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1.0 RESUMEN

Con el objcto de obtener un inmundgeno bivalente que se podrfa emplear como futura
vacuna en la prevencion de la fiebre tifoidea, se unit covalentemente el antigeno Vi (Ag-Vi) de
Citrobacter freundii con las porinas de Salmonella typhi.

En un primerensayo, la uni6n se realizé 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 scparado se hizo reaccionar al Ag-Vi con cistamina, en
presencia de carbodiimida (EDACY), y posteriormente con ditiotreitol. Los productos de tas dos
reacciones se mezelaron en atmdsfera de nitrogeno.

En un segundo ensayo ia uni6n se realizé utilizando dihidrazida del dcido adipico (ADH)
como molécula espaciadora. Primeramente el Ag-Vi se hizo reaccionar con carbodiimida y ADH
(Ag-Vi--ADH); micntras que por otro lado las porinas fueron activadas con carbodiimida, A esta
mezcla de reaccion se le adicionod ¢t producto Ag-Vi--ADH.

La purificacion de los productos de ambos ensayos se realizd6 mediante fiitracién en gel
(Sephacryl S-1000). La caracterizacidn de las fraccioncs obtenidas sc efectud midicndo primero, la
absorbancia (a 280 nm para protefnas y a 260 nm para cl Ag-Vi); y por medio de la técnica de
ELISA emplcando suero humano anti-Vi, sucro de burro anti-Vi y suero de concjo anti-porinas. Las

fracciones con los conjugados se dializaron y se conservaron por liofilizacién.



2.0 ANTECEDENTES
2.1 INTRODUCCION

La ficbre tifoidea constituye un problema importante de salud piblica en los paises
subdesarrollados, pero no puede descartarse cl ricsgo para los pafses desarrollados de importar la
enfermedad o de que se presenten brotes y epidemias (17).

El tratamiento con antibi6ticos especificos ha permitido mcjorar ¢l prondstico y reducir la
mortalidad, sin embargo, Ia fiebre tifoidea sigue siendo una enfermedad grave, que neccesita en
algunos casos hospilalizaciéa.

La tardanza cn el inicio del tratamiento y la aparicién de cepas resistentes, explican en
parte los casos mortales por esta enfermedad, por lo tanto es importante intentar prevenirla a través
de la vacunaci6n (23).

Actualmente existen tres vacunas en el comercio. La preparada con microarganismos
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 aplicacién que la
hacen poco practica en los programas de vacunacién y se ha reportado que el porciento de
proteccidn es bajo en zonas cndémicas (26,28). En estos momentos la mejor vacuna es la hecha con
el antfgeno capsular Vi, ya que puede aplicarse sin restricciones y la proteccion que confiere es
bucna; sin embargo, debido a su naturaleza palisacaridica es incapaz de inducir memoria por lo que
se necesita de varios esquemas de inmunizacién que la hacen costosa y dificil de aplicarse en

programas masivos de i6n. Para disminuir ¢l costo de la vacuna y hacerla de uso general, lo

ideal serfa unir el antfgeno Vi a una protefna.
En este trabajo se realizé la conjugacién de forma covalente del polisacérido Vi a las porinas
de’S. ‘typhi, las cunles han demostrado ser inmunégenos protectores contra ¢l reto de Ja cepa

homéloga de hasta 500 veees la DLy en el modelo murino (58).



2.2 FIEBRE TIFOIDEA

2.2.1 Generalldades

La febre tifoidea es una enfermedad febril infecto-contagiosa causada por la ingestién & invasion
masiva de Salponella typhi. Se caracteriza por sintomas sistémicos como fiebre, malestar general,

con a transitorio, espler ti
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cefalea y dolor abdominal. Frecuer sc

¥

y leucopenia, Las complicaciones mas importantes incluyen la hemorragia intestinal enel 2a 8 %

de los casos y la perforacin intestinal que se representa en el 3 al 4% (1),

2.2.2 Agente causal

La Salmonglla typhi €s un bacilo no esporulado periencciente a la familia Enterobacteriaccae,
gram negativo, mévil, mide dos a tres micras, anacrobio facultativo, intracelulay, fermenta la glucosa
con producci6n de &cido, es lactosa y sacarosa negativos (6).

La bacteria tiene un estructura antigénica de superficic que incluye al antigeno "H" o flagelar
y <l antigeno somético "O" que contiene carbohidratos especificos dtiles en su identificacién
serol6gica. De acuerdo con la clasificacion de Kauffman y Wite, S. typhi pertencce al grupo D y
comparte con las diferentes especics de ese grupo los antigenos sométicos 9,12; los flagelos contienen
el antigeno “d" y en la superficic se encuentra el antfgeno "Vi", cl cual es de naturaleza
polisacarfdica, forma parte de la membrana externa y es indicador de virulencia (6).

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

externa, como 1a lipoprotefna de Braun y las porinas.



2.23 Penetracitén del ganismo y resp 1

La Salmonella _typhi entra al organismo a través de la boca, se multiplica répidamente ca cl
intestino delgado, y penetra In membrana basal sin causar dafio importante en los tejidos, es
fagocitada por Jos macréfagos y transportada a los ganglios linfAticos regionales donde se multiplica
activamente. Los sujetos infectados presentan una fase de bacteremia, por medio de Ja cual los
bacilos se distribuyen en el sistema fagocitico mononuclear, en donde se reproducen y son liberadas
nucvamente al sistema circulatorio.

La bacteria ocasiona un proceso inflamatorio en los ganglios linfaticos, bazo e higado, con muy
escasa cantidad de polimorfonucleares y gran acumulacién de mononucleares, en ¢! interior de los
cuales es capaz de proliferar (3,10).

Aunque la fisiopatologfa del padecimiento no est4 totalmente esclarecida, se sabe que gran parte
de las manifestaciones clinicas son provocadas por la liberacién de endotoxing; entre otros efectos
se ha comprobado que induce fiebre, hipotensitn arterial, leucopenia y estimulacién policlonal de
linfocitos B (5). La fiebre se produce por un mecanismo que involucra a una substancia conocida
como "pir6geno endbgeno” y que sc sabe corresponde a la actual interleucina 1 (IL-1) (87).

Se ha demostrado fa presencia de anticuerpos contra diversas partes antigénicas de S,typhi, las
cuales parecen no correlacionar con el desarrollo de proteccién contra las recaidas o reinfecciones,
a excepeidn de algunos estudios que sugieren que los anticuerpos contra el antigeno "H” son un
indicador de resistencia a la fiebre tlifoidea (7).

Se ha descrito que los anticuerpos secretorios (IgA) impiden 1a adherencia de S.typhi a la pared
intestinal; sin embargo, sélo son protectores ante indeulos pequedos de la bacteria. Frente a la

invasién por grandes cantidades de Salmonella, los mecanismos de inmunidad celular,
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fundnmentalmente la activacidn de macr6fagos, son indispensables para cl control de la infeccién

(8.9).

2.2.4 Epidemiologia

La infeccién se adquicre por la ingestién de alimentos o agus contaminados con la bacteria; ya
que este microorganismo afecta s5lo al ser humano y no se conocen reservorios animales, cl

clemento més importantc cn la cadena de transmision cs el portador asintomftico (4).

istribucifn rfifica

La ficbre tiloidea esta presente en los cinco continentes, pero especialmente en Asia, Africa
y América Latina. Es diffcil conocer su incidencia exacta, la cual generalmente cs muy subestimada.
No existen datos epidemiolGgicos precisos cn los paiscs més afectados, puesto que esta enfermedad
no es de declaracion obligatoria para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Asi, las
informaciones disponibles s6lo representan una fraccion de los casos reales. De ésta forma, se han
estimado 12 millones de casos anuales con una incidencia de 500 casos/100,000 habitantes cn Africa
y Asia (2).

En la regi6n de las Américas cn 1990, sc presentaron 89,591 casos, quc representan una
incidencia de 20.8 casos/100,000 habitantcs; Tn incidencia & ilegado a ser hasta de 150 casos /100,000
habitantes en Chile. En México se rcportason 11,078 casos en 1987, con una tasa dc 13.64
casos/100,000 habitantes (2).

La ficbre tifoideca en ¢l mundo se presenta de las siguientes formas:
En forma cndémica en Asia del Sur, en Medio Oriente, en Africa del Este, Central, Oeste

y en América Latina.
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En forma endemo-cpidémica en algunos palses del Sureste Asifitico, asi como en algunos

pafses europeos del contorno mediterréneo.
En forma csporfdica en América del Norle y en la mayorfa de los pafses de Europa. La

aparicién de casos aislndos pucde dar lugar a diseminaciones limitadas.

. Poblaciones afectadas
Uno de los grupos de edad mis afectado por la enfermedad es ¢! de los 15 a 44 afios, donde se
presentan aproximadamente el 58.62% de los casos, 1o cual representa més de 500,000 dias laborales
perdidos.

Los nifios menores de 5 afios, y particulatrmente Jos lactantes estdn menos implicados con
esta afeccién. La enfermedad sc manifiesta en cllos bajo formas clinicas primitivas de diagn6stico
delicado. Es entonces dificil evaluar €l impacto exacto de la enfermedad en los nifios que pueden
sin cmbargo, ser veetores del germen y contribuir a su diseminacion,

Los viajeros y militares de pafses donde la tifoidea exisic en estado esporfidico, tienen el
ricsgo de adquirir la infeccién, al visitar 1as zonas afectadas por el padecimiento, Otros grupos de
poblacién pueden ser cl orfgen de epidemias localizadas, como el personal de testaurantes y de la

industria de alimentos.
2.3 YACUNAS CONTRA LA FIEBRE TIFOIDEA

231 Vacunas de células muertas.,

La primera inmunizacién experimental contea la infeccion por Sajmonella typhi sc realizé en

1886. Frankel y Simmons logearon proteger a concjos inyecténdoles dosis subinfectantes de bacteria
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viva. Un aiio después, Bauner y Peiper reportaron resultados semejantes en ratones. Mas tarde,
Klikovich demostré que los bacilos muertos también son capaces de inducir proteccién. Con estas
ohscrvaciones, Wright cn Inplaterra y Pleiffer y Kolle cn Alemania en 1887, decidicror administrar
bacicrias inactivadas cn humanos con ¢l objetivo de generar proteccién. La vacuna de Pfeiffer, por
ejemplo, se preparaba en medio sélido, con Ia bacteria muerta por calor y fenol (17).

La utilizacion masiva de estas vacunas resulié exitosa, pues la morbilided por fiebre tifoidea
disminuy6 al aplicarla cn la India, Egipto, Italia y Sudifrica. Ademds, los individuos vacunados que
adquiricron la enfermedad presentaron cuadros ¢linicos menos severos (14). Asi, el uso dc las
vacunas contra la tifoidea claboradas con bacterias muertas continué durante décadas, Sin cmbargo,
no era posible comparar la cficacia de las diferentes preparaciones, debido # que no habfa modelos
expcrimentales animales, a la falta de correlaci6n enire e} estado de inmunidad y algin indicador
seroldgico, asi como la ausencia de estudios cpidemiolégicos controlados.

Por la raz6n anterior, en 1955, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promovié la
realizacion de estedios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unién Soviética, para
determinar la cficacia de tres vacunas preparadas con células cnteras de Salmonefia_typhi;
inactivadas con acctona, calor-fenol o alcohol. La vacuna "K", inactivada con acetona, confirié mayor
proteccién. La vacuna "L", inactivada con calor y fenol, mostré cficacia intermedia y la inactivada
con alcohol fué la menos efectiva. Algunos investigadores han atribufdo fa propicdad protectora mas
cficiente de la vacuna inactivada con acctona a su mayor contenido de antfgeno "Vi" (15-20).

La protecci6n que conficre una sola dosis de las vacunas "K" y "L" es aceptable, pero el empleo
de dos dosis proporciona una inmunidad mas confiable (21,22). Sin embargo, estas vacunas que se¢
administran por via parenteral, tienen diversos inconvenientes pues producen reacciones sceundarias
importantes, debido a que contienen la endotoxina, y s6lo prategen en forma efectiva ante inGeulos

menores o iguales a 10° bacterias, por o que no s¢ recomicnda emplearia cn forma rutinaria.



2.3.2 Vacunas elaboradus a purtir de cepas atenuadas de Salmonella.

Hasta Ia fecha sc han estudiado diversas vacunas que se administran por via aral y que se
claboran con bacterias vivas. Una de ellas se prepara con una mutanie de Salmopella_typhj
dependiente de estreptomicina (24) y aunque a principios de los afios 70 mostr6 ser segura y efectiva
(25,26), sc abandon6 su cstudio debido a que no confird proteccion cuando se utilizaron

microorganismos lioflizados reconstitufdos (26).
Salmonelln typhi Ty21a.

La cepa de Salmonella typhi Ty21n, fue desarrollada por Germanier y Frer en 1975; tiene una
mutaci6n cn el gene galE que causa una deficiencia en la enzima UDP-4-galactosa epimerasa (27),
aunque aclualmente se ha comprobado que ticne otras mutaciones.

En un ensayo controlado realizado a mediados dc la década de los afios 70 en Alcjandria,
Egipto, la administracién de la bacteria (1-8 x 10°) con bicarbonato de sodio, no produjo reacciones
colaterales y logré inducir proteccibn eo el 95% de la poblacién estudiada. La forma de
adxﬁnistmcibﬁ ulili7,;1da cn esc estudio era impréctica para la aplicacién rutinaria de la vf;cuna. por
lo que se evaluaron diferentes formulaciones. Asf, en una prucha de campo realizada en una
poblacién escolar de Chile entre 1983 y 1986, 1a administracion de tres dosis de vacuna en cipsulas
con capa ¢ntérica, con intervalos de 2 o 21 dfas entre cada dosis, solo indujo proteccién entre €1 51
y el 67% durante el periodo de observacion (28-30), y se produjo mucho menor proteccion al
administrar {a vacuna en cfpsulas de gelating con bicarbonato de sodio.

Por ello, se ha intentado incrementar la eficiencia de la vacuna mediante una presentacién
liofilizada para scr disuclta en una solucién amortiguadora que ncutraliza ¢l &cido gistrico. Con esta

formulacién se rcalizan acturlmente pruchas de campo en Indonesia y Chile,
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En el comercio existe una vacuna flamada "Vivotif® realizada por el Instituto Suizo de Bueros

y Vacunas que emplea la cepa Ty21a de Salmonella typhi.

Salmonelin typhi 541 Ty v 5431y,

Las cepas de Salmonella_typhi 541Ty y 543Ty lucron desarrolladas por Stocker en 198l
induciendo deleciones cn dos genes (aro 4 y pur A4}, de manera similar 2 lo anteriormente reportado
en Salmonella typhimuriug. Estas mutaciones causan la dependencia nutricional de {a bacteria por
metabolitos que no se encuentran cn los tejidos de los mamiferos, por lo que no son capaces de
sobrevivir en ellos,

Después de administrar una sola dosis de la cepa 541Ty de §,typhi a voluntarios, se recuperaron
bacterias en las heces de la mayoria de los vacunados, pero en ainguno se aisi6 def hemocultivo. La
vacunta generd respuesta inmune celular especifica. Sin embargo, la respuesta de anticuerpos contra
los antfgenes "0 "H" o "Vi" fue muy débil, debido a esto se considerd que las dos mutaciones
causan una sobreatenuacién de la bacteria; por lo que sc¢ han tratado dc desarrollar cepas

bacterianas que conlcngan una sola mutacitn.

233 Vacunas elaboradas a partir de frucciones de S, typhi.

Las investigaciones encaminadas a identificar antigenos de 8, typhi relacionados dil te

con la proteccion, han sido numerosas; la mayorfa se han dirigido hacia ¢ estudio de los antfgenos
presentes en la superficie bacteriana, tales como el somético "O", ef flagelar "H", el capsular "Vi" y

las protetnas de ta membrana externa.



Antigenns somético, flagelar y fraccjones vibosomales,

Durante mucho tiempo se pens6 que el antigeno somético "O™, canstitufdo por el lipopolisacérido
(LPS), participaba en la induccion de la inmunidad protectora, Sin embargo, una vacuna a base del
oligosacfrido de repeticién del LPS, a pesar de cstar conjugado a proteinas, generd gscasa
proteceidn en el modelo murino (39).

El antigeno flagelar "H" tampoco parece cstar relacionado dircctamente con Ja inmunidad
protectora, pues Tully y cols. en 1962, demostraron que los anticuerpos contra los flagelos, no tienen
efecto protector, pues al inmunizar chimpancés con una cepa rugosa de S, typhj lograron inducir
titulos altos de anticuerpos contra el antieno "H", pero no evitaron la infeccion con la bacteria (7).
Anderson en 1968, encontrd que mutanies de §, {yphi sin flagelos gencra ¢l mismo grado de
proteccitn en ratOones que-cepas méviles (40).

En 1970, Venneman y cols. reportaron que las fracciones ribosomales de Salmonelta
typhimurium generaban proteccitn contra la bacteria virulenta para el ratén (41). Posteriormente,
Molinari y cols. obtuvieron resultados similares con las fracciones ribosomales de $. typhimurjum y
demhi (a2,43).

El efecto protector de cstas fracciones sc acreditd a diferentes antfgenos: sl ARN ribosomal (41),
a las proteinas ribosomales (44); o a la combinacién de ambos (45); sin embargo, estos antigenos
se encontraban contaminados con LPS y proteinas de la membrana externa (PME) (46,47).
Considerando que las PME protegen a los ratones contra la infeccién por Salmonella typhimurium
en forma semejante a las fracciones ribosomales (48,49), sc duda de la cfectividad de estas fracciones

¥ més bien se le atribuye la proteccion a 1os antigenos de la superficic bacteriana.
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Vacuna Parenternl_hecha a_hase de Polisncfiride Capsular Vi (Ag-Vi).

El polisacérido "Vi* ¢5 un homopolimero lincal de 4cido
a-1,4-2-desoxi-2-N-acetilgalactur6nico que cubre & la bacteria como un antfgeno capsular y que se
ha relacionado con la virulencia. Aunque varios investigadores han demostrado la falta de
correlacién entre los anticuerpos anti-Vi y un estado inmune protecior, otros estudios revelan que
el antfgeno "Vi" por sf solo cs capaz de inducir proteccién (31-33). En 1934 Felix y Pitt informaron
la presencia de anticuerpos conta el Ag-Vi en el suero de los pacientes con fiebre tifoidea, asf como
también reportaron la presenciz de dicho antigeno en cepas de Salmonclla typhi aistadas de estos
pacientes (34).

En los afics 70, Wong demostrd en un modelo murino que la mayor efectividad de la vacuna
inactivada por acetona sobre la inactivada por calor-fenol se debe al mayor contenido de antigeno
"Vi" en la primera. Més tarde, el mismo investigador logré purificar cl anotigeno "Vi" sin
desnaturalizacién y demostré que continuaba siendo inmunogénico y seguro.

En 1984, Robbins y Robbins lograron preparar dos lotes de antfgeno "Vi", Ambos resultaron
buenos inmunégenos; sin embargo, uno de cllos generd reacciones adversas, debido a su contenido
de lipopolisacdrido contaminante. El lote que se obtuvo a través del Instituto Merieux, en Francia,
fue utilizado para realizar pruebas de campo cn Nepal y en Sudéfrica. La administracién de una sola
dosis (25 ug) de antigeno "Vi" por via parenteral indujo titulos elevados de anticuerpos "anti-Vi* y

mostr6 una eficacia del 70% (35,36).

El inco i de csta es quc por su naturaleza polisacarfdica se comperta como

. antlgeno T-independiente y por tanto no induce memoria (32).
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tefnas de membrana _externa E).

Se han realizado makiples estudios sobre las propiedades inmunogénicas de las PME, Frasch
y cols: encontraton que las PME de Nejsserin meningitidis grupo B eran buenos inmundgenos
cuando se inoculaban a conejos. Los anticuerpos anti-PME presentaron actividad bactericida in vitro
mediada por complemento (50). Estudios subsecuentes han demostrado que In inmunizacion cop
PME dcrivadas de otras bacterias gram ncgativas, como Hacmophilus influenza (51), Shigella
Hexnerd (52) v Pscudomonas accuginosa (53) también conficren proleccitn contra la infecei6n en
animalcs experimentales.

Por otro lado, Kussi y cols. demostraron que las pdrinns, proteinas principales de la
membrana externa, extrafdas de una cepa rugosa de Salmoncila typhimuriym protegen al ratén de
un relo con una cepa lisa hom6loga. El mismo efecto s¢ obtuvo en forma pasiva con anlicucrpos
especificos (§4,55).

. Los antfgenos proteicos ofrecen la ventaja sobre Jos de naturaleza polisacaridica de inducic
anticuerpos de mayor afinidad y favorecer una respuesta inmunc cclular (37,56). Esta, ademés de
generar una inmunidad més prolongada, es crucial en l1a defensa contra patdgenos intracelulares,
como Salmonella typhi, Mycobacterum tuberculosis y Listeria monocytogenes cntre otros (57).

Actualmente se encuentra disponible una vacuna desarrollada en Cuba, contra la Meningitis
meningococcica del tipo B que se prepara a partir de PME.

Enla Divisifm de Inmunoquimica del Centro de Investigacion Biomédica del Distrito Federal,
CMN 8.XXI, IMSS., y en el Departamento de Investigacidn del Instituto Nacional de Higiene de la
Gerencin general de BiolGgicos y Reactivos, 8.8, sc rcalizan estudios tendientes a 1a obtencién de
una vacuna contra 1a ficbre tifoidea a partir de porinas de 5. typhi.

Algunos de los resullados més relevantes se enumeran a continuacion:
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1.- Los pacicntes con ficbre tifoidea produjeron anticuerpos de clase IgM hacia una PME

de 28 KDa durante la fase aguda de su padecimiento. En la conval ia, In respuesta fue de IgG
y se dirigié hacia tas porinas (36-41 KDa) (61).

2.- La vacunaciéin de ratones NIH con 10 a 30 ug de PME de S, typhi indujo proteccién del
1009 al rcto con 500 DLy, de la bacteria homéloga, y del 30% al reto con Ja misma dosis de S,
typhimucium (59).

3.- La administracién pasiva de sucro de concjo anti-PME de S, typhi 9,12, Vid, confirid
prateccién del 100%. a! reto con 100 DLg, de Ia bacteria homéloga y S, typhi Ty2; y del 80% al reto
de §,_typhimuriuty, (59).

4.+ El sucro de cancjo anti-PME utilizado cn ¢l ensayo de protecci6n pasiva reconocia por

xelectrotransf ia, todas las PME de ambas ccpas de 8, typhi empleadas en ¢l reto, pero
sqlamemc a las porinas de 5. typhimurium (59).

5.- Las porinas de §.yphi 9,12,Vi:d purificadas por cromatografia de exclusién molecular,

electroelucion e inmunoadsorbente tuvicron un pl de 4.0 a 5.0 y pesos moleculares de 114 a 128
KDa en estado nativo (cuando se encuentran asociades en forma de homotrimeros) y de 36 a 41
KDa cn su forma monomérica, con una contaminaci6n par LPS del 0.04% (60).

6.- Anticucrpos monoclonales {IgM) anti-porinas de 8. typhi 9,12,Vi:d confirieron una
proteccién del 60% al reto con 20 DLy de S._typhi 9,12,Vi:d (63), micotras que anticuerpos
mo‘nm':lonales antj-LPS no produjeron ningiin efecto (64).

7.- La vacunaci6n de ratones NIH con pg de PME de S, typhi, indujo respuesta proliferativa
in vitro de linfocitos, en presencia de porinas de S.typhi, S, typhimurium o E. coli (66).

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

S. typhi persistié hasta tres meses despues de la inmunizacién y no se debi6 a la presencia de LPS

(66).
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9.-La inmunizaci6n con ratones CS57BY/6 con PME de S. typhi indujo una respuesta
proliferativa in vitro especifica de linfocitos T (66).

10.- La administracién de vacuna antitifofdica oral indujo, en ias personas estudiadas, la
pmducc16n de anticuerpos anti-porinas cuantificados por ¢l método de ELISA (62).

- La vacunacién de ratones NIH con 10 pg de porinas de S, typhi 9,12,Viid indujo una
proteccién de 100% contra el reto de 500 DI, de 1a misma bacteria (58).

12.- Los esplenocitos de ratones NIH con 10 ug de PME dc S. typhi 9,12,Vi:d sc activaron
in vitro al cultivarse en presencia de péptidos de porinas de 8. typhi obtenidas por rompimicnto con
bromuro de ciandgeno (67).

En estos momentos, la vacuna experimental hecha a base de porinas ha cumplido con los
controles que exige la Secretrarfa de Salud. Lo que da lugar a que sc puedan desarrollar los ensayos
que corresponden a tftulo de anticuerpos, eficacia ¢ inocuidad en humanos, estos estudios son

preliminares a la fase I de desarrollo de vacunas.

2.4 PERSPECTIVAS PARA EL DESARRO DE MEJORES VACUNAS.

Para Ia bisqueda de un mejor inmunégeno protector contra la fiebre tifoidea se deben tomar
en cuenta los conceptos modernos en investigacion y desarrollo de vacunas como lo son:

1.- Definir los mecanismos inmunolégicos por medio de los cuales sc genera la proteecion
despfies de la adquisicion natural de la enfermedad.

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

2

presidn de fos antigenos importantes para

3.- Identificar a los genes que codifican para la

la generacién de inmunidad.
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4.- Utilizar las nucvas t¢caicas de biotecnologia para producir dichos antigenos.
S5.- Optimizar el disciio y los sistemas de produccion de la vacuna para incrementar su

eficacia y distribucion.

6.- Disedar modelos adecuados para la evaluacién de la capacidad protectora de la vacuna.
Estos conceptos han dado origen a la elaboraci6n de las vacunas modernas como lo son:
a) Las vacunas de péptidos sintéticos, elaboradas en base a la secuencia de aminoécidos de

los determinantes antigénicos involucrados en la induccién de inmunidad (90).

b) Vacunas recombi , producid i la expresion en bacterins o virus no
patégenos, de los antigenos responsables de la induccién de inmunidad (90).

c) Vacunas anti-idiotipicas, basadas en el concepto tebrico de a red de idiotipos propucsto
originalmente por Jeme, en las cuales uno de fos anticuerpos (anti-idiotipo) representa al antigeno,

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

d) Vacunas de subunidades, elaboradas con fracci del organi resp ble de la
enfermedad (41-50,90).

¢). Vacunas conjugadas, disciiadas para incrementar la inmunogenicidad de las vacuaas de
>subunidada, en donde se pueden unir quimicamente porciones antigénicas de diversos organismos.
Dentro de éste grupo se encuentran los conjui;ados proteina-proteina y polisacirido-proteina
(17,32,38,65,90).

Como cjemplosde lo anlcrior tenemos a las vacunas conjugadas polisacirido-proteina contra
Hacmophilus influgnzac y Streptococcus pneumoniac (80).

Para Ia infeccidn por H.influcngac, s¢ cuenta con varias vacunas conjugadas e¢laboradas con
€l polisacérido capsular polirribosilribitol-fosfato (PRP), unido a difercates proteinas como es el caso
del toxoide diftérico (D). Esta vacuna PRP-D fuc aceptada en 1987 y desde 1988 s¢ emplea en nifios

de 18 meses de edad o mayores (68,69). Las Proteinas de membrana externa (PME) de'Neisseria
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meningitidis del grupo b han sido empleadas también cn 1a claboracién de este tipo de conjugados.

Esta vacuna (PRP-PME) ha demostrado ser segura ¢ inmunogénica en los dios de campo

realizados (71-73).

En un segundo ejemplo, ¢l oligosacdrido derivado de H, influenzae tipo b, fue acoplado a
una prolefna mutante no toéxica de la toxina diftérica, su empleo fue autorizado cn 1988 y cs
considerada una alteenativa 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 proteccién (74-79).

Para ¢] caso de 8. pneumopiae sc han producido vacunas conjugndas hechas a base de
polisaciridos de varios scrotipos conjugados a protefnas. Estas vacunas han demostrado su inocuidad
y efcetividad en adultos y se plancan. miés estudios en nifios en donde sc han reportado resultados
alentadores {81-83).

En basc a estos antecedentes y como alternativa en el desarrollo de una vacuna contra la
fiebre tifoidea sc pens6 en Ia conjugacién quimica entre las porinas y el antigeno-Vi de §. typhi. Esto
se propuso con el fin de conferir caracterfsticas timo-dependicntes al antfgeno Vi, que ya es una
vacuna aprobada para ¢l uso en humanos, ¢ incrementar la inmunogenicidad de las porinas, que se
son un modelo experimental de vacuna contra csta enfermedad.  La  tecnologia  desarrollada
representa una nueva estrategia en el desarrollo de vacunas. Los conjugados forman parte de una
nucva generacidn de inmunégenos semisiniéticos, de fos cuales algunos ya demostraron su seguridad
e inocuidad y han recibido autorizacién para ser aplicados en humanos, por lo cual se considera que
un conjugado aniigeno Vi-parinas de 3. typhi cs.un buen candidato para la prevencién de la ficbre

tifoidea.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetive General.

Elaborar un inmun6geno bivalente ant{geno Vi-porinas.

3.2 Objetivos particulares.

Obtencién de porinas de Salmonglia tyhi 9,12,Vi:d.
Obtencién del conjugado antigeno Vi-porinas de S.typhi.

Caractecrizacidn inmunoqufmica del conjugado.
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4.0 MATERIAL Y METODOS.
4.1. METODOS BACTERIOLOGICOS.
4.1.1 Cepas bacterianas.

Se empled la cepa Salmonella typhi 9,12,Vi:d aislada de un paciente con fiebre tifoidea,

tipificada por ¢l Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia EpidemiolGgicos ANDRE). -
4.1.2 Cultivo de bacterias.

La bactctia se creci6 en medio minimo "A" (KH,PO, 3 g, K;HPO, 7 g/], Citrato de Sodio
0.5 g/l, (NEHL):SO4 1 g/, MpSQ, 1 g/1) durante 16-18 hrs ¢n cultivo estacionario y posteriormente se
pasé la semilla a garrafoncs de 4 1, los cuales se cultivaron en agitacién durante 8 h (fase de
crecimiento logarftmico) a 37°C y 200 rpm (New Brunswick Scientific Co.) en medio minimo A (59)
suplementado con 0.1% de extracto de levadura y 0.5% de glucosa. Posteriormente las bacterias se
cosecharon por centrifugacién a 1650 x g durante 15 min a 4°C. El sedimento que contiene a las
bacterias se resuspendié en amortiguador de Hepes 0.01 M pH 7.4, conservfindose a -20°C hasta

U us0,
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4.2 METODOS BIOQUIMICOS

4.2.1 Obtencién de 1as porinas.

La obtcncién de fas porinas sc efectud empleando ¢l métado descrito por Nikaido (BJ). Las- ‘
bacterias coscchadas en la fasc de crecimicnto Jogaritmico se ajusiaron a una densidad 6ptica de 1.0
a 660 nm, posicriormente se rompicron por sonicacién (Lab line Ultratrip Labsonic system .
sonicator) en perfodos de dos minutos en bafio de hiclo hasta disminuir Ja densidad 6ptica a 0.3.
Seguido de la climinacién de 1as bacterias enteras por centrifugacion a 7000 x g/15 min, se concentrd
por ultracentrifugacion Ia envoltura celular a 100 000x g/30 min a 20°C, &sta se homogenizd en Tris
10 mM, pH 7.7 adicionado de SDS al 2% y se incubd 30 min a 32°C, posteriormente se
ultracentrifugd y el sedimento s¢ sometié a una segunda solubilizacién en las condiciones descritas
anteriormente. El sedimento de este segundo proceso, contenfa fa peptidoglicana, de donde se
extrajeron las protelnas unidas a clla con amortiguador de Nikaido (Tris 50 M, pH 7.7, SDS al 2%,
EDTA 5 mM, NaCl 0.4 M y B-mercaptoctanol al 0.05%); después de un perfodo de incubacidn de
2 h a 37°C, sc ultracentrifugd a 100 000 x g/30 min a 25°C y cl sobrenadante s pasd a través de
una columna de Sephacryi 5-200 (80 cm x 2.6 ¢m, Pharmacia Chemical Co.) con una velocidad de
flujo de 4 ml/h. S¢ recuperd la fraccidn que eluye inmediatamente después del volumen vacio,
detectada por absorbancia a 280 nm. Para reutilizar 1a columna, ésta s¢ lavd con solucién de Nikaido

con un volumen equivalente a dos veces el volumen total del gel .



19
4.2.2 Electroforesis en geles de pollacrilamida:

La electroforesis s¢ realizé en presencia de dodecil sulfato de sodio, en condiciones
reductoras y un sistema amortiguador discontinuo, segin 1a técnica descrita por Lacmmli (91) en una
unidad de electroforesis vertical (LKB Instruments, Inc., Rockville, MD.). El gel introductor contenfa
una concentracién final de 5% de acrilamida, 0.13% de bis acrilamida, 0.1% de SDS en Tris-HCl
0125 M a pH> 6.8; el gel separador estubo formado por 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis-
acrilamida, 0.19% de SDS en Tris-HCl 0.35 M a pH BS8. El corrimiento electroforético sc llevéd a
cabo empleando 30 mA por placa y como amottiguador de carrimiento Tris-HCI 0.025 M, glicina

0.192 M pH 83, SDS 0.1%.
4.23 Cuantificacién de protefnas:

La cuantificacién def contenido de protefnas en el extracto de la purificacién de porinas se
realizd de acuerdo al método de Lowry (85), empleando albitmina sérica bovina como proteina de

referencia (Sigma Co.).
4.2.4 Reacclon del O-acetllo (O-Ac).

A 1 ml de la muestra (fracciones con el antfgeno Vi) sc le adicioné una mezcla de partes
iguales de hidroxilamina-HCl 1M y NaOH 3.5 M, se mezclaron, y después de 4 min & temperatura.
ambiente se agregt agitando constantemente, 1 mlde HCl dilufdo 1:3 con el fin de tener un pH final

de 1.2 +/- 0.2, postriormente se adicion6 1 ml de FeCl,H,0 0.37 M, el producto de reaccién se leyb
a 540 nm (86).



42,8 Ob 6n y purifl de jugados Ag Vi-Porinas,

En el presente trabajo sc realizaron dos 1écnicas difcrentes para la obtencion del conjugado

Ag Vi-Porinas.
4.2.5.1 Conjugado con SPDP como molécula espaciadora;

El primer ensayo rcalizado, involucr6 al N-succinimidil-3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP)
y a la cistamina como moléculas espaciadoras.

Primeramente se hizo reaccionar a las porinas con SPDP, a pH 7.5 en 0.15M Hepes y SmM
EDTA (HE-buffer) durante toda la noche, obteniéndose el derivado Porinas-SPDP con liberacién
de N-hidroxisuccipato. La mezcla de reaccion asf obtenida, fue dializada en HE-buffer durante toda
1a noche.

Por otra parte sc hizo reaccionar al polisacirido Vi (homopolimero del 4cido N-acetil
galacturnico O-acctilado ca fa posicidn 3) con cistamina cn presencia de 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil) carbodiimida (EDAC), a un pH dc 4.9 ajustado con HC1 0.1 Ny a 37°C, obteniéndosc
el polisacérido cistaminado, éste producto de reaccién fuc dializado contra agua destilada de 3-8°C,
Acto scguido, ¢l polisacérido cistaminado fue sometido a una reduccién quimica, por medio de ditio-
treitol (DTT), la mezcla fue sometida a dijlisis en HE-buffer durante 2 hrs. Una vez terminado el
proceso, este compuesto eistaminado se hizo reaccionar con el derivado Porinas-SPDP bajo presién
de Ny, durante 1 hora a temperatura ambicate, y 24 h de 3-8 2C, La reaccién se hace evidente por
la liberacion de 2-mercapto piridina.

E! producto obtenido s¢ dializ6 contra NaCl 0.15 M durante toda la noche.
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4.2.5.2 Conjugado con ADH comea moléculn espaciadorn:

El segundo método wtilizado para la obtencién del conjugado Vi-Porinas, involucra como
molécula espaciadora a la dihidrazida del 4cido adipico (ADH) en presencia de carbodiimida
(EDAC).

Primeramente s¢ hizo reaccionar 10.8 g de antfgeno Vi, disuelto en buffer de de fosfatos pH
6.5 (K;HPO, 0.0055 M, KH;PO, 0.0045 M, disuclios en sol. de NaCl 0.2 M), con 25 mg ADH en
pr-;scl;cin de 25 mg de carbodiimida, durante 4 hrs a 20 °C, cuidando que cl pH fucse de 6.5. Al
terminar e tiempo de la reaccicn, se coloco éste producto cn una bolsa de nitrocelulosa y se dializé
contra buffer de fosfatos pH 6.5 durante toda la noche.

El antigeno Vi-ADH, se sacé de la diflisis y se colocs en un frasco vial, se le adicion6 4.5
ml de porinas conteniendo 5.8 mg
de las mismas, adicionando a la vez, 25 mg dec EDAC, sc agit6 durante 6 horas mantenicndo ¢l pH
cn 6.5. Al termino de ésto el producto obtenido sc concentré por medio de membrana (Amecon
valor de corte: PM>10,000), y s¢ colocd en didlisis contra buffer de fosfatos pH 6.5,

La purificacién de ambos conjugados se realizd por medio de cromatografia de exclusién
molecular utilizando una columna de Sephacryl S-1000 (78.5 cm X 1.5 cm) empleando como fase
mévil, para el primer caso de sfntesis NaCl 0.2 M. Mientras que para el segundo caso s¢ Gtiliz&

buffer de fosfatos pH 6.5.
4.2.6 Caracterizacién de los conjugados Ag Vi-Porinas.

Las fracciones producidas en Ia purificacion del conjugado fucron monitoreadas a 280 nm

para protefnas (porinas), y sc cmpled el método de ELISA (98) para delectar al Ag-Vi.
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Para esto Gltimo, se recubricron dos placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co.), con 100 g}
de cada una del las fracciones mencionadas en amortiguador de carbonatos (carbonato/bicarbonato
de sodio pH 9.6), durantc toda la noche a 4°C. Una vez trancurrido este tiempo sc lavd dos veces
con PBS-Tween al 0.19% (PBS-T) y sc llcnaron los pozos con solucién de bloqueo (PBS-gelatina al
2%) y se dejaron dos horas a tempceratura ambicnte. Posteriormente, se agreg6 100 p del ptimer
anticucrpo, anti-Vi obtenido de humano dil: 1:200 para ¢l conjugado con SPDP como malécula
cspaciadora, micntras que para ¢l conjugado con ADH como molécula espaciadora utilizamos el
sucro de burro anti-Vi absorbido con 8. typhi O901. Sc incub6 la placa durante 1.0 hr. a 37°C'y
después de cuatro lavadaos con PBS-T se adicion6 el segundo anticucrpo, 100 4] de conjugado
inmunoglobulinas de conejo anti-inmunoglobulinas ¢de humano unidas a peroxidasa (Sigma Co.)
correspandientes al primer caso de conjugacién. Micntras que para el segundo se utilizd el suero de
conejo anti-burro unido a peroxidasa preparada por nosotros; se incubd la placa 1.5 h a37°C y
después de 4 lavados con PBS-T se agregaron 100 gl de solucién de sustrato (o-fenilendiamina y
H,0; (30%) al 0.04% c¢n amortiguador de citratos pH 5.0) y a los 10 min, Ia reaccién se detuvo
agregando 1 gota de dcido sulfirico 2.5 M. Los pozos se Icyeron a 490 nm en un lector de ELISA
(M'inilzcader II Dynatec).
Para el conjugado con ADH como molécula espaciadora se utilizd la técnica de ELISA para
m.onitorcar a las porinas; siguicndose ¢l procedimicnto arriba descrito, utilizando un suero de conejo
anti-porinas dil. 1:100 como primer anticuerpo ¢ igG de cabra anti-concjo marcado con peroxidasa

(Biorad) dil. 1:1000.



4.3 METODOS INMUNOQUIMICOS

4.3.1 Pourificncién de porinas de S.typhl por Cromatografia de Afinidad.
Esta se realizd en cl laboratoria de acuerdo a la técnica de inmunoadsorbente (60).
4.3.2 Evaluacién del antigeno Vi
El antigeno Vi (Ag-Vi) fue proporcionado por el Dr. John Robbins del National Institute of
Health USA.
Se tomaron 10 mg de Ag-Viyse pasaron por una columna de (Sephacryl S-1000) equilibrada
con amortiguador de fosfatos pH 6.5 a una velocidad de flujo de 2 ml/min, las fracciones colectadas
fueron monitorcadas a 260 nm cn el espectrofotémetro (Beckman DU-7), Estas mismas fracciones

con ¢l Ag-Vi, fucron sometidas a las pruebas de ELISA y de O-acctilo (86).

433 Ensayo inmunoenzimftico en fase s6lida (ELISA).
4.33.1 Valoraci6n del cruce con porinas del suero de burro antl-Vi después de ser absorbido con

§. typhi 0901

Se realizé mediante la técnica de ELISA (87), utilizando porinas a una concentracion de 20,
10, 5 ¥ 2.5 ug/ml como antfgeno, sucro de burro anti-Vi antcs y despies de ser absorbido con 8,
m{hib@ol. a lus diluciones de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 y 1:12800 como
primer anticuerpo, y el conjugado de inmunoglobulx;nas de concjo anti-burro marcadas con
peroxidasa en glicerol, arriba mencionado, dil 1:1000 como scgundo anticuerpo. Como testigo sc
utilizé en el sistema, inmunoglobulinas de concjo anti-porinas dilucién 1:1000 como primer
anticuerpo, y como segundo anticuerpo se utiliz6 IgG anti-concjo marcada con peroxidasa (Biorad)

dilucién 1:2000,
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4.3.3.2 Preparacién del conjugade anticuerpo-peroxidasa.

Se disolvicron 12.7 mg de peroxidasa (Sigma) en una solucién de glutaraldehido al 195 y se
mantuvo a lemperatusa ambicnte durante 18 h, al término de 1as cuales se hizo pasar esta solucién
por una columna de Sephadex G-25 (78.5 cm X 1.5 cm); se colectaron Ins fracciones coloridas dando
un volimen total de 2.6 ml. A 2 ml de esta peroxidasa se les adicioné 200 i de inmunoglobulinas
de conejo anti-burro (Laboratorio de Irmunoqu{mica IMSS), previamente dializadas en NaCl 0.15
M, a su vez se agregaron 200 pl de solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.5, La mezcla sc
guardé a 4°C duranie toda la noche, al término de ésto se adicionaron 0,15 ml de una solucién 1 M
de .lisi;m cn n-morligundor de fosfatos 0.1 M pH 7.4. La mezcla de rcacci6n se dializ6 contra PBS
tada la noche. Al término de la dislisis ¢! producto se dividié cn dos porciones, Ia primera de 0.8

ml a la cual se lc adicion5 0.8 m| de glicerol; mientras que la segunda porcién se dej6 sin cambio.
433.3 Evaluacién del conjugado anticuerpo-peroxidasa.

En una placa de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co), se fij6 el antigeno (inmunogobulinas

de burro anti-Vi) disucltas cn amortiguador de carbonatos pH 9.5, utilizando dos cc aciones
diferentes de antigeno: 20 y 10 ug/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 peroxidasa en glicerol y sin glicerol,
mediante la técnica de ELISA (87).

Una vez abtenidos y probados todos los clementos de nuestro sistema, s¢ procedi6 a realizar
la prueba de ELISA a las fracciones obtenidas de la columna de exclusién molecular (Sephacryl S-
1000). Se wtilizé como primer anticuerpo ¢l suero de burro anti-Vi arriba mencionado, y como

segundo anticuerpo, ¢l sucro de conejo anti-burro unido a peroxidasa arriba descrito.



5.0 RESULTADOS

" 5.1 Obtenci6n de porinas de §. typhi 9,12 Vid.

Las porinas se purificaron empleando el mélodo de Nikaido (84); en la figura 1, se muestra
el perfil cromatogrifico de la purificacién de las porinas de S, typhj 9,12, Vi:d. En &l se observa que
Ia fraccibn que eluyd inmediatamente despiies del volumen vacfo conten{a a las porinas en forma
de trimeros (114 Kd a 12 Kd). Esto se demuestra por clectroforesis (ver recuadro), ya que despies
del calentamicnto de éstas protcinas solamente sc observan dos bandas protéicas con corrimiento

relativo electroforético de 38 Kd a 41 Kd, caracterfstico de las porinas.

-5.2 Obtencién de gama globulinas de burro anti-Vi, y de conejo anti-burro,

Las gama giobulinas se obtuvieron de los respectivos sueros por medio de la precipitacion
con una solucién saturada de sulfato de amaonio, de tai forma que la mezcla tenga una concentracién
final de saturacién del 33%. El producto se dializ6 contra una solucibn salina amortiguada con

boratos, hasta que no se encontrS presencia de sulfatos en la solucién de diélisis.
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Figura No.1 PURIFICACION DE PORINAS POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR (Sephacryl S-200).

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 los estandares
de peso molecular. El pico principal del cromatograma de ¢lucién corresponde a Ias porinas

éstas eluyen a continuacién del volumen vacfo (Vo).
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53 Union de las gamn globulinas de conejo anti-burro con la peroxidasa.

Se determin In concentracién de proteinas totales de las gama globulinas de conejo anti-
burro, por ¢l método de Lowty (85), obteaiéndose un valor de 325 mg/ml.
De acuerdo a la figura 2, las diluciones més adecuadas para trabajar son los siguientes: para

¢l conjugado sin gliceral 1:2000, mientras que pura ¢l conjugado con gliccrol fue de 1:1000.
5.4 Valoracién del suero de burro antl-Vi (cruce con porinas).

El suero de burro anti-Vi después dc ser absorbido con §. typhi 0901, muestra una
considerable disminucién de la reaccién cruzada con las porinas con respecto al suero no absorbido,
como se puede apreciar en la figura 3, los titulos més altos de ésta reaceién se presentan en la

dilucién 1:50 y con la concentracién més alta del antigeno (20 pg/mi).

5.5 Purificacién cromatogrifica del conjugado Ag-Vi-Porinas con SPDP comto moléculn
‘ espacindora.

El perfil cromatografico, nos mucstran la formacién de un componente dc alto peso
moleculat, en ¢l cual sc detectan tanto el antigeno Vi coma las porinas, éste conjugado se pucde
observar entre los S0 a 70 mi de levigacion de la muestra (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 eluye entre los 130 y los 150 ml. El perfit del antfgeno Vi se observa come una serie de
fracciones dé diferentes pesos moleculares, cntre las que destaca la regin que cluye entre los 150

y los 170 ml.



5.6 Purificaci6n cromatogrifica del conjugado con ADH como molécula espaciadora.

En el perfil de elucion de la figura 5 se pucde observar 1a presencia del conjugado de porinas
y antigeno Vi, en las fracciones que eluyen entre los 60 y 90 ml; asi como la presencia de una serie
de fracciones que corresponden a porinas, que agregadas o solas, eluyen hasta los 300 ml. El

antégeno Vi se logr6 detectar hasta los 150 ml.
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Figura No.2 TITULACION DEL CONJUGADO Ab-PEROXIDASA.

El conjugado fue hecho con gamaglobulinas de conejo anti-burro y peroxidasa.
El producto obtenido fue dividido en dos porciones, a una de £stas se le adicion6 glicerol,
y ambas fueron titujadas por medio de la prueba de ELISA, utilizando gamaglobulinas de
burro anti Vi. En la gréfica se observa que los titulos mayores corresponden al cqnjugado
sin glicerol. Con lo anterjor se determinaron las diluciones mfés 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 VALORACION DEL SUERO DE BURRO ANTI-Vi.

(CRUCE CON PORINAS).

El suero fue absorbido con S, typhi 0901 que carece de antigeno Vi. a.a= antes de
absorber, d.a= despies de absorber. La valoraci6n se realizé por medio de la prueba de
ELISA, utilizando a las porinas como antigeno en concentraciones de 20, 10, 5y 2.5 pg/mi;

como sistema de revelado se utilizé el sucro de conejo anti-burro marcado con peroxidasa

(Fig. 2).
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Figura No.4 CONJUGADO ANTIGENO VI-PORINAS CON SPDP COMO
MOLECULA ESPACIADORA.

Las fracciones colectadas de l1a elucidn por la columna de Sephacry! 5-1000 (785 X
1.5 cm) (2 ml/tubo), fueron analizadas midiendo su absorbancia a 280 nm, y por medio de
12 prucba de ELISA, utilizando suero humano anti-Vi y suero de conejo anti-porinas. En la
gréiifica se puede observar un componente de alto peso molecular entre los 50 y 70 mi de

elucion, el cual corresponde al conjugado.
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Figura No.5 CONJUGADO ANTIGENO Vi-PORINAS CON ADH COMO
MOLECULA ESPACIADORA.

Las fracciones colectadas despiles de 1a elucién del conjugado por la columna de
Sephacryl S-1000 (78.5 X 1.5 cm),(2 ml/tubo) fueron analizadas midiendo su absorbancia a
280 nm y por medio de la prueba de ELISA, utilizando suero de burro anti-Vi absorbido
con 8. typhi O901, y suero de concjo anti-porinas. Como sistema de revelado se utiliz6 ¢l
conjugado gamaglobulina de conejo anti-burro marcado con la peroxidasa (Fig.2). En la
gréfica se puede observar un componente de alto peso molecular similar al de la figura 4,

que en este caso se encuentra entre los 60 y 90 mi de eluci6n.
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§.7 Purificaclén cromatogrfifica del antigeno Vi en Sephacryl §-1000.

La identificacién del antfgeno Vi se realizé por medio de 1as técnicas de ELISA, absorbancin
a 260 nm y reaccién del grupo O-acetilo, en 1a figura 6 se obscrva el perfil de elucién de éste
anlfgeno, en donde se puede ver la gran heterogenicidad de pesos moleculares presentes en la

muestra, lo cual s caracteristico en éste tipo de antigenos.

5.8 Purificacifn cromatogrifica de las porinas en Sephacryl S-1000,
En la figura 7 sc muestra que las porinas presentan un volumen de levigacién principal entre los

130 y 150 ml, junto con una fraccién menor, [a cual cluye entre los 150 y 160 ml.
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Figura No.6 PERFIL. CROMATOGRAFICO DEL ANTIGENO VI EN LA
COLUMNA DE SEPHACRYL $-1000 (78.5 x 1.5 cm).

Las fracciones colectadas de la elucién del antigeno Vi (2 ml/tubo), fueran analizadas
por tres técnicas: ELISA (leido a 430 nm), O-acetilo (leido a 540 nm) y midiendo su

absorbancia a 280 nm.
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Figura No.7 PERFIL CROMATOGRAFICO DE LAS PORINAS EN LA
COLUMNA DE SEPHACRYL S-1000.

Las fracciones producidas por la elucién de las porinas en la columna (2 miftubo)
fueron analizadas midiendo su absorbancia a 280 nm. Las porinas eluyen entre los 130 y 150

ml, lo cual se puede observar dentro de los productos de la separacion de los conjugados

(fig.4).



6.0 DISCUSION

El control epidemiolSgico de las diarreas depende, catre otros aspectos, del mejoramiento
de la infracstructura sanitaria, del saneamicnto bésico y del mancjo adecuado de los alimentos. Para
ésto es necesario no s6lo mejorar el nivel cconémico de la poblacién, sino clevar su nivel de
educacitn para la salud.

Debido a la dificultad que imptica ¢l logro de estos objetivos, y a pesar de sus imperfecciones
téenicas, las vacunas continian sicndo una alternativa en la lucha contra las enfermedades diarréicas,

©* Aungue algunas vacunas desarrolladas hasta ahora han demostrado su eficacia en ¢l control
y crradicacitn de padecimicntos como la viruela, no s factible esperar resultados espectaculares en
un futuro cercano cn la elaboracién de otras vacunas (90). Para lograr produclos que generen
inmunidad efectiva, scré necesario comprender con profundidad tanto los mecanismos patogénicos,
como la naturaleza de la respucsta inmune que se produce cn contra de los microorganismos
responsables de las enfermedades diarreicas,

Dada la incidencia de ficbre tifoidea en los paises en vias de desarrollo y el cardcler invasivo
de S. typhi, resulta importante desarrellar una vacuna que conficra una inmunidad duradera y que
no produzea efectos colaterales.

En el presente trabajo se aborda una nucva cstrategia en el desarrollo de una vacuna contra
la ficbre tifoidea, para la cual se tuvieron que disefiar las prucbas necesarias para identificar a los
productos dc la conjugacitn, como lo fue el caso de la prucba de ELISA, hecha para identificar al
antlgeno Vi. Con este antfgeno se formaron anticucrpos de burro anli-Vi, los cuales para poder ser
identificados sc nceesité producir anticucrpos de concjo contta gamaglobulinas de burro, éstas fueron

marcadas con peroxidasa para utilizarse como sistema de revelado. Este tipo de tecnologia nos ha
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permitido tener mayaor campo de accidén en la realizicibn de otras pruebas de identificacién de
antigenos para las cuales no existen reactivos comerciules.

Una vez con la tecnologfa necesaria para la identificacién del conjugado se procedit a la
prepatacion de los antfgenos a conjugar.

Al realizar la evaluacién del antigeno Vi, se pudo observar que cste antigeno esta constitufdo
por un grupo de fracciones de diverso peso molecular. lo cual ha sido reportado cn otros trabajos
(31,32,36,38). Los méiodos utilizados para la evaluacién coincidieron con lo mencionado en dichos
reportes, y adems se pudo obscrvar que existe una mayor correlacién cntre los picos obtenidos por
las prucbas de ELISA y la lectura a 260 nm, que de cslos picos con los detectados en la prueba del
O-acetilo donde s()lt; encontramos una curva tipo campana de Gauss.

E! poder identificar varias agrupaciones dcl antigeno Vi por diversos métodos, nos da la
capacidad de cvaluar las condiciones del antigcno, ya ¢jue ¢l antigeno que s¢ busca utilizar para la
coenjugacion debe estar en su forma més inmunogénica. dicha inmunogenicidad se le ha atribuido a
Ia presencin del grupo O-acctilo (31,36), sin embargo, como pudimos constatar, no. todas las
fracciones de esa mezcla helerogenca de antigeno, conticnen al grupo O-acetiio, por lo cual en
futuros ensayos se tratard de scparar fas fracciones que reporten la mayor cantidad de dicho grupo
para optimizar la conjugacién.

En el caso de la produccion de las porinas el desarrollo de la tecnologia se enfocs en dos
puntos principales: La produccién de bacteria a gran escala y la obtencién y purificacién de las
porinas a partir de la biomasa obtenida.

Para la producciGn de Ias porinas sc require cultivar una gran cantidad de bacterias, y se
busca no sélo Ia presencia de biomasa bacteriana sino que cn ésta se esté expresando la mayor
cantidad de porina posible, esto sc debe a que no hay una relacién directa entrc estos dos

parfmetros, ya que dicha expresion es un evento que ticne un complejo sistema de regulacitn ¢l cual
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depende de factores como ta osmolaridad, pH, temperatura, acreacién, ctc., que ademés no estin
totalmente estudindas, En ¢l presente trabajo se utilizo ¢l cultivo agitado en garrafones con el cual
se obticnen bajos rendimientos de produccion, cxpresados en biomasa y en cantidad de porinas, por
1o cual se cstén ensayando mejores métodos de cultivo, como la es ¢l uso de fermentadores en donde
podemos controlar, de manera més cficiente los pardmetros involucrados en el cultivo, asf pues
padremos incrementar no sélo la cantidad de biomasa bacteriana producida, sino también la
cantidad dc porina,

En ¢l caso de la extraccién y purificacion de las porinas se g n varios probl : las

porinas por ser protcinas de membrana son de naturale.za hidrofébica, csto hace que sean insolubles
cn soluciones scguladoras comunes, por lo cual se requicre de un detergente y de soluciones de
fuerza ionica elevada para solubilizarlas. Para extracrlas es indispensable realizar varios pasos, al
final de los cuales se recupera una mezcla de protefnas que acompafian a la porina, ésto hace
necesario de adicionales etapas de purificacion las cuales encarecen el proceso; actualmente, se estn
mejorando dichos sistcmas. Una posible solucion a estos problemas seria el hacer una porina soluble,
megdiante una fusién génica con una proteina de excresién como lo es Ia subunidad B dg 1a toxina
del cblera.

- Para |a ¢laboracion del conjugado sc han ensayado varios métodos, dos de fos cuales se
presentan en este trabajo, éstos han side los mcjores en cuanto a que han sido los Gnicos en los
cuales se ha podido obscrvar la unibn, sin embarge, no se ha liegado a las condiciones de reaccibn
Gptimas que nos permitan superar los rendimientos obtenidos, por lo cual se sigue ensayando con
las condiciones de reaccitn y se csta buscando el desastollo de nucvas moléculas espaciadoras que
faciliten la reaccién,

En la cromatografin de exclusion molecular (Sephacryl S-1000), desarrollada para ia purificacién

¢ idcntificacion del conjugado, sc obtuvicron fracciones definidas de conjugado (50-70 ml), porinas
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(130-150 ml) y de antigeno Vi (70-120 ml y 130-150 ml), &ste Gtimo presentd una vez més la

heterogenicidad caracterfstica de los polisacridos, coincidiendo con lo descrito por Szu et al (38),
cuando clasifica a dicho antfgeno en fracciones de alto y bajo peso molecular,

El hecho de que los conjugados eluyan en el volumen vacfo de Ja columna de Sephacry) §-
1000 y dc que este producta no entre al gel de acrilamida al 11% y cn condiciones reductoras (SDS-
PAGE), sugicre que se forma un enlace covalente entre ¢l carbohidrato y 1a protefna, sin embargo,
la demostracion del mismo se comprobard hasta realivar el anflisis correspondiente por medio de
la espectrometrfa de-masas o resonancia magnetica nuclear. El hecho de que ¢l conjugado no-eatre-
al gel de poliacrilamida s¢ ha observado previamente cn ¢l caso de los conjugados polisacarido-
protefna de Vibrio cholerag (100) y en el caso del conjugado antigeno Vi-Albimina sérica bovina
(32).

El presente trabajo presenta los resultados prelimi que d an que es posible unir

a la porina con ¢l antigeno Vi, lo cual nos da la pauta para seguir intentando ¢l desarrollo de una

vacuna con esta teenologla; ¢l desarrollo de csta tecnologfa y las mejoras en las condiciones de

reaccion, permiticin lograr un rendimicnto aceptable que nos lieve a la cvaluacién de la capacidad
inmunogénica del conjugado. Estas evaluaciones indicarén la factibilidad de emplearlo como una
vacuna contra la fiebre tifoides, ya que la conjugacién quimica ha permitido unir, por un lado al
anl_fgc?o Vi queyacs u.jado como vacuna parenteral (35,36), con las porinas que son inmundgenos
protectores en el modelo murino (58). Esperamos que con ésto, lengamos una vacuna que no
solamente proteja, sino que sea de larga duracién, produzca memoria y pueda cmplearse en

ancianos y en menores de 18 meses de cdad,



7.0 CONCLUSIONES

- Se obtuvo un conjugado de unidn cavalente entre el antigeno Vi y las porinas de Saimonella
tynhi.

- Con nucstro métodos de cvaluacién y rastreo del conjugado no encontramos diferencia en
¢l producto final con los des procedimicentos utilizados,

- Las propicdades antigénicas de las porinas y del antfgeno Vi no se ven modificadas en el

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