograma de clución corresponde a las porinas 

éstas eluyen a continuación del volumen vacío (Vo). 
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5.3 Unlon de las gamn globullnas de conejo anti-burro con Ja peroxJdasa. 

Se determinó la concentración de proleínas totalc.s de lns gama globulinas de conejo anti­

burro, por el método de Lowry (85), obteniéndose un valor de 3.25 mgfml. 

De acuerdo a la figura 2, las diluciones más adecuadas para trabajar son tos siguicnles: para 

el conjugado sin glicerol 1:2000, mientras que pura el conjugado con glicerol fue de l~lCXX>. 

5.4 Valoruclón del suero de huno anti-Vi (cruce con porlnas). 

El suero de burro anti-Vi después de ser absorbido con ~ 0901, m~estra una 

considerable disminución de la reacción cruzada con las porinas con respecto al suero no absorbido, 

como se puede apreciar en la figura 3, los títulos más altos de ésta reacción se presentan en la 

dilución 1:50 y con la concentración más alta del antígeno (20 µglml). 

5.5 Purlncadón cromalognlllca del collJugado Ag-Vl-Porinas con SPDP como molécula 

espaciadora. 

El perfil cromatográfico, nos muestran la formación de un componente de alto peso 

molecular, en el cual se detectan tanto el antígeno Vi como las porinas, éste conjugado se puede 

observar entre los 50 a 70 mi de levigación de la mueslra (figura 4). Se pueden detectar a su vez 

otros componentes proteicos de menor peso molecular, entre los cuales es notable la presencia de 

uno que eluyc entre los 130 y los 150 mi. El perfil del antígeno Vi se observa como una serie de 

frac.ciones de diferentes pesos moleculares, entre las que destaca In región que cluyc entre los 150 

y Jos 170 mi. 
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5.6 Purlftcacl6n cromatográfica del conjugado con ADll como mol~ulo espaciadora. 

En el perfil de elución de la figura 5 se puede observar la presencia del conjugado de porinas 

y aptf~cno Vi.' en las fracciones que cluycn entre tos 60 y 90 mi; así como In presencia de una. serie 

de fracciones que corresponden a poñnas, que agregadas o solas, eluycn hasta los 300 mi. El 

antígeno Vi se logró detectar hasta los 150 mi. 
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Figura No.2 TITULACION DEL CONJUGADO Ab-PEROXIDASA. 
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El conjugado fue hecho con gamaglobulinas de conejo anti-burro y peroxidasa. 
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El producto obtenido fue dividido en dos porciones, a una de éstas se le adicionó glicerol, 

y ambas fueron tituladas por medio de In prueba de ELISA; utilizando gamaglobulinas de 

bU!TO anti Vi. En la gráfica se observa que los t(tulos mayores corresponden al conju!pldo 

sin glicerol. Con lo anterior se determinaron las diluciones más adecuadas para trabajar, 

siendo para el conjugado sin glicerol de 1:2000, y con glicerol de 1:1000. 
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Figura No.3 V ALORACION DEL SUERO DE BURRO ANTI-Vi. 

(CRUCE CON PORINAS). 

El suero fue absorbido con ~ 0901 que carece de antígeno Vi. a.a= antes de 

absorber, d.a= despúes de absorber. La valoración se realizó por medio de la prueba de 

ELISA, utilizando a las porinas como antígeno en concentraciones de 20, 10, 5 y 2.5 µg/ml; 

como sistema de revelado se utilizó el suero de conejo anti-burro marcado con pcroxidasa 

(Fig. 2). 
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Las fracciones colectadas de la eluci6n por la columna de Sephacryl S-1000 (7&5 X 

1.5 cm) (2 mi/tubo), fueron analizadas midiendo su nbsorbancia a 280 nm, y por medio de 

la prueba de ELISA, uti1iznndo suero humano anti-Vi y suero de conejo anti-porinas. En In 

gráfica se puede observar un componente de allo peso molecular entre los 50 y 70 mi de 

elución, el cual corresponde al conjugado. 
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Las fracciones colectadas despúes de la elución del conjugado por la columna de 

Sephacryl S-1000 (78.5 X 1.5 cm),(Z mVtubo) fueron analizadas midiendo su absorbancia a 

280 nm y por medio de la prueba de ELISA, utilizando suero de burro anti-Vi absorbido 

con ~ 0901t y suero de conejo onti·porinas. Como sistema de revelado se utilizó el 

conjugado gamaglobulina de conejo anti-burro marcado con Ja pcroxidasa (Fig.2). En la 

gráfica se puCde observar un componente de alto peso molecular similar al de Ja figura 4, 

que en este caso se encuentra entre los 60 y 90 mi de elución. 
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5.7 Pur1Dcac16n cromatogréfica del antígeno VI en Sepbocl)'l S-1000. 

La identificación del anlfgcno Vi se realizó por medio de las técnicas de EUSA, absorbaocia 

a 260 nm y reacción del grupo O-acetilo, en la figura 6 se observa el perfil de eluci6n de éste 

anlfgeno, en donde se puede ver la gran hclcrogenicidad de pesos moleculares presentes en la 

muestra, lo cual es curnctcrístico en éste tipo de antígenos. 

5.8 Purlncaclón cromntogn\nca de las porlnus en Sephocryl S·lOOO. 

En la figura 7 se muestra que las porinas presentan un volumen de levigación principal entre los 

130 y 150 mi, junto con una fracción menor, la cual cluyc entre tos 150 y 160 mi. 
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Figura No.6 PERFIL CROMATOGRAFICO DEL ANTI GENO VI EN LA 

COLUMNA DE SEPl-IACRYL S-1000 (78.5 x 1.5 cm). 

Las fracciones colectadas de la elución del antígeno Vi (2 mi/tubo), fueron analizadas 

por tres técnicas: ELISA (leído a 490 nm), O-acetilo (leído a 540 nm) y midiendo su 

absorbancia a 280 nm. 
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Las fracciones producidas por la elución de las porinns en la columna (2 m1/tubo) 

fueron analizadas midiendo su nbsorbancin n 280 nm. Las porinas eluyen entre los 130 y 150 

m1, lo cual se puede observar dentro de los productos de la separación de tos conjugados 

(fig.4). 
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6.0 DISCUSION 

El control epidemiológico de las diarreas depende, entre otros aspectos, del mejoramiento 

de Ja infraestructura sanitaria, del saneamiento básico y del manejo adecuado de los alimentos. Para 

ésto es necc.~ario no sólo mejorar el nivel económico de la población, sino elevar su nivel de 

educación para la salud. 

Debido a In diCicultad que implica el logro de estos objetivos, y a pesar de sus impcrfcccipnes 

técnicas, las vacunas continúan siendo una alternativa en la lucha contra las enfermedades diarréicas. 

· · Aunque algunas vacunas desarrolladas hasta ahora han demostrado su eficacia en· el control' 

y erradicación de padecimientos como la viruela, no es factible c.spcrar resultados espectaculares en 

un futuro cercano en la ctnboración de otras vacunas (90). Para lograr productos que generen 

inmunidad efectiva, será necesario comprender con profundidad tanto los mecanismos patogénicos, 

como la naturaleza de Ja respuesta inmune que se produc.c en contra de los microorganismos 

responsables de Jas enfermedades diarreicas. 

Dada la incidencia de fiebre tifoidea en los pal'.sa en vías de desarrollo y el carácter invasivo 

de .5.....blilii. resulta importante desarrollar una vacuna que confiera una inmunidad duradera y que 

no produzca efectos colaterales. 

En el presente trabajo se aborda una nueva estrategia en el desarrollo de una vacuna contra 

Ja ~ch.re tifoi~ca, para la cual se tuvieron que diseñar las pruebas necesarias para idefttificar. ~ los 

productos de la conjugación, como lo fue el caso de la prueba de ELISA, hecha para identificar ni 

antfgeno Vi. Con este antígeno se formaron anticuerpos de burro anti-Vi, los cuales para poder ser 

identificados se necesitó producir anticuerpos de conejo contra gamaglobulinas de burro, éstas fueron 

marcadas con perox.idasa para utilizarse como sistema de revelado. &te tipo de tecnología nos ha 
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pennitido tener mayor campo de acción en la rcali.z.1ci6n de otras pruebas de identificación de 

antígenos pnra las cuales no existen reactivos comcrchtlcs. 

Una vez con la tecnología necesaria parn Ja idcnlificnción del conjugado se procedió a Ja 

prepatación de los antígenos a conjugar. 

AJ realizar la evaluación del antígeno Vi, se pudo observar que este antígeno cstá constilUído 

por un grupo de fracciones de diverso peso molcculor. lo cual ha sido reportado en otros trabajos 

(31.32,36,38). Los métodos utilizados para la evaluación coincidieron con lo mencionado en dichos 

reportes, y además se pudo observar que existe una mayor correlación entre Jos picos obtenidos por 

las pruebas de EUSA y Ja lectura a 260 nm, que de csios picos con los detectados en la prueba del 

O·ncetilo donde sólo encontramos una curva tipo campana de Gauss. 

EJ poder idenlificnr varias agrupaciones del antígeno Vi por diversos métodos, nos da la 

capacidad de evaluar las condiciones del antígeno, ya tiue el antígeno que se busca utilizar para la 

conjugación debe estar en su forma más inmunogénica. dicha inmunogcnicidad se le ha atribuído a 

Ja prc;sencia del grupo O-acetilo (31.36), sin embargo, como pudimos corutatar, no. todJ1$ I~ 

fracciones de esa mez.cla hcterogenca de antígeno, contienen al grupo O-acetilo, por lo cual en 

futuros ensayos se tratará de separar las fracciones que reporten la mayor canlidad de dicho grupo 

para optimizar la conjugación. 

En el caso de Ja producción de las porinas el d~arrollo de la tecnología se enfocó en dos 

puntos principales: La producción de bacteria a gran escala y Ja obtención y purificación de las 

porinas a partir de la biomasa obtenida. 

Para In producción de las porinas se rcquirc cultivar una gran cantidad de bacterias, y se 

busca no sólo In presencia de biomasa bacteriana sino que en ésta se esté expresando Ja mayor 

cantidad de porina posible, esto se debe a que no hay una relación directa entre estos dos 

parámetros, ya que dicha expresión es un evento que tiene un complejo sistema de regulación el cual 
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depende de factores como 1a osmolaridad, pH, tcmpe1 atura, acreaci6n, etc., que además no están 

totalmente estudiadas. En el presente trubajo se uti1iz{i el cultivo agitado en garrafones con el cual 

se obtienen bajos rendimientos de producción, cxprcsntlos en biomasn y en cantidad de porlnas, por 

lo cual se están ensayando mejores métodos de cultivo, como lo es el uso de fermentadores en donde 

podemos controlar, de manera más eficiente los parí1mctros in.,.olucrados en el cullivo, a.sí pues 

podremos incrementar no sólo la cantidad de biomasa bacteriana producida, sino también la 

cantidad de porina. 

En el caso de lo extracción y purificación de las porinas se presentan varios problemas: las 

porinas por ser protcfnas de membrana son tlc naturalcm hidrofóbica, esto hace que sean insolubles 

en soluciones reguladoras comunes, por lo cual se rel1uiere de un detergente y de soluciones de 

fuerza iónica c1cvada para solubilizarlas. Para extraerlas es indispensable realizar varios pasos, al 

final de los cuales se recupera una mezcla de proteínas que acompañan a la porina, ésto hace 

necesario de adicionales etapas de purificación las cuales encarecen el procc.so; actualmente, se están 

mejorando dichos sistemas. Una posible solución a esto:. problemas sería el hacer una porina soluble, 

me;diap.te un~ fusión. géi:iica con una proteína de excresión como lo es la subuni~ad B d~ la ~oxina 

del cólera. 

Para la elaboración del conjugado se han en.,ayado varios métodos, dos de los cuales se 

presentan en este trabajo, éstos han sido los mejores en cuanto a que han sido los únicos en los 

cuales se ha podido observar la unión, sin embargo, no se ha llegado a las condiciones de reacción 

óptimas que nos pennilan superar los rendimientos ohtenidos, por lo cual se sigue ensayando con 

las condiciones de reacción y se esta buscando el dcsarro11o de nuevas mol&olas espaciadoras que 

faciliten la reacción. 

En la cromatografia de exclusión molecular (Scphacryl S-1000), desarrollada para la purificnci6n 

e identificación del conjugado, se obtuvieron fraccione." definidas de conjugado (S0-70 ml), porinas 
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(130-150 mi) y de antígeno Vi (70-120 mi y 130-150 mi), éite último presentó una vez más la 

hcterogcnicidad caractcríslica de los polisacáridos, coincidiendo con lo descrito por Szu et al (38), 

cuando clasifica a dicho antígeno en frncciones de alto y bajo peso molecular. 

El hecho de que los conjugados cluyan en el vtilumcn vac(o de la columna de Scphacryl S­

l<XX> y de que este producto no entre al gel d~ acrilarnilla al 11 % y en condiciones reductoras (SDS­

PAGE), sugiere que se forma un enlace covalcntc entre el carbohidrato y la proteína, sin embargo, 

la demostración del mismo se comprobará hasta rcalirnr el análisis correspondiente por medio de 

la espcctromctrfn de masas o resonancia magnetica nudcnr. El hecho de que el conjugado no:eotre­

al gel de poliacrilamida se ha observado prt.."Viamcntc en el caso de los conjugados polisacárido­

protcína de Vjbáo cholcrne (100) y en el caso del conjugado antígeno Vi-Albúmina sérica bovina 

(32). 

El presente trabajo presenta tos resultados preliminares que demuestran que es posible unir 

a la porioa con el antígeno Vi. lo cual nos da la pauta para seguir intentando el desarrollo de una 

vacuna con esta tecnología; el desarrollo de esta tecnología y las mejoras en las condiciones de 

reacción, permitirán lograr un rendimiento aceptable que nos lleve a la evaluación de la co.pacidad 

inmunogénica del conjugado. Estas evaluaciones indicarán la foctibilidad de emplearlo como una 

vacuna contra ta fiebre tifoidea, ya que ta conjugación química ha permitido unir, por un lado al 

an~gc!1o Vi q.ue ya~ usado como vacuna parentcral (:15,36), con tas porinas que son inmun6genos 

protectores en el modelo murino (58). Esperamos que con ésto, tengamos una vacuna que no 

solamente proteja, sino que sea de larga duración, produzca memoria y pueda emplearse en 

ancianos y en menores de 18 meses de edad. 
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7,0 CONCLUSIONES 

-Se obtuvo un conjugado de unión covalcntc entre el antígeno Vi y las porinas de SaJ.m.Qmill.a 

bJ!hi. 

- Con nuestro métodos de evaluación y rastreo del conjugado no encontramos diferencia en 

el producto final con los dos procedimientos utilizada.. 

- Lis propiedades antigénicas de las porinas y <lcl antígeno Vi no se ven modificadas en el 

conjugado, ya que siguen siendo reconocidos por Jos anticuerpos correspondientes. 
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