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RESUMEN 

El proceso de inmunización ha favorecido de una manera sorprendente la calidad de vida 

de los organismos realizándose avances inimaginables en el área de la salud, con la 

finalidad de optimizar este proceso la industria farmacéutica incluye actualmente el uso de 

biopolímeros para la elaboración de vacunas; investigaciones recientes han mostrado que 

el uso de un polisacárido denominado quitosán, en forma de termogel permite una gran 

retención de fármacos, así como una liberación prolongada de éstos en un nivel adecuado 

dentro de un organismo, resultando interesante analizar su efecto como adyuvante, 

sustancia que posee la propiedad de acelerar, prolongar o potenciar la respuesta inmune 

específica contra los antígenos inoculados (Prabaharan y Mano, 2005).  

Objetivo: Determinar la función del termogel a base de quitosán como adyuvante en el 

desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral contra Bordetella bronchiseptica y su 

comparación con el adyuvante de Freund, empleando un modelo murino. 

Métodos: Se realizó la comparación entre el uso de un termogel a base de quitosán como 

adyuvante y el adyuvante de Freund, cada uno de ellos se mezcló con suspensión 

bacteriana o con extracto proteico de Bordetella bronchiseptica para analizar el desarrollo 

de una respuesta inmunitaria específica inducida en contra de B. bronchiseptica. Para ello 

se trabajaron nueve grupos de 10 ratones cepa CD1 por tratamiento, los animales se 

inocularon por vía intraperitoneal los días 0, 28 y 97, incluyendo los grupos controles 

necesarios; las obtenciones de las muestras sanguíneas se efectuaron los días 0, 38 y 105 

del experimento. Posteriormente se estandarizaron los ensayos serológicos de aglutinación 

en microplaca y de ELISA, después se llevó a cabo la determinación de los niveles de 

anticuerpos específicos a B. bronchiseptica presentes en las muestras séricas por medio 

de ambas técnicas.  

Resultados: Los niveles de anticuerpos contra B. bronchiseptica obtenidos en los sueros 

de todos los grupos de ratones en el día cero (basales) resultaron ser negativos. Los 

resultados registrados mediante la técnica de aglutinación en microplaca en los días 38 y 

105 revelaron que no existe diferencia significativa (p> 0.05) entre los grupos tratados con 

distinto antígeno (suspensión y extracto proteico) pero si entre los dos tipos de adyuvantes 

utilizados (quitosán y Freund) (p< 0.05). Mientras que los valores promedio de los títulos de 

anticuerpos determinados con la técnica ELISA muestran que en el día 105 fueron 

equivalentes en los grupos tratados con quitosán que en los tratados con adyuvante de 

Freund (p>0.05), independientemente del tipo de antígeno utilizado, además se describió 

que el valor del título promedio de anticuerpos es mayor en aquellos grupos que utilizaron 

extracto bacteriano que los que utilizaron suspensión bacteriana (p< 0.001), no influyendo 

el tipo de adyuvante. 

Conclusiones: El termogel de quitosán actuó como un adyuvante en el desarrollo de una 

respuesta inmunitaria humoral contra Bordetella bronchiseptica en un modelo murino, al ser 

comparado con el adyuvante de Freund en la prueba de aglutinación en microplaca se 

encontró que los niveles de anticuerpos aglutinantes contra la bacteria fueron mayores en 

los animales que fueron tratados con el termogel de quitosán que en aquellos tratados con 
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el adyuvante de Freund sin influir el tipo de antígeno utilizado; sin embargo, cuando se 

empleó como método de medición de los niveles de anticuerpos la prueba ELISA, tanto el 

termogel de quitosán como el adyuvante de Freund presentaron una capacidad similar en 

la estimulación de la producción de anticuerpos, obteniéndose valores equivalentes con 

ambos adyuvantes, se destaca que los niveles de anticuerpos fueron mayores en los 

ratones inoculados con extracto proteico que en aquellos que fueron tratados con 

suspensión bacteriana independientemente del adyuvante utilizado. 

Palabras clave: Inmunización, vacunas, anticuerpos, polisacáridos, biopolímeros, 

termogel, quitosán, adyuvante, adyuvante de Freund, respuesta inmune, Bordetella 

bronchiseptica. 
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ABSTRACT 

The immunization process has favored in a surprising way the quality of life of organisms 

making unimaginable advances in the health area, with the aim of optimizing this process, 

the pharmaceutical industry currently includes the use of biopolymers in the vaccines 

production. Recent research has shown that the use of the chitosan polysaccharide in the 

form of a thermogel, allows a large retention of drugs, as well as a prolonged release of 

these at a high level within an organism, turning out interesting to analyze its effect as an 

adjuvant, a substance that has the property of accelerating, prolonging or enhancing the 

specific immune response against inoculated antigens (Prabaharan y Mano, 2005). 

Objective: Determine the function of the chitosan-based thermogel as an adjuvant in the 

development of a humoral immune response against Bordetella bronchiseptica and its 

comparison with Freund´s adjuvant, using a murine model.  

Methods: The comparison between the use of a chitosan-based thermogel as an adjuvant 

and Freund's adjuvant was made, each one mixed with bacterial suspension or the protein 

extract of Bordetella bronchiseptica to analyze the development of a specific immune 

response to B. bronchiseptica, for it nine groups of 10 CD1 strain mice were tested per 

treatment, then the inoculation of the animals was carried out intraperitoneally on days 0, 28 

and 97, including the necessary control groups; The blood samples were obtained on days 

0, 38 and 105 of the experiment. Subsequently, the serological tests of agglutination in 

microplate and ELISA were standardized to carried out the determination of the levels of 

specific antibodies against B. bronchiseptica presented in the serum samples, through both 

techniques. 

Results: Antibody levels against B. bronchiseptica from sera obtained in all groups of mice 

on day zero (basal) were found to be negative. The results obtained by the microplate 

agglutination technique in the days 38 and 105 reveal that there is no significant difference 

(p> 0.05) between the groups treated with different antigen (suspension and protein extract) 

but there is a difference between the two types of adjuvants (Freund and chitosan) (p <0.05). 

Meanwhile the average values of the antibody titers obtained with the ELISA technique 

showed that on day 105 were equivalents in the groups treated with chitosan and those 

treated with Freund's adjuvant (p >0.05), regardless of the type of antigen used, in addition 

it was described that the average antibody titer value is higher in those groups that used 

bacterial extract than those that used bacterial suspension (p <0.001), not influencing the 

type of adjuvant. 

Conclusions: The chitosan thermogel acted as an adjuvant in the development of a 

humoral immune response against Bordetella bronchiseptica in a murine model, when 

compared to Freund's adjuvant, in the microplate agglutination test, it was found that the 

levels of agglutinating antibodies against the bacteria were higher in the animals that were 

treated with the chitosan thermogel than in those treated with Freund´s adjuvant without 

influencing the type of antigen used; However, when the ELISA test was used as a method 

for measuring antibody levels, both the chitosan thermogel and Freund´s adjuvant had a 

similar capacity in stimulating antibody production, obtaining equivalent values in both 
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methods. Highlights that antibody levels were higher in mice inoculated with protein extract 

than in those that were treated with bacterial suspension regardless of the adjuvant used.   

 

Keywords: Immunization, vaccines, antibodies, polysaccharides, biopolymers, thermogel, 

chitosan, adjuvant, Freund's adjuvant, immune response, Bordetella bronchiseptica. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El ser humano busca continuamente una solución a los problemas de salud que se 

le presentan, orientado a incrementar su calidad de vida y asegurar la supervivencia. 

Sin duda uno de los más afortunados descubrimientos en tema de salud fue 

realizado gracias al médico Inglés Edward Jenner en 1796, quien es considerado 

padre de la inmunología y benefactor de la humanidad al demostrar que los seres 

vivos poseen la sorprendente capacidad de desarrollar una respuesta inmune en 

presencia de algunos antígenos causantes de enfermedades, hecho que suscitó la 

inmunoprofilaxis a través de la vacunación permitiendo el control de un sinnúmero 

de enfermedades infecciosas algunas aún no controladas o reemergentes (Mejía-

Martínez et al., 2010; Batista-Duharte et al., 2014; Arshud et al., 2015). 

Las vacunas tienen el propósito de inducir una respuesta inmunológica específica, 

llevándose a cabo el reconocimiento de una parte del antígeno para iniciar el 

desarrollo de una respuesta inmune efectora y de memoria, logrando así una 

protección contra los agentes patógenos. Inicialmente las vacunas fueron 

elaboradas solamente a partir de microorganismos completos ya sea muertos o 

vivos atenuados, sin embargo, se corría el riesgo potencial de que se presentara 

una reactogenicidad a sus componentes, o una reversión de la virulencia de la 

bacteria; en la actualidad y con la finalidad de prevenir estos problemas, se han 

desarrollado vacunas formuladas a base de subunidades de microorganismos, que 

contienen antígenos purificados o recombinantes, haciéndolas más específicas y 

seguras por la baja virulencia que poseen no obstante, se ha documentado que 

presentan una menor inmunogenicidad que las obtenidas de microorganismos 

completos, haciendo patente la necesidad de sustancias adyuvantes, las cuales 

poseen propiedades biológicas adecuadas dirigidas a potenciar la efectividad de las 

vacunas y a inducir una vigorosa respuesta inmune a los antígenos administrados  
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(Morris et al., 1999; Abbas et al., 2000; Schijns VE., 2000; Vogel, 2000; Franco et 

al., 2004; Moran et al., 2018). 

Una vacuna es una preparación biológica destinada a generar inmunidad contra una 

enfermedad mediante la producción de anticuerpos, para eliminar, prevenir o 

controlar estados patológicos, las primeras vacunas fueron preparadas a partir de 

microorganismos vivos atenuados, utilizando organismos debilitados que han 

perdido la virulencia después de ser sometidos a prolongados crecimientos en 

cultivos, conservando la antigenicidad y la capacidad para causar una infección e 

inducir una respuesta inmunitaria vigorosa que genera protección de larga duración 

en el huésped, para ello se requieren pocas dosis sin embargo, presentan algunas 

desventajas puesto que estas vacunas deben permanecer a bajas temperaturas y 

no pueden ser administradas a personas con sistemas inmunitarios débiles, ni a 

pacientes con transplantes de órganos, algunos ejemplos son la vacuna de 

sarampión, la vacuna de paperas, la vacuna de rubéola, la vacuna de rotavirus, la 

vacuna de viruela, la vacuna de varicela, la vacuna de la fiebre amarilla (Salud, 

2008; Megía González, 2020). 

Las vacunas se pueden clasificar de acuerdo a su composición, a la tecnología de 

fabricación y a su utilización, tomando en consideración estos puntos se dividen 

principalmente en cuatro tipos de vacunas (Megía González, 2020). 

a) Las vacunas inactivas se preparan con los microorganismos muertos que no 

ofrecen una protección tan potente como las vacunas elaboradas con 

microorganismos vivos, por lo que se requiere de la administración de varias 

dosis (vacunas de refuerzo) para obtener una respuesta inmunológica eficaz, 

algunas vacunas de este tipo son hepatitis tipo A, rabia, gripe, poliomielitis. 

b) Por otra parte, las vacunas de subunidades, recombinantes, polisacáridas y 

combinadas, se elaboran con determinadas fracciones del microorganismo 

como proteínas, azúcares o cápsulas y son capaces de generar una respuesta 
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inmunológica que va dirigida solo a las fracciones utilizadas para la preparación 

de la vacuna, presentan la ventaja de ser utilizadas por cualquier persona que 

las requiera independientemente de su condición de salud o de presentar un 

sistema inmunitario debilitado, proporcionan protección contra la tosferina, el 

virus del papiloma humano (HPV), enfermedades neumocócica, hepatitis B, 

Haemophilus influenzae tipo b. 

c) En lo que respecta a las vacunas con toxoides utilizan la toxina proveniente del 

microorganismo que provoca la enfermedad, para inducir una respuesta 

inmunitaria dirigida hacia ella y no hacia el microorganismo, se requieren dosis 

de refuerzo para asegurar una continua protección contra las enfermedades, 

algunas vacunas de este tipo son la de tétanos y la de difteria. 

d) Recientemente han surgido vacunas de tercera generación que son muy 

eficaces en la inducción de respuestas inmunológicas potentes, están basadas 

en moléculas de ácidos nucleicos por lo que se les denomina vacunas de ADN 

y de ARN (Tang et al., 1992; Rivers et al., 2006).  

A través del tiempo se han evaluado las propiedades adyuvantes de diversas 

sustancias tanto naturales como sintéticas que conforman un grupo de compuestos 

estructuralmente diverso, sin embargo, algunas de ellas provocan efectos tóxicos y 

reacciones alérgicas e inflamatorias al ser administradas en los organismos. Los 

adyuvantes son elementos clave para lograr una generación de vacunas 

direccionadas a solucionar los problemas de prevención de enfermedades 

(González y Santos, 2011). Dentro de las ventajas que se persiguen al utilizar un 

adyuvante es que además de ser un inmunopotenciador, se reduzca la cantidad de 

antígeno requerida, así como el número de aplicaciones necesarias para lograr la 

inmunización adecuada, favoreciendo de esta forma a los grupos más vulnerables 

de la población, específicamente a los recién nacidos, ancianos y a las personas 
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inmunocomprometidas (Breyer, 1998; Vogel, 2000; O’Hagan et al., 2001; Reed et 

al., 2013; Sun et al., 2018).    

Adyuvante es un término que deriva de la palabra latina adyuvare verbo que 

significa auxiliar o ayudar, para que una sustancia sea considerada adyuvante se 

requiere que reúna varias características, entre las cuales se encuentran que sea 

biodegradable, de fácil fabricación, de bajo costo, que no sea tóxica, no debe inducir 

autoinmunidad, ni ser mutagénica, carcinogénica o teratogénica, debe ser 

químicamente bien definida y estable por largo tiempo en diferentes condiciones de 

temperatura y pH, además de que su administración debe ser sencilla y segura para 

lograr combinarse simultáneamente con una amplia gama de vacunas, estimulando 

el desarrollo de una respuesta inmune efectiva y específica hacia el antígeno de 

interés. Concretamente los adyuvantes pueden actuar incrementando la 

inmunogenicidad de los antígenos así como la velocidad y la duración de la 

respuesta, induciendo la inmunidad en los organismos tanto en mucosas como 

potenciando la defensa celular y la elevación de los títulos de anticuerpos o 

inmunoglobulinas (Ig) (Singh y O’Hagan, 1999; Schijns, 2000; O’Hagan et al., 2001; 

Singh et al., 2004; Mejía-Martínez et al., 2010; Arshud, 2015). 

Cuando un adyuvante es administrado simultáneamente con un antígeno, se tiene 

el objetivo de proteger al individuo estimulando el sistema inmune para responder 

contra un microorganismo dañino (Batista-Duharte y col., 2011; Bellanti, 2016). La 

presencia de adyuvantes en las vacunas se remonta hacia 1920, cuando un médico 

veterinario de nombre Gastón Ramon del Instituto Pasteur de Francia (1886-1963) 

desarrolló el toxoide de la difteria; así mismo, de forma independiente en 1926 en 

Londres, Alexander Thomas Glenny y sus colaboradores probaron la actividad 

adyuvante de los compuestos que contienen aluminio, utilizando precisamente una 

vacuna de toxoide diftérico precipitado en óxido de aluminio, a través de estas 

investigaciones se concluyó que los compuestos de aluminio presentan una 

capacidad limitada, para inducir respuestas inmunológicas potentes con antígenos 

de un alto grado de purificación. Más adelante Thibault y Richou en 1936 utilizaron 



  

5 

  

como adyuvante Quil A, una saponina obtenida de la corteza de Quillaja saponaria 

un árbol Sudamericano (Straw et al., 1985; Del Giudice, 2005; Uberos, 2013). 

En coincidencia en 1937, Freund y colaboradores elaboraron una emulsión 

formulada a base de agua en aceite mineral que contenía la bacteria Mycobacterium 

tuberculosis muerta, conocida como adyuvante completo de Freund (ACF), este es 

uno de los adyuvantes más potentes y reactogénico que se utilizan en la 

preparación de vacunas, ha sido empleado desde hace aproximadamente 50 años 

para producir antisueros de animales y en estudios de investigación cuando se 

poseen pequeñas cantidades de antígenos o bien cuando éstos presentan una baja 

inmunogenicidad, sin embargo es altamente tóxico para los seres vivos, 

posiblemente se debe a su limitada biocompatibilidad y biodegradabilidad; hasta 

hoy no se cuenta con adyuvantes que posean las cualidades de ACF (Freund et al., 

1937; Straw et al., 1985; Franco et al., 2004; Batista-Duharte et al., 2011).  

En 1947 Greenberg y Fleming agregaron el toxoide diftérico a la vacuna de tosferina 

con el propósito de incrementar la protección que brinda (Johnson y col., 1956). 

Posteriormente, en 1956, Johnson y colaboradores utilizaron la endotoxina 

lipopolisacárida (LPS) de Salmonella typhi como adyuvante (Greenberg y Fleming, 

1947; Sierra y Tamargo, 2011; Uberos, 2013; Batista-Duharte et al., 2014). 

Por otra parte, Stuart- Harris en 1969, trabajó con el adyuvante completo de Freund 

eliminando la bacteria Mycobacterium tuberculosis de la emulsión, permaneciendo 

el aceite mineral con un dispersante para formular el adyuvante incompleto de 

Freund (AIF), este adyuvante ha sido utilizado para la elaboración de vacunas, cabe 

mencionar que el aceite mineral empleado en estos adyuvantes (ACF y AIF) tiene 

dos funciones, una es aumentar la respuesta inmune y la otra es favorecer la 

liberación lenta del antígeno (Freund, 1937; Stuart-Harris, 1969; Batista-Duharte et 

al., 2011).  

Tanto el ACF como AIF, ocasionan que el estímulo permanezca por un lapso mayor 

de tiempo, aunque el ACF posee una mayor eficacia debido a la presencia de 
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muramil-dipéptido de la pared celular de la micobacteria capaz de provocar la 

activación de macrófagos e inducir la formación de granulomas (Freund et al.,1937; 

Straw et al., 1985; Morris et al., 1999; Cortés Hinojosa, 2009).  

Tiempo después se realizaron investigaciones acerca de la actividad adyuvante de 

los componentes bacterianos y fue hasta 1974 que Lederer y colaboradores 

reportaron que Mycobacterium tuberculosis, presente en ACF, contiene 

muramildipéptido (MDP), compuesto considerado adyuvante por sí mismo (Stuart-

Harris, 1969; Greenberg y Fleming, 1947; Sierra y Tamargo, 2011; Batista-Duharte 

et al., 2014). 

En los 25 años posteriores varios adyuvantes se incluyeron en las vacunas 

autorizadas con licencia, los más comunes consistieron en emulsiones de aceite en 

agua capaces de inducir el desarrollo de robustas respuestas inmunes humorales y 

celulares, con el potencial para ayudar a prevenir enfermedades infecciosas de 

significancia global, incluso se llevaron a cabo estudios con fines militares 

conduciendo a la elaboración de adyuvantes a base de escualeno tales como el 

MF59, que recibió la licencia de autorización para ingresar en el mercado europeo 

en 1997 junto con los virosomas (vesículas diminutas de forma esférica con 

proteínas virales en la membrana de fosfolípidos) (Seubert y col., 2008). Más 

recientemente se han desarrollado diferentes mezclas de adyuvantes con el 

propósito de potenciar la respuesta inmunológica provocada por cada una de las 

sustancias utilizadas, algunas de esas formulaciones se denominaron sistemas 

adyuvantes (AS), tales como el AS04 (monofosforil lípido A (MPL) mezclado con 

sales de aluminio), que fue aprobado para su uso como adyuvante en 2005, el AS03 

(emulsión de aceite en agua con escualeno, vitamina E (DL-α-tocoferol) y 

polisorbato), recibió su licencia como adyuvante en 2008 por la FDA en los Estados 

Unidos, en la Figura 1 se muestra una línea del tiempo que agrupa a los diferentes 

adyuvantes de vacunas utilizados hasta el año 2010, seguidos de otros empleados 

más recientemente (O’Hagan et al., 2007). 
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Figura 1. Uso de adyuvantes en vacunas. 

 

Línea de tiempo que marca la aparición de los diferentes adyuvantes utilizados en vacunas 
empleadas en humanos, los adyuvantes usados para cada tipo de vacuna citada están 
interrelacionados de acuerdo al color correspondiente, las sales de aluminio fueron los 
únicos adyuvantes con licencia en las formulaciones de vacunas humanas hasta 1990, 
desde entonces varios adyuvantes nuevos han sido descubiertos y aprobados. 
 (Garçon et al., 2011).  
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También se propuso como alternativa el uso de adyuvantes poliméricos no 

biodegradables en organismos superiores, encontrando que presentan una elevada 

toxicidad y tienden a acumularse en los tejidos, entre ellos se encuentran la 

poliacrilamida y el polimetil metacrilato que están prohibidos actualmente, más 

adelante se utilizaron polímeros sintéticos como polialquilcianoacrilatos, poliésteres 

(copolímeros del ácido láctico y glicólico), así como moléculas naturales a base de 

proteínas como la albúmina, el colágeno y la gelatina; recientemente, se ha 

recurrido al empleo de moléculas de polisacáridos naturales entre ellos el ácido 

algínico, ácido hialurónico y el quitosán (Murillo et al., 2001). 

Varias sustancias naturales y derivados sintéticos con propiedades adyuvantes son 

utilizados en formulaciones de vacunas veterinarias y humanas, en la Tabla 1 se 

encuentra una relación entre las aplicaciones de los adyuvantes en vacunas para 

animales de laboratorio, animales para la alimentación, animales de compañía y en 

humanos, así como la relación eficiencia/seguridad para cada uno de estos grupos. 
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Tabla 1. Relación entre las aplicaciones de los adyuvantes y la relación 

eficiencia/seguridad en animales y humanos. 

Adyuvantes 

 

La eficiencia es más 

importante 

que la seguridad 

La seguridad es más 

importante que la 

eficiencia 

Animales de 

laboratorio 

Animales para la 

alimentación 

Animales de 

compañía 
Humanos 

FCA + - - - 

Emulsiones 

(aceite/agua) 
+ + (-) - 

Emulsiones 

(agua/aceite) 
+ + - - 

Materiales inertes + (+) (+) (-) 

Compuestos de 

aluminio 
+ + + + 

Liposomas + + (+) (-) 

saponinas + (+) (+) (-) 

DDA + (+) (+) (-) 

NBP + (+) (+) (-) 

 
Relación de diferentes adyuvantes y su uso en animales y humanos, se muestran los 
significados de las siglas y símbolos incluidos en la tabla, FCA (Adyuvante completo de 
Freund), DDA (Bromuro de dimetil dioctadecil amonio), NBP (Polímeros no iónicos en 
bloque). Leyenda +: aplicado de rutina en productos comerciales; (+): no aplicados, pero se 
considera aplicable en función de su seguridad; -: no aplicado y considerado no aplicable 
por problemas de seguridad; (-): no aplicado y considerado no aplicable, excepto para fines 
muy específicos (Morris et al., 1999). 

 

 

 

  



  

10 

  

Se han realizado investigaciones para evaluar las sustancias adyuvantes y su 

aplicación en seres humanos, valorando los posibles efectos reactogénicos, las 

posibilidades de desarrollar reacciones alérgicas y de inflamación crónica para 

delimitar el margen de seguridad en su administración, concluyéndose que solo 

algunos adyuvantes cuentan con licencia de uso en humanos. Algunos de los 

adyuvantes que fueron aprobados recibieron una licencia sanitaria a través de 

agencias regulatorias y son utilizados en una gran diversidad de vacunas como son 

las sales minerales de aluminio, MF59, MPL, AS03 y AS04 asi como los virosomas 

y las partículas tipo virus, caracterizados por presentar un perfil de seguridad bueno 

y una capacidad adyuvante adecuada para ser administrados con varios antígenos, 

algunas de sus principales características se describen a continuación (Cárdenas 

et al., 2016).  

a) Sales Minerales de Aluminio. Dentro de este grupo se encuentran el hidróxido 

y el fosfato de aluminio o hidroxifosfato también llamados Alum, que han sido 

utilizados como adyuvantes en vacunas desde hace casi 100 años, son 

considerados adyuvantes débiles por su baja inducción de anticuerpos y de 

inmunidad mediada por células. Originalmente se creyó que se depositaban en el 

sitio de administración ahora se sabe que no es así, desafortunadamente, estos 

compuestos inducen la producción de inmunoglobulina E (IgE) relacionada con 

reacciones alérgicas en seres humanos, a pesar de ello y considerando su bajo 

costo, su capacidad adyuvante y su seguridad, en la actualidad son uno de los 

adyuvantes aprobados para uso en vacunas humanas por la Food & Drug 

Administration (FDA) (Gupta, 1998; Relyveld et al., 1998; Ulanova et al., 2001; 

Levesque, 2005; Torrellas, 2012).  

b) MF 59. Este adyuvante es una nanoemulsión elaborada a partir de aceite 

biodegradable de escualeno estabilizada por dos surfactantes no iónicos el Span 85 

(trioleato de sorbitán 85) y el polisorbato 80, además utiliza una solución de citrato 

como fase amortiguadora. MF 59 es una sustancia biodegradable, biocompatible, 

segura y bien tolerada por niños recién nacidos, niños y adultos mayores; posee 



  

11 

  

una actividad adyuvante potente que estimula la respuesta de anticuerpos frente a 

una gama amplia de antígenos, requiriéndose una menor cantidad de dosis. 

Actualmente es utilizado en 30 países de todo el mundo en estudios de 

citomegalovirus, virus del herpes simple (HSV), Virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH), influenza estacional y H1N1, así como en vacunas contra la influenza 

H5N1 y H5N3 (O’Hagan et al., 2001; Podda, 2001; Stephenson et al., 2005; Schultze 

et al., 2008; Banzhoff et al., 2009; O’Hagan et al., 2013).  

c) MPL. Para obtener esta sustancia se realiza una hidrólisis y una purificación a 

partir de LPS (derivado de la bacteria Salmonella Minnesota RC-595), como primer 

producto de la reacción se genera el denominado lípido A, continuando con la 

hidrolisis en condiciones ácidas se produce el MPL, compuesto que presenta una 

actividad adyuvante semejante, pero con una menor toxicidad que el lípido A. 

(Baldridge et al., 2006; O´Hagan, 2007).  

d) Sistema adyuvante 03 (AS03). Este adyuvante se prepara con una emulsión de 

aceite en agua con escualeno, vitamina E (DL-α-tocoferol) y polisorbato. La vitamina 

E contribuye a mejorar la inmunidad mediada por células en personas ancianas, 

además disminuye la cantidad de antígeno requerido para inducir una respuesta y 

un alto nivel de inmunidad. Entre los efectos secundarios se encuentran las 

reacciones inflamatorias sostenidas, la aparición de granulomas y de úlceras en el 

lugar de inoculación, el AS03 es utilizado en Estados Unidos contra la influenza 

pandémica H5N1 (Didierlaurent et al., 2009; Georgiev, 2009; McKee et al., 2010; 

Garçon et al., 2011; Morel et al., 2011; Center for Diseases Control and 

Prevention.Vaccine Adjuvants., 2016). 

e) Sistema adyuvante 04 (AS04). Este sistema se ha elaborado con la combinación 

de dos adyuvantes, las sales de aluminio y el MPL, induciendo una respuesta 

inmunológica consistente en una alta producción de anticuerpos de larga duración, 

resultando en una acción conjunta de ambos adyuvantes que mejora la respuesta 

de la vacuna contra un antígeno dado. Se le considera un adyuvante seguro 

aprobado para su uso en humanos por la FDA en 2005 y por la Unión Europea en 
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2007, ha sido utilizado en la vacuna del virus de la hepatitis B y en la vacuna VPH 

(Didierlaurent et al., 2009; Israeli et al., 2009; De Carvalho et al., 2010; Nicholls y 

Madera, 2010; Brunner et al., 2010; Lawson et al., 2011; Romanowski et al., 2011; 

Lehtinen et al., 2012). 

f) Virosomas. Son vesículas diminutas de forma esférica que poseen una o varias 

proteínas virales incluidas en su membrana de fosfolípidos facilitando la fusión con 

las células del sistema inmune, con la finalidad de liberar antígenos específicos en 

sus sitios diana, los virosomas son degradados en el interior de las células después 

de la liberación de los antígenos (O’Hagan y Valiante, 2003; Singh et al., 2006; 

Khoshnejad et al., 2007). 

g) Partículas Tipo Virus. Las partículas VLP, son complejos proteicos multiméricos 

parecidos a la organización externa del virus nativo, pero no poseen genoma viral 

por lo que son inofensivas. Las VLP se utilizan con varios antígenos como dengue, 

VIH y hepatitis B, así como en las vacunas del papiloma humano y de la hepatitis B. 

(Paavonen et al., 2007; Roldão et al., 2010; Guillén et al., 2010). 

1.3.1. Clasificación de los adyuvantes 

Los adyuvantes han sido clasificados de diversas formas a través del tiempo 

considerando tres principales características, sus propiedades fisicoquímicas, sus 

mecanismos de acción y la fuente de los diferentes constituyentes que los integran. 

Cox y Coulter en 1992 realizaron una clasificación de acuerdo a sus propiedades 

fisicoquímicas en donde dividieron a los adyuvantes en particulados y no 

particulados, también en 1992 Edelman los clasificó de acuerdo a su mecanismo de 

acción dentro de tres grandes grupos denominados, inmunoestimulantes activos 

(agentes que aumentan la respuesta inmune específica contra el antígeno), 

proteínas portadoras (proteínas inmunogénicas que proporcionan ayuda de células 

T) y adyuvantes tipo vehículo (como las emulsiones oleosas y liposomas que sirven 

como matriz para el antígeno y la inmunoestimulación) (Edelman, 1992; Cox y 

Coulter, 1997; Sun et al., 2018).  
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Otra clasificación más amplia de acuerdo a Jennings y col., en 1998, dividió a los 

adyuvantes de la siguiente manera, a base de gel, agentes tensoactivos, productos 

bacterianos, productos basados en aceites y emulsiones, adyuvantes particulados, 

proteínas de fusión y lipopéptidos, además de los inmunomoduladores e 

inmunoestimulantes como las citocinas, considerando las propiedades 

fisicoquímicas de las sustancias (Jennings et al., 1998).  

Posteriormente, Singh y O´Hagan en 2002, elaboraron una clasificación en donde 

dividieron a los adyuvantes de acuerdo a su composición en sales minerales, 

adyuvantes inmunoestimulantes, partículas lipídicas y partículas adyuvantes, en la 

Tabla 2 se pueden observar las diferentes clases de adyuvantes con las 

agrupaciones correspondientes según estos autores (Singh y O’Hagan, 2002). 
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Tabla 2. Clasificación de adyuvantes y ejemplos. 

Clases de adyuvantes 

Sales minerales  

Fosfato de Aluminio* 

Fosfato de Calcio*  

Hidróxido de aluminio* 

Adyuvantes 

inmunoestimuladores 

Saponinas (QS21) 

DNA bacteriano (oligonucleótidos CpG)  

Lipopolisacáridos (LPS) 

Monofosforil lípido A (MLP) 

Citocinas (IL-2, IL-12, GM-CFS) 

Partículas lipídicas 

Liposomas 

Virosomas* 

ISCOMS 

Emulsiones (Adyuvante de Freund, SAF, 

MF59*) 

Cocleatos 

Partículas adyuvantes 

Partículas de Polaxámero 

Partículas semejantes a los virus 

Micropartículas 

Polilactida-co-glicósidos 

 
Se muestran cuatro clases de adyuvantes con diversos ejemplos de cada uno de 
ellos. A excepción de los Cocleatos todos estos adyuvantes han sido evaluados en 
ensayos clínicos, sin embargo, sólo los señalados * son continuamente incluidos 
en vacunas aprobadas para su uso en humanos (Singh y O’Hagan, 2002). 
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Schijns en 2006, ha documentado una clasificación funcional basada en el 

mecanismo de acción de los adyuvantes agrupándolos de la forma siguiente, 

a) Facilitadores de la señal 1 (presentación de antígenos): Son aquellos 

adyuvantes que se administran simultáneamente con el antígeno, se 

depositan, reclutando Células Presentadoras de Antígeno (CPA) en el lugar 

de la inmunización, y los antígenos se liberan de forma lenta y prolongada. 

b)  Facilitadores de la señal 2 (coestimulación): Este tipo de adyuvantes 

realizan una activación por medio de citocinas solubles o de moléculas 

coestimuladoras de membrana en las CPA, para mejorar la respuesta inmune 

específica.  

c) Facilitadores de la señal 3 (polarización a Th1/Th2): Los adyuvantes 

clasificados dentro de este grupo actúan sobre las células de la inmunidad 

innata que a su vez pueden activar a los linfocitos T cooperadores (Th0), de 

forma que se polariza la respuesta inmune hacia Th1, Th2, Th9, TfH, Th17, 

Th 22 y Treg (células T reguladoras), esto se ve presente en el perfil de 

citocinas y otros factores. Dicha polarización depende de diversas 

condiciones tales como la vía de inoculación, el tipo de antígeno y sobre todo 

el adyuvante empleado (Schijns, 2006; González y Santos, 2011; Batista-

Duharte et al., 2014).  

Otra clasificación realizada por la European Agency for Evaluation of Medicinal 

Products (EMEA), divide a los adyuvantes de acuerdo con su composición en Sales 

minerales, Emulsiones lipídicas, Derivados microbiológicos, Inmunomoduladores 

humanos endógenos y Vehículos inertes (Cortés Hinojosa, 2009).  

Una clasificación de adyuvantes propuesta por González y Santos en 2011, los 

agrupa en Sales minerales, Emulsiones aceite-agua, Sustancias tensoactivas y 

desestabilizantes de membrana, Adyuvantes particulados, Adyuvantes de origen 

microbiano, Adyuvantes sintéticos, Citoquinas como adyuvantes, Adyuvantes 

genéticos, Adyuvantes de origen natural y Adyuvantes combinados (González y 

Santos, 2011). 
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1.4.1. Generalidades 

El quitosán es un polisacárido natural que deriva de la quitina, sustancia que se 

encuentra en gran abundancia en la naturaleza, químicamente la quitina se 

denomina poli (β-1,4-N-acetilglucosamina). En la Figura 2 se muestran las 

estructuras químicas de la celulosa y la quitina destacando su similitud y el grupo 

funcional que caracteriza a cada una de ellas. Cuando la quitina se somete a una 

reacción de desacetilación (eliminación del grupo funcional acetilo) y se elimina al 

menos un 50 % de sus grupos acetilo se obtiene una sustancia denominada 

quitosán, si la desacetilación continúa es posible eliminar el 100 % de los grupos 

acetilo obteniéndose un polímero llamado quitano; en estudios de difracción de 

rayos x se han encuentrado numerosas formas polimórficas hidratadas de la 

molécula de quitosán (Jang et al., 2004). 

 

Figura 2. Estructuras químicas de quitina y celulosa 

 

 

 
Estructuras químicas donde se pueden observar los grupos funcionales de cada 
estructura, el grupo acetil de la quitina (a) y el grupo hidroxilo de la celulosa (b) (Berghoff, 
2011). 
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Se han identificado tres estructuras diferentes de quitina: α, β, y γ quitina; la α-quitina 

se obtiene a partir de caparazones de camarón y de cangrejo, ésta presenta una 

estructura cristalográfica, donde las cadenas principales están agrupadas de forma 

antiparalela, favoreciendo las fuerzas electrostáticas intermoleculares fuertes por 

puente de hidrógeno, es la forma de quitina más abundante y se encuentra en 

hongos, y paredes celulares de levaduras, krill, langosta, cáscara de camarón y 

cutícula de insectos. La β-quitina se obtiene a partir de plumas de calamar, de tubos 

sintetizados por gusanos, de algunas algas y protozoos, su estructura se encuentra 

organizada en arreglos paralelos propiciando fuerzas intermoleculares débiles, 

finalmente la γ quitina, se encuentra en hongos y está formada por dos cadenas 

paralelas alternando con una cadena antiparalela (Rinaudo, 2006; Velásquez, 

2008). 

Quitosán es un biopolímero lineal encontrado como constituyente de fósiles 

acuáticos como los trilobites que datan de la era paleozoica, considerando estas 

bases paleontológicas se le calcula una edad aproximada de 570 millones de años. 

Quitosán fue descubierto por Rouget en 1859 cuando obtuvo una sustancia a la que 

llamó quitina modificada, al someter al biopolímero a un tratamiento termoalcalino 

provocándole una desacetilación que le confirió propiedades particulares. En 1894 

Hoppe-Seyler lo nombró quitosán, pero fue hasta 1950 que se obtuvo la estructura 

química mostrada en la Figura 3. 

Este polímero se caracteriza por ser un sólido en forma de escamas, de color 

blanco-crema, hidrofílico, es soluble en soluciones ácidas diluidas (pKa 

aproximadamente 6.3 en ácidos fórmico, cítrico, láctico, acético), químicamente las 

unidades de glucosamina NH₂ se transforman en iones con carga positiva NH₃+, 

que le confieren a las moléculas de quitosán las propiedades de solubilidad 

(Miranda et al., 2003; Lárez Velázquez, 2006; Romero, 2011; Santos-López, 2013; 

Molina Zerpa et al., 2017; Mohamed et al., 2018; Dabaghian et al., 2018; Soares et 

al, 2018). 
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Figura 3. Estructura de quitosán 

Estructura química de quitosán que posee el grupo funcional NH₂ sustituto de los grupos 

acetilo de la quitina (Berghoff, 2011). 

La fuente de extracción tanto como la masa molecular y el grado de desacetilación 

de quitosán son factores decisivos en las propiedades fisicoquímicas de viscosidad, 

solubilidad y actividad biológica, que determinan sus características  funcionales, su 

calidad y el destino de aplicación del polímero (De La Paz et al., 2013). 

Frecuentemente este biopolímero posee un grado de desacetilación comprendido 

en un rango entre 60-98%, en su presentación comercial posee un grado de 

desacetilación GDA>85% y una masa molecular (MM) que fluctúa entre 100 y 1000 

kDa (Figura 4) (Muzzarelli, A., 1977; Nwe y Stevens, 2002; Harish Prashanth y 

Tharanathan, 2007; Kasaai, 2008; Rodríguez-Pedroso et al., 2009; Sonia y Sharma, 

2011; Costa et al., 2015; Molina Zerpa et al., 2017). 
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Figura 4. Reacción de desacetilación de quitina 

 

Reacción de desacetilación de la quitina tratada con métodos alcalinos para obtener 
quitosán (Berghoff, 2011). 

1.4.2. Aplicaciones de quitosán 

El quitosán presenta propiedades funcionales y fisicoquímicas que le permiten ser 

utilizado en diversas áreas, es una sustancia biodegradable, biocompatible y 

mucoadhesiva, es fitoestimulante, coagulante para tratamiento de aguas, 

antifúngica, bacteriostática, además es el único biopolímero con características 

policatiónicas (Suzuki et al., 1982; Nishimura et al., 1984; Goycoolea et al., 2004; 

Senel y McClure, 2004; Muzzarelli y Muzzarelli, 2005).  

Quitosán es un polímero hemostático (Klokkevold y col., 1999), capaz de adsorber 

moléculas orgánicas (Ikeda y col., 1993) y metales por sus propiedades quelantes, 

característica utilizada por Miranda-Castro en 2016 en la elaboración de esferas a 

base de quitosán para el tratamiento de aguas contaminadas, en donde fue posible 

eliminar hasta el 99.95 % de mercurio (Miranda Castro, 2016). Se ha calculado la 

dosis letal del 50% (LD50) de quitosán en ratones, determinando una cantidad 

mayor a 16 g/Kg de peso (Arai et al.,1968; Salas et al., 2008).  
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Este biopolímero es utilizado para formar materiales como películas 

semipermeables, fibras, geles o estructuras porosa (Rathke (SM), 1994) que 

pueden emplearse para la absorción de lípidos (Razdan & Pettersson, 1994),  

proteínas, pigmentos o materiales metálicos (Hallab et al., 1995; Kean T y Thanou 

M, 2009), para la formación de sistemas de liberación controlada de fármacos 

(Ruardy et al.,1997; Romero, 2011; Dabaghian et al., 2018), también se ha 

empleado como material de andamio para soporte de células y de huesos en 

animales, (en la inmoviliación de catalizadores o células, en la regeneración de 

quemaduras y úlceras obteniendo piel artificial a partir de quitosán) (Brandl 2007; 

Tsioptsias et al., 2009; Berghoff, 2011; Suárez et al., 2017; Parvez et al., 2012).  

Quitosán ha sido caracterizado como una sustancia hipotóxica e hipoalergénica, 

que esta presente en la industria alimenticia en productos como pan (Park et al., 

2002), huevo (Bhale et al., 2003; Stadelman, 1986), frutas y vegetales (Salvador y 

Miranda, 1999; El Ghaouth et al., 2019; Park et al., 2005), jugos (Roller S, 1999), 

carnes (Darmadji y Izumimoto, 1994; Sagoo et al., 2002; Jeon et al., 2002), leche 

(Ha y Lee, 2001), salchichas (Park et al., 1999), además es activador de varios 

mecanismos de resistencia sistémica adquirida que favorecen a la industria 

agrícola, en el recubrimiento de semillas (Guadalupe et al., 2013; Hirano y Nagao, 

1989; Photchanacha et al., 2006; Reddy et al., 1999) y es capaz de incrementar la 

vida de anaquel de productos frescos por sus propiedades de barrera al oxígeno, 

formando películas de recubrimientos comestibles para frutas y verduras así como 

para carnes (Fernandez-Saiz et al., 2010). Este polisacárido ha sido utilizado en la 

elaboración de alimentos como galletas de avena mezclada con quitosán para 

disminuir los niveles de colesterol (Gallaher et al., 2000; Maezaki et al., 1993), en la 

planta de frijol (Bourtoom, 2008; Díaz Castellanos, 2011) para desarrollar 

mecanismos de defensa contra plagas.  

El método más empleado para caracterizar a quitosán es el de Espectroscopia de 

Infrarrojo, (Brugnerotto et al., 2001). Su estructura lineal libre de ramificaciones y su 

elevado peso molecular, lo constituyen en una potente sustancia generadora de alta 
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viscosidad cuando se encuentra en un medio ácido (Romero, 2011; Santos-López, 

2013; Guadalupe et al., 2013; Salcedo Bellido, 2013; Miranda-Castro, 2016; 

Mohamed et al., 2018; Dabaghian et al., 2018). 

Quitosán forma parte de algunos sistemas liberadores de fertilizantes, fungicidas, 

bactericidas además es un promotor del crecimiento de plantas (Lárez Velásquez, 

2006), puede actuar como biocida, controlando la cantidad de nemátodos en el 

suelo, como bioinsecticida y biopesticida, por otra parte quitosán es utilizado en la 

cosmética y en la industria textil, así como en investigaciones científicas en 

farmacéutica, medicina, veterinaria e ingeniería ambiental (Anon, 1989; Lárez 

Velásquez, 2006; Muzzarelli, 2010; Lizárraga-Paulín et al., 2011; Santos-López, 

2013; Molina Zerpa et al., 2017). 

Las propiedades antimicrobianas tanto de la quitina como de quitosán se conocen 

desde la antigüedad, puesto que poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de 

un amplio espectro de patógenos (Helander et al.,  2001; Liu  et al., 2004; Ganan et 

al., 2009; Kong et al., 2008; Sudarshan et al., 1992; Liu et al., 2001) e inducir una 

resistencia sistémica a diversas infecciones (Lárez et al, 2019), asi mismo, estas 

sustancias impiden el crecimiento de hongos y virus fitopatógenos (Hernández-

Lauzardo et al., 2008; Roller y Covill, 1999; Kochkina y Chirkov, 2000), también se 

ha observado que presentan propiedades cicatrizantes, hemostáticas y curativas en 

lesiones, en heridas e incluso tienen actividad antitumoral (Qin et al., 2002; Maeda, 

2004; Tharanathan y Prashanth, 2005).  

Se considera a quitosán una promesa como adyuvante inmunológico en el campo 

de las vacunas, sin embargo, presenta el inconveniente de que a potenciales de 

hidrógeno (pHs) neutros o alcalinos puede cambiar su estructura y solubilidad, 

dificultando su absorción y compatibilidad en los tejidos subepiteliales (Lárez 

Velásquez, 2006; Rinaudo, 2006; Velásquez, 2008; Rodríguez-Pedroso et al., 2009; 

Dabaghian et al., 2018).  
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1.4.3. Bases inmunológicas de la acción de quitosán 

Quitosán es una poderosa herramienta de salud pública, puesto que posee la 

capacidad de estimular el sistema inmune provocando la creación de anticuerpos 

(inmunoglobulinas) (Dev et al., 2010; Soares et al., 2018). El polímero tiene la 

capacidad de mejorar la respuesta inmune celular y humoral, de manera que activa 

a los macrófagos y provoca la síntesis de citocinas, también estimula a las células 

dendríticas uniéndose a los receptores Toll Like (TLR 4), así como a los receptores 

de manosa; la molécula de quitosán activa a las células presentadoras de antígeno 

(APC), por la interacción iónica de su carga positiva con las membranas de las 

células cargadas negativamente (Velásquez, 2008; Mohamed et al., 2018).  

Considerando que quitosán forma parte de la pared celular de hongos y de 

parásitos, presenta la posibilidad de atraer a los receptores de la inmunidad innata, 

lo que explica su acción adyuvante y el hecho de que antígenos que son 

administrados o recubiertos con quitosán, sean capaces de provocar un aumento 

en los niveles de anticuerpos (Porporatto y Correa, 2007; Romero, 2011).  
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1.4.4. Mecanismos de acción de quitosán 

Uno de los grandes desafíos en Inmunología, es tener una propuesta confiable de 

nuevas vacunas que estimulen una respuesta inmune celular adecuada contra los 

microorganismos patógenos que causan problemas de salud, en este sentido es de 

trascendental importancia, optimizar las condiciones del adyuvante elegido para ser 

administrado con las vacunas, considerando que su efecto es determinante en la 

respuesta inmune, es relevante conocer cual es el mecanismo de acción de los 

adyuvantes. O´Hagan y Valiante, en 2003, propusieron dos mecanismos principales 

de acción que aquí se describen: (O’Hagan y Valiante, 2003; Moran et al., 2018). 

a) Sistemas de Liberación (SL): En este mecanismo el sistema de liberación 

aumenta la disponibilidad del antígeno por las células presentadoras, de forma que 

se retarda el reconocimiento antigénico, y se provoca una mayor respuesta inmune, 

algunos ejemplos de adyuvantes que actúan a través de este mecanismo son las 

sales insolubles de aluminio, las micropartículas, los virosomas, las emulsiones y 

partículas virus-Like. 

b) Inmunopotenciadores (IP): Los adyuvantes que actúan a través de este 

mecanismo, son aquellos que estimulan la activación de receptores celulares y la 

liberación de citocinas, dentro de este grupo se encuentran el Monofosforil lípido A 

(MPL) y sus derivados, quils, oligonucleótidos (CpG), Muramil dipéptido (MDP) y 

sus derivados. 

La naturaleza, modo de acción y capacidad reactogénica de los adyuvantes es 

ampliamente variada. En general, el modo de acción consiste en la liberación lenta 

del antígeno en el sitio de aplicación, el reclutamiento y activación de macrófagos y 

células dendríticas, la presentación del antígeno al sistema inmune y la producción 

de diferentes citocinas, modulando de esta manera la respuesta inmunológica. Se 

ha documentado que el consumo de quitosán por vía oral, colabora en la 

homeostasis intestinal e interviene en la intensidad de la respuesta inmune hacia un 

determinado antígeno, los macrófagos expresan quitinasas que lo degradan. Se 
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considera que las quitinasas de las células del GALT (Gut associated lymphoid 

tissue) podrían contribuir a dirigir condiciones hacia citocinas antiinflamatorias (Boot 

et al., 2001; Cortés Hinojosa, 2009).  

Se ha concluido en algunas investigaciones que la tolerancia de un polímero está 

íntimamente relacionada con el grado de desacetilación que posee, quitosán cuenta 

con una buena aceptación por parte del huésped (Moran et al., 2018). En estudios 

iniciales sobre el mecanismo de acción de quitosán se demostró que es capaz de 

activar macrófagos, así como de inducir la secreción de citocinas por las células 

natural killer (NK), estos efectos contribuyen al mecanismo de fagocitosis. Más 

recientemente, Carroll y colaboradores identificaron un mecanismo distinto de 

acción de quitosán que involucra al Interferón tipo 1(IFN), dependiente de la 

activación de las células dendríticas, obteniéndose una respuesta inmune celular 

influenciada por Th1. Este biopolímero induce un estrés mitocondrial, que provoca 

la generación de especies reactivas de oxígeno y la liberación de DNA (Nishimura 

et al., 1984; Shibata et al.,1997; Li et al., 2013; Carroll et al., 2016). 

Se señala que la proteína adaptadora de estimulador de genes de interferón 

(STING) es una sustancia clave para la producción de interferón de Tipo 1 a través 

del DNA citosólico; este mecanismo conlleva a la activación de la vía GMP-AMP 

sintasa cíclica (cGAS-STING), en respuesta al denominado DNA bicatenario 

(dsDNA), por el cual el cGAS se une a los ácidos nucleicos del huésped y esta unión 

provoca la generación de dinucleótidos cíclicos que se unen a STING en el retículo 

endoplásmico. STING se asocia con IKK o TBK-1 y se reubica en el área perinuclear 

del Golgi, conduciendo finalmente a la activación de los factores de transcripción 

NF-kB y IRF-3, respectivamente (Barber, 2015). Se ha documentado que quitosán 

activa la vía final, caracterizada porque no existe presencia de citocinas 

proinflamatorias y en su lugar se produce el interferón Tipo 1 (IFN) (Carroll et al., 

2016), esta nueva propuesta constituye un avance significativo en el conocimiento 

del mecanismo de acción de quitosán como adyuvante (Barber, 2015; Carroll et al., 

2016). 
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Por otra parte, ha sido demostrado que quitosán estimula la activación del 

inflamasoma NLRP3, que es un complejo de multi-proteina citosólica compuesto de 

NLRP3, la proteína adaptadora ASC y caspase-1. Para la activación del 

inflamasoma de NLRP3 se requiere de dos pasos, en uno de ellos se realiza el 

ensamble del complejo NLRP3, así como la regulación positiva de la expresión de 

pro-IL-1B y el segundo implica la división de pro-IL-1B por la caspasa-1 en su forma 

bioactiva. En lo que respecta al mecanismo por el cual los polímeros derivados de 

quitina interactúan con las células inmunes, en particular las células dendríticas, es 

de gran importancia comprender de que manera se promueve la inmunidad 

adaptativa. Se ha dado a conocer que la absorción de quitosán por las células 

depende de la fagocitosis, aún no se ha dilucidado si este proceso requiere de 

receptores específicos en la superficie celular; sin embargo, existen algunas 

proteínas que presentan afinidad por los oligosacáridos de quitosán y también por 

la quitina, algunas de ellas son, CLR RegIIIγ, la lectina galectina-3 y la proteína 

transmembrana tipo II FIBCD1. En estudios recientes se investiga cuál es el papel 

potencial de la Dectina 1 como facilitadora de la absorción de quitosán por las CD y 

como interviene en el reconocimiento de la quitina (Seetharaman et al., 1998; Cash 

et al., 2006; Li et al., 2008; DaSilva et al., 2009; Schlosser et al., 2009; Mora-Montes 

et al., 2011; Bueter et al., 2013; Bueter et al., 2014). 

1.4.5. Hidrogeles de quitosán  

En la búsqueda de mejorar las propiedades mecánicas de los polímeros naturales, 

se utilizan diversos procesos como la funcionalización, el entrecruzamiento químico 

y la copolimerización que dan origen a sustancias más funcionales como los 

hidrogeles. Los hidrogeles son polímeros de origen natural o sintético con 

estructuras entrecruzadas unidas covalentemente formando redes tridimensionales, 

en estado natural se les denomina xerogeles, estos compuestos son sólidos 

amorfos y en algunos casos semicristalinos, poseen la capacidad de mantenerse 

estables en una amplia diversidad de formas como micropartículas, nanopartículas, 
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recubrimientos y películas. Para que un material pueda clasificarse como hidrogel 

debe reunir algunas características como, equilibrio de hinchamiento, transición de 

fase y sensibilidad a las condiciones del medio que lo rodea, presentando una 

respuesta selectiva al pH, a la temperatura, a la luz ultravioleta, por lo que se les ha 

denominado hidrogeles inteligentes. Estas propiedades son aprovechadas en la 

liberación de péptidos y de válvulas para dispositivos de microfluidos; además, 

poseen la sorprendente capacidad de retener agua y otros fluidos hasta miles de 

veces su peso seco sin perder su forma original ni llegar a disolverse, al permanecer 

las uniones entre las cadenas poliméricas que los estructuran. Los hidrogeles 

integran en sus redes tridimensionales diversas sustancias entrecruzantes que se 

encuentran unidas a ellos de forma química o física (Beebe et al., 2000; Robinson 

y Peppas, 2002). 

Las uniones químicas se realizan a través de enlaces covalentes en las cadenas 

del polímero, son irreversibles con adecuadas propiedades mecánicas, pero tienen 

el inconveniente de que los agentes entrecruzantes (moléculas de bajo peso 

molecular) que se utilizan (aldehídos, cianatos, epoxi) son citotóxicos, un ejemplo 

son los hidrogeles denominados covalentes en donde se utilizan dialdehídos. 

Cuando las redes tridimensionales entre los hidrogeles y las sustancias 

entrecruzantes presentan uniones físicas los enlaces son reversibles y se derivan 

de interacciones moleculares como enlaces por puente de hidrógeno, y/o 

complejación iónica incluso por interacciones hidrófobas, de esta manera se 

producen hidrogeles con una menor resistencia sin utilizar sustancias tóxicas 

(Romero, 2011; Gómez-Mascaraque et al., 2014). 

Las sustancias que presentan grupos funcionales OH, COOH, CONH₂, NH₂ y  

HSO3, tienen la capacidad de absorber diversos fluidos y son utilizados 

ampliamente en medicina, cultivo de células, geles para electroforesis, membranas 

para hemodiálisis, lentes de contacto, implantes, sistemas terapéuticos 

biodegradables, sistemas de liberación controlada (Zaldívar et al., 1993). 
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En estos sistemas el proceso de absorción de fluidos varía de acuerdo con la 

temperatura, pH y las distintas concentraciones de los electrolitos presentes, el 

fenómeno continúa hasta que se alcanza el equilibrio de las fuerzas cohesivas 

intermoleculares y las fuerzas dispersivas, que se presentan en las cadenas del 

hidrogel (Sáenz et al., 2003; Hoffman, 2012; Ahmed, 2013). 

Quitosán es considerado un hidrogel inteligente, puesto que al variar el pH absorbe 

fluidos de forma selectiva, a través de los grupos funcionales amino en las cadenas 

que lo integran; este biopolímero regularmente presenta un entrecruzamiento 

covalente, pero también puede formar un entrecruzamiento iónico. Dentro de los 

entrecruzantes más utilizados están los dialdehídos, que ocasionan que la reacción 

se efectúe a través del grupo aldehído con los grupos amina de quitosán formando 

un enlace imina covalente (reacción de Schiff) (Wang et al., 2000; Berger et al., 

2004). 

En la reticulación de quitosán se han utilizado diferentes agentes como el 

glutaraldehído considerado bastante tóxico, otras sustancias propuestas para este 

fin son, butanodiol diglicidil éter, dimetacrilato de etilenglicol, genipina, β-

glicerofosfato o glicerofosfato disódico (Wang, 2011; Troyano, 2013). 

Para elaborar un hidrogel de este polímero, una vez que el gel de quitosán está 

preparado, se agrega el β-glicerofosfato y se disuelve para obtener una solución 

amortiguadora capaz de regular el pH, provocando que se inhiba la precipitación de 

quitosán a un pH fisiológico de 7.4 aproximadamente. (Chenite et al., 2001; 

Szymańska, 2014). 
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Hacia 1910 Ferry identificó a Bordetella bronchiseptica con el nombre de Bacillus 

bronchicanis, por su aislamiento a partir de tractos respiratorios de perros que 

padecían distemper canino, después se obtuvo también de cerdos de guinea, de 

monos y de humanos. Posteriormente, en el período comprendido 1912 y 1913, se 

le denominó Bacterium bronchiseptica, finalmente fue nombrada por Moreno-López 

quien clasificó al microorganismo dentro del género Bordetella, haciendo alusión a 

Jules Bordet, quien junto a Gengou lograron aislar la bacteria en 1906 (Goodnow, 

1980; Molina López et al., 2015; Muhammad et al., 2019).  

Bordetella sp. es un género integrado por bacterias patógenas aeróbicas estrictas, 

Gram negativas, las distintas especies del género Bordetella presentan diferencias 

en sus propiedades antigénicas, requerimientos de crecimiento y reactividad 

bioquímica, producen las enzimas citocromo oxidasa, lisina descarboxilasa, ureasa 

y catalasa, son no fermentativas, no producen sulfuro de hidrógeno ni indol y no 

licuan la gelatina, su temperatura óptima de crecimiento es entre 35 a 37 °C 

(Valladares-Carranza et al., 2011; Olivera, 2014; Muhammad et al., 2019).  

Actualmente se han descrito nueve especies del género Bordetella, siendo las 

siguientes: B. pertussis, B. parapertussis (en seres humanos), B. bronchiseptica, B. 

avium, B. holmessii, B. trematum, B. Petrii, B. ansorpii y B. hinzii; estos 

microorganismos poseen un tamaño aproximado de 0.2 um por 0.7 a 1 um, 

solamente tres de estas especies han sido documentadas como los principales 

agentes causales de enfermedades respiratorias B. pertussis, B. parapertussis y B. 

bronchiseptica, las dos primeras causan tosferina en humanos provocando 

infecciones graves en personas inmunocomprometidas y la tercera causa 

problemas de salud en mamíferos; en gatos, conejos, mapaches, ovejas, roedores, 

lobos, koalas, leopardos, zorrillos, zarigüeyas, caballos, osos, especialmente en 

perros, en cerdos e incluso en seres humanos inmunocomprometidos; la bacteria 

B. bronchiseptica provoca en los perros Traqueobronquitis Infecciosa Canina Aguda 

(TBIC), comúnmente llamada “tos de las perreras”, mientras que en cerdos causa  
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rinitis atrófica, desviación del cornete nasal y reducción del crecimiento (Valladares-

Carranza et al., 2011; Olivera, 2014; Muhammad et al., 2019).  

De forma regular la TBIC se ha diagnosticado en animales que padecen infecciones 

con adenovirus tipo-2, virus de la Parainfluenza canina o virus de Distemper canino, 

y puede estar asociada a otras bacterias como Pasteurella multocida, Escherichia 

coli, Klebsiella sp., Staphylococcus sp, Streptococcus canis, Streptococcus equi 

zooepidemicus y mycoplasma sp., complicando la enfermedad y poniendo en riesgo 

la vida de los animales o bien produciendo cuadros crónicos. (Bemis et al.,  1977; 

Mannering et al., 2009; Mochizuki et al., 2008; Roycroft et al., 2007; Ueland, 1990; 

Weese y Fulford, 2011; Nelson y Cuoto, 2014).  

Bordetella bronchiseptica es una bacteria patógena causal de enfermedades 

zoonóticas que se encuentra bastante difundida en la naturaleza y no tiene una 

presentación estacional en particular, ha sido localizada en lagos, pero puede 

aislarse a partir del tracto respiratorio de animales por exudado traqueal o nasal, la 

transmisión de animal a animal es por medio del contacto directo a través de 

secreciones de vías respiratorias. Este microorganismo presenta un crecimiento 

óptimo alrededor de 48 horas después de la siembra, en condiciones de aerobiosis 

a 37°C y un pH que fluctúa entre 7 y 7.2. Una forma de identificar y diferenciar a 

Bordetella bronchiseptica de otras especies de su mismo género, es la prueba 

bioquímica de reducción de nitratos a nitritos, además de otras pruebas 

características como la no fermentación de carbohidratos, la no producción de indol, 

ni de hidrógeno sulfurado (Goodnow, 1980; Woolfrey y Moody, 1991; Ner, 2003; 

Mattoo y Cherry, 2005; Molina López et al., 2015; Echeverri-Toro et al., 2015). 

Esta bacteria posee características pleomórficas y es posible observarla como un 

cocobacilo Gram (-), es aeróbica, presenta motilidad derivada de flagelos perítricos 

en forma de triple hélice con dirección a la izquierda, se desarrolla en agar Mac 

Conkey en forma de colonias pequeñas pardas con el centro de color violeta, este 

microorganismo requiere nicotinamida y aminoácidos para su crecimiento; se ha 

observado que aglutina los eritrocitos de varios mamíferos provocando una 
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hemólisis de tipo Beta, la capacidad de B. bronchiseptica para colonizar y 

establecerse en el tracto respiratorio superior como una infección depende de los 

factores de virulencia, tales como la síntesis de adhesinas y de pertactinas (PRN), 

además presenta 14 aglutinógenos (fimbrias), pilis y es capaz de producir toxinas, 

como la toxina dermonecrótica, citotoxina traqueal, hemolisina adenilato ciclasa. 

Todos estos factores alteran a la célula y pueden provocar su destrucción (Mattoo 

y Cherry, 2005; Valladares-Carranza et al., 2011; Molina López et al., 2015; 

Muhammad et al., 2019).  

La Taxonomía de Bordetella bronchiseptica se enlista enseguida 

Dominio: Bacteria 

Phylum: Proteobacteria 

Clase: Betaproteobacteria 

Orden: Burkholderiales 

Familia: Alcaligenacea 

Género: Bordetella 

Especie: Bronchiseptica (Vasanthakumari, 2007), (Molina González et al., 2014). 

Se han identificado en B. bronchiseptica tres antígenos principales, los 

lipopolisacáridos de superficie y un antígeno proteico purificado que posee actividad 

de adenil ciclasa, el microorganismo posee lipopolisacáridos A y X (LPS A y LPS 

X), denominados antígenos somáticos “O” de la bacteria que son capaces de activar 

el sistema del complemento por la vía alterna estimulando la liberación de citocinas, 

la síntesis de exotoxinas como la toxina pertussis (producida por Bordetella 

pertussis), la toxina adenil ciclasa/hemolisina, la toxina dermonecrótica que es 

termolábil y la citotoxina traqueal que destruye el tejido epitelial. (Montaraz Crespo, 

1987).  
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Es realmente poco conocida la epidemiología de la infección en la naturaleza 

ocasionada por Bordetella bronchiseptica (Duncan et al., 1966; Ngom et al., 2006), 

en un reporte conjunto de la OMS, la FAO y la OIE del año 2004 las infecciones 

provocadas por la bacteria fueron incluidas en la lista de las zoonosis de interés 

para la región de las Américas (WHO, 2014), al observarse un incremento de los 

reportes de seres humanos diagnosticados con la presencia del microorganismo 

(Rath et al., 2008).  

Bordetella bronchiseptica ha sido detectada en Estados Unidos, Inglaterra, Cánada, 

Noruega, Francia, Alemania y México (Meyer y Beamer, 1973), permaneciendo 

como un problema mundial importante, se considera que el 0.1% de los casos de 

tosferina en seres humanos han sido consecuencia de una infección por B. 

bronchiseptica, regularmente relacionada con un manejo inadecuado de los 

animales infectados sobre todo en el caso de médicos veterinarios, propietarios de 

mascotas o bien de las personas que están a cargo de animales de laboratorio o de 

granjas de animales (Burns et al., 2003; Pioline y Harvill, 2006; Zeligs et al., 1986). 

Diversas investigaciones de casos de infección por B. bronchiseptica han sido 

realizadas en Japón (Mochizuki et al., 2008), en Ginebra (Wernli et al., 2011), en 

España (Llombart et al., 2006), en Estados Unidos (Lo Re III V et al., 2001) en 

Ecuador (Rodríguez y Martinez, 2016), es de suma importancia mencionar que no 

existen trabajos realizados en México sobre B. bronchiseptica y la relación con TBIC 

(Molina, 2002), en general la información de esta bacteria en perros es escasa, 

existe un estudio en la Facultad de Estudios Superiores-Cuautitán de la Universidad 

Autónoma de México (UNAM), en donde se aislaron 11 cepas de Bordetella 

bronchiseptica de exudados nasales caninos en perros callejeros y de 

entrenamiento (Molina et al., 2006). 
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Los métodos de detección de anticuerpos están clasificados dentro de una rama de 

la inmunología denominada Serología dedicada al desarrollo de pruebas de 

laboratorio para la identificación de antígenos o de anticuerpos, existen pruebas 

macroscópicas antígeno-anticuerpo como las de precipitación que pueden ser en 

medio líquido o en agar y las de aglutinación que se dividen en pruebas rápidas en 

placa, pruebas en tubo y las pruebas de aglutinación indirecta. También hay otras 

pruebas dependientes de un sistema indicador de la reacción antígeno-anticuerpo 

como la prueba de fijación del complemento, las pruebas de inmunofluorescencia y 

las pruebas inmunoenzimáticas entre las que se encuentran ELISA, 

Inmunotransferencia o Western blot, Inmunoperoxidasa y la prueba de 

Radioinmunoensayo; además se realizan ensayos especiales para virus tales como 

el de la Inhibición de la hemoaglutinación y la Seroneutralización (Schmidt et al., 

2008; Molina González et al., 2014). A continuación se describen más 

detalladamente las pruebas de Aglutinación y de ELISA, que tienen como principio 

básico la interacción antígeno-anticuerpo, proceso reversible que se lleva a cabo 

entre enlaces no covalentes (Forbes et al., 2007; Wild, 2008) 

1.6.1. Prueba de Aglutinación 

La prueba de aglutinación es semicuantitativa, eficaz, fácil de usar, esta basada en 

el desarrollo de los complejos antígeno-anticuerpo en forma de partículas 

aglutinantes, debido a la interacción entre las partículas insolubles del antígeno 

(particulados) y sus anticuerpos específicos solubles en un medio acuoso que 

contiene electrolitos, de manera que la reacción se realiza en la superficie de 

eritrocitos, bacterias o látex con el antígeno expuesto a los sitios específicos de 

unión de los anticuerpos, se observa como resultado de la aglutinación la formación 

de un agregado visible, donde se denominan aglutininas a los anticuerpos que 

poseen carga positiva y aglutinógenos a los antígenos con carga negativa, este 
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método puede ser utilizado para la identificación de bacterias y de glóbulos rojos 

(Roitt, 1991; Calderón, 2007). 

La microaglutinación (MAT) es la prueba diagnóstica de referencia para la 

Organización Mundial de la Salud, se emplea para estudios epidemiológicos por ser 

una prueba serovar específica, es decir, que puede precisar las serovariedades que 

están circulando en poblaciones humanas y animales, dato indispensable cuando 

se plantea establecer las bases para las medidas de control de la enfermedad 

(Agudelo Florez & Restrepo Isaza, 2007). 

Las pruebas de aglutinación pueden ser cualitativas y cuantitativas, en las de tipo 

cualitativo se mezcla sobre un portaobjetos una gota de la muestra a analizar con 

una gota del reactivo de la prueba, el resultado obtenido dependerá de la existencia 

o no de aglutinación (Rodas, 2013). Las pruebas semicuantitativas consisten en la 

realización de diluciones seriadas de la muestra problema en una placa adecuada, 

buscando encontrar la dilución en la que no se produzca aglutinación al añadir el 

reactivo de la prueba, de esta forma se determina el título de anticuerpos que será 

directamente proporcional al nivel de anticuerpos presentes en la muestra sérica 

(Rodas, 2013; Alhabbab, 2018).  

La reacción de aglutinación depende de varios factores, como el estado físico de 

los antígenos, de la concentración de electrolitos, de la avidez de los distintos 

isotipos de anticuerpos, de la localización de los determinantes antigénicos asi como 

de las condiciones de reacción (el pH, la temperatura y la concentración de 

antígenos y de anticuerpos). La aglutinación es una técnica, sensitiva, fácil, rápida 

y se clasifica en aglutinación directa o indirecta (Nichols y Nakamura, 1984; Mak y 

Saunders, 2006; Coico, R. y Sunshine, 2015). 

La aglutinación directa o activa se realiza entre la reacción de los anticuerpos 

específicos del paciente en el suero y la superficie de los patógenos que conlleva a 

la formación de una aglutinación visible, definida como un resultado positivo o uno 

negativo en su ausencia. En la aglutinación indirecta o pasiva los antígenos o 
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anticuerpos se recubren de alguna partícula como bentonita (arcilla de cerámica), 

látex (polímero de poliestireno), colodión o carbón activado, para detectar la 

presencia de anticuerpos específicos o de antígenos de interés en el suero del 

paciente, se emplean antígenos solubles que se unen a partículas aglutinantes para 

detectar anticuerpos que se agregan al complejo y así obtener un resultado positivo, 

o bien un resultado negativo cuando dicho complejo no se forma (Coico y Sunshine, 

2015). Las pruebas de aglutinación se utilizan para el diagnóstico inmunológico de 

enfermedades infecciosas tales como salmonelosis, brucelosis, rickettsiosis y en el 

control epidemiológico de infecciones para determinar títulos de anticuerpos en 

sueros con Brucella (brucelosis), Francisella (tularemia) y Bordetella (Nichols y 

Nakamura, 1984). 

1.6.2. Ensayo Inmunoabsorbente Unido a una Enzima (ELISA) 

Otra de las técnicas más utilizadas para la determinación de anticuerpos es ELISA,  

una prueba inmunoabsorbente de unión a una enzima, basada en la reacción 

antígeno-anticuerpo, en donde se unen el antígeno o el anticuerpo a un soporte en 

fase sólida, además se requiere marcarlos con una enzima para obtener un 

conjugado con actividad tanto inmunológica como enzimática (Engvall y Perlmann, 

1971; Grange et al., 2014). Dentro de sus aplicaciones se encuentran la 

cuantificación de algunos metabolitos (medicamentos y hormonas), el diagnóstico 

de infecciones por microorganismos o la confirmación de los anticuerpos contra los 

antígenos. En general todas las pruebas ELISA pueden ser tanto cualitativas 

cuando se detecta la presencia del analito o cuantitativas al detectar en un 

espectrofotómetro la densidad óptica de los complejos coloridos y colocarla en una 

gráfica para determinar una concentración desconocida específica de anticuerpos 

o de antígenos. Existen cuatro tipos de ensayos ELISA; ELISA directo, ELISA 

indirecto, ELISA sándwich y ELISA competitivo (Grange et al., 2014; Alhabbab, 

2018). 
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a) ELISA directa. La prueba de ELISA directa requiere de la inmovilización de los 

antígenos del paciente en una microplaca y anticuerpos específicos a dichos 

antígenos, además de anticuerpos complementarios que se encuentran 

conjugados a una enzima la cual se une a su sustrato, una vez que se han unido 

el sustrato correspondiente se convierte a un producto detectable. Una de las 

alternativas usadas más ampliamente es el método enzimático en donde se 

emplea el producto de una reacción colorida por la unión de una enzima para 

cuantificar los anticuerpos, se utilizan enzimas marcadoras como la fosfatasa 

alcalina o la peroxidasa de rábano, responsables de acelerar las reacciones de 

color para la detección de compuestos (Roitt, 1991; Montes Barqueros, 2018). 

b) ELISA indirecta. En este tipo de prueba se requiere la inmovilización del 

antígeno en la superficie de la pared de la microplaca al igual que en la prueba 

de ELISA directa, esta técnica presenta la ventaja de ser versátil y a diferencia 

de ELISA directa en la indirecta se usan dos tipos de anticuerpos en lugar de 

uno solo, primero se ocupan anticuerpos primarios que son específicos y 

complementarios de los que se han adherido a la pared de la microplaca, 

después se adicionan anticuerpos que son específicos a la región de la fracción 

cristalizable (Fc) de los anticuerpos primarios, y son conjugados a una enzima 

que puede unirse a su sustrato obteniéndose productos detectables, lo que le 

imparte mayor sensibildad, entre sus desventajas se encuentran que puede 

ocurrir una actividad cruzada con el anticuerpo secundario. (Grange et al., 2014). 

c) ELISA sandwich. Este método utiliza anticuerpos específicos, denominados 

anticuerpos de captura o complementarios, el procedimiento consiste en que los 

antígenos de interés son adsorbidos en la pared de la microplaca, esta prueba 

elimina los inconvenientes de las pruebas de ELISA directa e indirecta, donde 

algunas proteínas podrían ser absorbidas en la pared de la microplaca. En el 

ensayo ELISA sandwich los antígenos se unen a los anticuerpos primarios, luego 

a los anticuerpos secundarios que se encuentran conjugados con una enzima 

(enzima conjugada que es específica a el antígeno del paciente, se une al 

antígeno y captura los anticuerpos, posteriormente, la enzima conjugada se une 
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a los anticuerpos secundarios y reacciona con el sustrato adicionado para 

producir productos detectables. Al utilizar dos anticuerpos específicos en esta 

prueba, se aumenta la sensibilidad y el costo comparada con la prueba ELISA 

directa e indirecta (Alhabbab, 2018). 

d) ELISA competitiva. El método se basa en una competencia entre dos antígenos 

distintos para unirse a los sitios de los anticuerpos disponibles que son limitados. 

Se inicia con el antígeno del suero a utilizar, después se añade un segundo 

antígeno que usualmente es similar al antígeno anterior adicionado con biotina 

o con una enzima, de forma que los antígenos compiten por los sitios de unión 

a los anticuerpos, el número de antígenos en la muestra es inversamente 

proporcional a los niveles de las señales obtenidas. Los antígenos que están 

biotinilados y unidos a streptavidina, se etiquetan por medio de algunos métodos 

(Bhandari et al., 2011; Grange et al., 2014). Para la determinación se utilizan 

diferentes productos que son detectables tales como cambios en el color, 

inducción de quimioluminiscencia o fluorescencia. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Las vacunas formuladas a base de subunidades de microorganismos que contienen 

antígenos purificados o recombinantes son muy seguras para ser administradas a 

infantes, ancianos y personas inmunocomprometidas, pero presentan el 

inconveniente de tener una baja inmunogenicidad en comparación con las 

formulaciones de vacunas elaboradas a partir de microorganismos completos, ante 

esta situación surge la necesidad de buscar adyuvantes que logren potenciar la 

respuesta inmune de los organismos vacunados, con la finalidad de mantener un 

control estricto sobre las enfermedades que aquejan a los seres vivos, además de 

disminuir la cantidad de antígeno administrado y el número de dosis de las vacunas, 

con la consecuente disminución de costos (Schijns., 2000; Franco et al., 2004; 

Moran et al., 2018).  

Los adyuvantes completo e incompleto de Freund son referentes muy potentes para 

estimular el sistema inmunológico, sin embargo tienen el inconveniente de ser 

altamente reactogénicos, de baja compatibilidad y de difícil degradación, 

características que los hacen inviables para su administración en seres vivos, esta 

realidad contribuye a la necesidad de proponer alternativas de adyuvantes, 

resultando de gran interés que reúnan características de inocuidad, 

biodegradabilidad y liberación prolongada, garantizando la inducción de una fuerte 

respuesta inmune (Cortés Hinojosa, 2009; Mejía-Martínez et al., 2010; Batista-

Duharte A. y Lindblad E., 2011). 

Con base en lo mencionado anteriormente y considerando la posibilidad de hacer 

un uso más amplio del termogel de quitosán como una alternativa en el área 

veterinaria, en el presente estudio se planteó la siguiente interrogante ¿El uso de 

un termogel a base de quitosán presenta una mayor capacidad como adyuvante en 

comparación con el adyuvante de Freund en el desarrollo de una respuesta humoral 

contra B. bronchiseptica? con este fin se implementó un modelo murino para evaluar 

el efecto adyuvante del termogel a base de quitosán en comparación con el 

adyuvante de Freund, mezclados con dos preparaciones (suspensión bacteriana o 
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extracto proteico) de B. bronchiseptica, evaluando los niveles de anticuerpos en las 

muestras séricas. 
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3. HIPÓTESIS 

La administración del antígeno (suspensión o extracto proteico de Bordetella 

bronchiseptica) en combinación con un termogel a base de quitosán como 

adyuvante, en comparación con el adyuvante de Freund (completo e incompleto), 

tiene una mejor acción reguladora de liberación lenta provocando una respuesta 

inmune humoral efectiva en ratones. 
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4. OBJETIVOS 

Determinar la función del termogel a base de quitosán como adyuvante en el 

desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral contra Bordetella bronchiseptica y 

su comparación con el adyuvante de Freund (completo e incompleto), empleando 

un modelo murino. 

4.2.1. Elaborar un termogel de quitosán, mediante el tratamiento del biopolímero 

con una solución amortiguadora ácida (ácido acético y acetato de sodio) a 

bajas temperaturas, para utilizarlo como adyuvante. 

4.2.2. Obtener una suspensión bacteriana y una preparación de extracto proteico 

de Bordetella bronchiseptica para su aplicación como inmunógenos en 

ratones. 

4.2.3. Comparar la actividad como adyuvante del termogel de quitosán y el de 

Freund (completo e incompleto), en ratones inmunizados con Bordetella 

bronchiseptica, evaluando la respuesta humoral desarrollada mediante la 

técnica de aglutinación en microplaca y el ensayo inmunoabsorbente unido a 

una enzima (ELISA). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los animales utilizados pertenecían a la cepa CD1, en este estudio se requirieron 

89 ratones adultos sexo femenino que fueron adquiridos y mantenidos en la Unidad 

de Aislamiento y Bioterio de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria (UIM) de 

la FES-Cuautitlán Campo 4, UNAM, los animales permanecieron a una temperatura 

de alojamiento de 21°C, con 16 cambios de aire, a una humedad relativa de 60% y 

una iluminación de 12 x 12 a 280 luxes. Los ratones se distribuyeron en un total de 

nueve grupos, formados por diez animales cada uno, a excepción de un grupo que 

fue de nueve animales. Los diferentes tratamientos se asignaron por grupo, es decir, 

los grupos 1, 2 y 3 fueron inoculados con suspensión bacteriana, extracto proteico 

y solución salina fisiológica (SSF), respectivamente, empleando para estos grupos 

el adyuvante de Freund; completo en el tiempo 0 e incompleto en el tiempo 28. Por 

otra parte, se utilizó el termogel de quitosán como adyuvante para los siguientes 

tres grupos 4, 5 y 6, inoculados con suspensión bacteriana, extracto proteico y SSF, 

respectivamente, mientras que los grupos 7, 8 y 9 se inocularon con los mismos 

inmunógenos, pero sin adyuvante. La distribución de los animales y la descripción 

del tratamiento para cada uno de los grupos se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Grupos de ratones cepa CD1 inmunizados con Bordetella bronchiseptica, 
número de animales por grupo, adyuvante empleado y tipo de inmunógeno. 

 

Grupo 
No. de 
ratones 

Tratamientos 

1 10 Adyuvante de Freund + Suspensión bacteriana 

2 10 Adyuvante de Freund + Extracto proteico 

3 10 Adyuvante de Freund + Solución salina  

4 10 Termogel de quitosán + Suspensión bacteriana 

5 10 Termogel de quitosán + Extracto proteico 

6 10 Termogel de quitosán + Solución salina  

7 10 Solución salina + Suspensión bacteriana 

8 10 Solución salina + Extracto proteico 

9 09 Solución salina + Solución salina  

 
Cada grupo consistió de diez animales, a excepción del grupo nueve. Los dos adyuvantes 
comparados fueron Adyuvante de Freund completo e incompleto y Quitosan, 
administrados con suspensión bacteriana o extracto proteico; incluyéndose los grupos 
controles, tanto de los adyuvantes como de los inmunógenos y diluyente (SSF). 
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Para la inmunización de los ratones se trabajaron dos adyuvantes diferentes, fueron 

el Adyuvante de Freund y el termogel a base de quitosán.  

5.2.1. Adyuvante de Freund 

Se empleó el adyuvante completo de Freund (SIGMA, Núm. Cat. F5881) en el día 

0, para inmunizar a los ratones del grupo 1 (tratados con adyuvante completo de 

Freund y suspensión de B. bronchiseptica) y a los animales del grupo 2 (tratados 

con adyuvante completo de Freund y con extracto proteico de B. bronchiseptica). 

En el día 28, se utilizó el adyuvante Incompleto de Freund en lugar del adyuvante 

completo de Freund para inmunizar a los ratones de los mismos grupos 1 y 2 

(grupo1, tratados con adyuvante incompleto de Freund y suspensión de B. 

bronchiseptica y grupo 2, tratados con adyuvante incompleto de Freund y extracto 

proteico de B. bronchiseptica) (SIGMA, Núm. Cat. F5506).   

5.2.2. Elaboración del termogel de quitosán 

El quitosán fue proporcionado por la Dra. Patricia Miranda Castro, del laboratorio 4 

de Biotecnología de la FES-Cuautitlán, se obtuvo a partir de la extracción de quitina 

de exoesqueletos de camarón, en donde las condiciones de extracción, así como la 

forma de desacetilación del biopolímero han sido documentadas previamente por 

Miranda-Castro en 2011. El quitosán se disolvió en las soluciones preparadas por 

separado (Solución A: Ácido acético 0.2 M y solución B: Acetato de sodio 0.2 M), se 

mezclaron simultáneamente con el quitosán hasta alcanzar una concentración al  

2 %. Se tomaron 5 ml de la solución (previamente enfriada) de quitosán al 2 %, y se 

les agregó 0.5 g de β-glicerolfosfato de sodio para disolver suavemente, se obtuvo 

una mezcla de 85 % de desacetilación, que se mantuvo fría hasta su uso (Chenite 

et al., 2001). 
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5.3.1. Cepa de Bordetella bronchiseptica  

La cepa LBF, de origen porcino, de la bacteria B. bronchiseptica fue donada para la 

presente investigación por la Dra. Graciela Molina del laboratorio de Microbiología 

de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Se realizó la identificación 

de B. bronchiseptica, para ello se sembró en una placa de Petri en Agar MacConkey, 

se incubó (37°C durante 48 horas), posteriormente se observó la morfología colonial 

y microscópica, así como los resultados de las pruebas bioquímicas efectuadas a la 

bacteria. Inicialmente se le realizó una tinción Gram al microorganismo, luego se 

llevó a cabo la prueba de motilidad y se le efectuaron algunas pruebas como 

oxidasa, catalasa, ureasa, nitratos, indol, citrato y fermentación de hidratos de 

carbono para caracterizar a Bordetella bronchiseptica.  

5.3.2. Suspensión bacteriana inactivada con formaldehído al 0.3 % 

Para la preparación de la suspensión bacteriana se sembró la cepa de B. 

bronchiseptica a lo largo de toda la placa de agar en Mac Conkey en forma masiva 

y se incubó a 37°C por 48 horas. Posteriormente se cosechó el crecimiento 

bacteriano con SSF estéril, se realizaron dos lavados, se centrifugó a 3000 rpm 

durante 15 minutos, el paquete bacteriano obtenido se resuspendió en 

aproximadamente 15 ml de SSF estéril, este paso se repitió una vez más. Se ajustó 

la suspensión bacteriana a una Densidad Óptica (DO) de 1 a una longitud de onda 

de 650 nm utilizando un espectrofotómetro Opsys MR “Spectronic 20 D” que 

equivale a una concentración de 1x 1012 UFC/ml (Chong Melchor, 1994; Jiménez, 

2015), por último, se adicionó formaldehído a una concentración final de 0.3 %. 
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5.3.3. Obtención del extracto proteico de Bordetella bronchiseptica 

5.3.3.1. Preparación de la suspensión bacteriana 

Se sembró la cepa de B. bronchiséptica a lo largo de toda la placa de agar Mac 

Conkey en forma masiva y se incubó a 37°C por 48 horas, posteriormente el 

paquete bacteriano se cosechó utilizando 10 ml de SSF estéril por cada placa 

sembrada. Se realizaron dos lavados centrifugando a 3000 rpm durante 15 min, el 

paquete bacteriano obtenido de 30 placas se resuspendió en 25 ml de SSF estéril. 

5.3.3.2. Lisado de las bacterias por congelación y sonicación 

Los 25 ml de suspensión bacteriana obtenida en el punto 5.3.3.1 se sometieron a 

tres ciclos de congelación-descongelación, para después realizar tres ciclos de 

sonicación (90 Hertz durante 5 min), posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm 

durante 15 min. El sobrenadante se concentró mediante precipitación en frío con 5 

volúmenes de acetona durante 15 min y se centrifugó a 4000 rpm durante 15 min, 

el precipitado se resuspendió en 3 ml de SSF. Finalmente se determinó la 

concentración de proteínas obtenidas. 

5.3.3.3. Determinación de la concentración de proteína del extracto bacteriano 

La determinación de la concentración de proteínas en la preparación del extracto 

bacteriano de B. bronchiseptica se realizó empleando el Micro BCA Protein Assay 

Kit (23235, Thermo Scientific). Siguiendo las instrucciones del proveedor, 

inicialmente se llevó a cabo la reconstitución y preparación de una serie de 

diluciones dobles de albúmina sérica bovina (BSA), que se empleó como proteína 

estándar de referencia; por lo tanto, se trabajó con ocho diferentes concentraciones 

de BSA iniciando con 80 ug/ml hasta 0.62 ug/ml, así mismo, se realizaron varias 

diluciones (partiendo de la dilución 1:4) de la muestra de extracto proteico; en el 

ensayo se elaboraron triplicados de cada concentración de BSA y de cada dilución 
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de la muestra a evaluar. Brevemente, en una microplaca de poliestireno con fondo 

plano se agregaron de forma independiente 150 ul/pozo de cada una de las 

diferentes diluciones de BSA o de la muestra problema, después de agitar se 

adicionaron 50 ul de la Solución Mezcla preparada a partir de los reactivos A (25 

partes), B (24 partes) y C (1 parte), la microplaca se agitó por un minuto y luego se 

incubó a 37°C durante 120 min. Posteriormente se realizó la lectura en el elisómetro 

(espectrofotómetro Opsys MR), empleando un Test Filter 450 nm, sin Ref. filter and 

W/L mode Single para medir la DO a una longitud de onda de 570 nm. Se utilizaron 

los resultados de DO obtenidos en cada dilución de la BSA para elaborar la curva 

estándar y poder interpolar los valores de DO correspondientes a la muestra, para 

finalmente determinar la concentración de proteína en la misma.  

5.3.3.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 

Para definir el patrón de proteínas del extracto proteico de B. bronchiseptica se 

analizaron diferentes concentraciones de la muestra, como proteína control se 

utilizó la BSA y se incluyeron los marcadores de peso molecular (PM). Se empleó 

un sistema de geles discontinuos de acuerdo con el procedimiento de Laemmli 

(1970), trabajando con un gel de separación al 10 %, un gel de concentración 

ajustado al 4 % y la solución amortiguadora de corrida pH 8.3 (Tris 0.025 M, glicina 

0.192 M-SDS al 0.1 %). Se utilizó la solución de trabajo al 40 % Acrilamida/Bis 

Solution, 29:1 (BIO-RAD, Cat. Num. 161-0146). Las cantidades necesarias de las 

soluciones amortiguadoras y de los reactivos requeridos se mezclaron y se vertieron 

rápidamente al molde de la cámara de electroforesis para preparar el gel de 

separación (Laemmli, 1970). 

5.3.3.4.1. Preparación y corrimiento de las muestras 

Se colocó el volumen necesario de la muestra que contuviera la concentración de 

proteína de 5 ó 10 ug/ml en viales de plástico de 0.5 ml debidamente etiquetados, 

agregando el mismo volumen de solución digestora (Tris base 0.5 M pH 6.8, SDS, 

glicerol, 2 mercaptoetanol, azul de bromofenol), después se mezclaron y se 
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mantuvieron en ebullición en baño María durante 3 min. Posteriormente se 

colocaron los volúmenes preparados de cada muestra en los carriles del gel de 

concentración, junto con las muestras problema se corrieron en carriles adyacentes 

marcadores de peso molecular (fosforilasa b, 94 Kd; Albúmina sérica bovina, 67 Kd; 

Ovoalbúmina, 43 Kd; Anhidrasa carbónica, 30 Kd; inhibidor de tripsina de soya, 20.1 

Kd y Alfalactoalbúmina, 14.4 Kd), como referencia. La electroforesis se corrió a 70 

volts, para el gel concentrador y posteriormente de 80 a 100 volts en el gel de 

separación, hasta que el frente del colorante llegó al final del gel de separación.  

5.3.3.4.2. Tinción de geles de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio con azul 

de Coomassie R250 (A.C.) 

Una vez concluido el procedimiento de separación por electroforesis de las 

diferentes proteínas presentes en el extracto proteico de B. bronchiseptica, se 

desensamblaron los moldes del gel cuidadosamente, se cortó y separó el gel 

concentrador del gel separador y se colocó este último en la solución de tinción de 

azul de Coomassie R-250 (A.C.) durante 12 horas. Transcurrido el tiempo se 

transfirió cuidadosamente a la solución desteñidora I y se mantuvo en agitación; 

posteriormente, bajo las mismas condiciones se utilizó la solución desteñidora II, se 

realizaron los cambios necesarios de ambas soluciones desteñidoras hasta que el 

exceso de colorante en el gel se eliminó y las bandas de proteínas se distinguieron 

perfectamente. 

5.3.3.4.3. Curva patrón de la movilidad relativa de proteínas 

Para determinar los valores de peso molecular de las proteínas presentes en la 

muestra de extracto proteico de B. Bronchiseptica, previamente se elaboró una 

curva patrón que mostró la relación entre el logaritmo de los pesos moleculares de 

las proteínas estándares (eje de las Y) y los coeficientes de movilidad relativa (Rf) 

correspondientes a cada banda de las proteínas estándares (eje de las X). La recta 

se ajustó mediante el tratamiento matemático de mínimos cuadrados y a través de 

una regresión lineal, el valor de Rf obtenido para cada una de las bandas presentes 
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en la muestra se interpoló en la gráfica y se determinaron los valores de los pesos 

moleculares de las proteínas presentes en el extracto proteico. 

Los valores de Rf, tanto de las proteínas estándares como de la muestra, fueron 

determinados midiendo la distancia recorrida por cada proteína en el gel de 

poliacrilamida y utilizando la fórmula siguiente: 

 

Rf = Distancia recorrida por la proteína (banda) 
   Distancia total recorrida por la muestra 
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5.4.1. Protocolo de inmunización 

Se realizaron tres inmunizaciones por la vía intraperitoneal (IP), con las 

especificaciones requeridas para cada uno de los grupos de ratones mencionados 

anteriormente en la Tabla 3. Antes de iniciar la primera inmunización se tomaron 

las muestras sanguíneas basales de la vena caudal de los animales. La dosis de 

antígeno (suspensión bacteriana con una densidad óptica de 1, equivalente a una 

concentración de 1x1012 UFC/ml)(Chong Melchor, 1994; Jiménez, 2015) y de los 

adyuvantes correspondientes (Freund completo o incompleto, quitosán o solución 

salina) que se inocularon en los grupos 1, 4 y 7 fue de 100 ul por cada ratón y la 

dosis tanto del inmunógeno utilizado (extracto proteico que posee una 

concentración de proteína de 342 ug/ml) como del adyuvante correspondiente a los 

grupos 2, 5 y 8 fue de 125 ul por cada animal correspondiente a 42.75 ug de proteína 

del extracto proteico, la administración de las respectivas dosis se realizó en cada 

una de las inmunizaciones. 

La primera aplicación de cada uno de los inmunógenos (suspensión bacteriana o 

extracto proteico) o SSF, con o sin el adyuvante correspondiente se llevó a cabo en 

el día cero, en esta primera inmunización se utilizó el adyuvante completo de Freund 

para los grupos que lo requirieron. La segunda inmunización de los ratones se llevó 

a cabo cuatro semanas después (día 28), en este caso se empleó el adyuvante 

incompleto de Freund en los grupos mencionados anteriormente; diez días después 

(día 38) se realizó la toma de muestra sanguínea de la vena caudal de todos los 

animales. La tercera inmunización de los ratones se efectuó el día 97 del 

experimento, para ello se administraron los inmunógenos sin adyuvante a los 

diferentes grupos, suspensión bacteriana, extracto proteico y sin inmunógeno. 

Finalmente, en el día 105 del experimento se procedió al sacrificio de los animales 

y se realizó la última toma de muestra sanguínea por punción cardíaca.  
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5.4.2. Sangrado de los animales y colección de muestras sanguíneas 

Para llevar a cabo la toma de muestra sanguínea de la vena caudal, se colocó a 

cada ratón en un cepo y se le dio un masaje desde la base de la cola a la punta de 

la misma, para estimular una adecuada irrigación sanguínea; después con un bisturí 

se realizó una pequeña incisión en la punta de la cola del ratón, la cual se colocó 

dentro del tubo receptor y se esperó hasta obtener el volumen deseado (100 a 200 

ul por animal de cada grupo), los tubos se rotularon de forma individual con la fecha 

de colección de la muestra, número de grupo, número de animal y número de toma 

sanguínea. Cada una de las muestras (gotas) de sangre se colectaron en un vial de 

0.5 ml, posteriormente se incubaron a 37°C durante 30 min, para favorecer la 

formación del coagulo, seguidas de una incubación a 4°C durante toda la noche, 

para después centrifugarlas a 4000 rpm durante 12 min a continuación, se separó 

el suero del coágulo cada una de las muestras de suero se colectó en otro vial 

etiquetado de la misma forma, finalmente se conservaron en congelación a una 

temperatura de -20°C hasta su uso. La toma de la muestra sanguínea de la vena 

caudal se realizó en dos ocasiones para la obtención de los sueros 

correspondientes a los días 0 (basal) y 38 del experimento. 

Con respecto a la toma de sangre por punción cardiaca cada uno de los animales 

se introdujo dentro de una cámara con cloroformo para anestesiarlo, luego se realizó 

el corte con bisturí en la parte media abdominal del cuerpo del ratón, en seguida se 

puncionó directamente el corazón con una aguja apropiada para obtener la sangre 

correspondiente al día 105 del experimento, después se separó el suero del coágulo 

y se conservó en congelación. 

Las técnicas serológicas que se emplearon en este trabajo fueron la prueba de 

aglutinación en microplaca y la prueba de inmunoensayo ELISA, las cuales se 
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tuvieron que estandarizar para llevar a cabo la detección de anticuerpos contra 

Bordetella. bronchiseptica.  

5.5.1. Estandarización de la técnica de aglutinación en microplaca 

Se estandarizó el ensayo de aglutinación en microplaca para evaluar los niveles de 

anticuerpos específicos contra B. bronchiseptica presentes en las muestras séricas 

murinas. Dicha estandarización se efectuó de acuerdo a la descripción siguiente:  

a) Se prepararon 12 diluciones dobles de un suero positivo y uno negativo iniciando 

con la dilución 1:20, considerando un volumen final de 50 ul por pozo de una 

microplaca de 96 pozos con fondo redondo (NUNC-Immnuno Plate MaxiSorp, Núm. 

Cat. 439454). Como control negativo del sistema se incluyó la SSF. 

b) Posteriormente se añadieron de forma independiente 50 ul/pozo de cada una de 

las tres diluciones trabajadas (1:1, 1:2 o 1:4) de la suspensión de B. bronchiseptica 

(cepa LBF) inactivada con formaldehído al 0.3 %, DO = 1 a una longitud de onda de 

650 nm (suspensión original), la microplaca se incubó a temperatura ambiente (37°C 

durante 48 horas) y después de ese tiempo se realizó la lectura. Para la obtención 

de los resultados se consideró una prueba positiva cuando se presentó una clara 

aglutinación (malla) y negativa, cuando se observó la formación de un botón o 

paquete 

5.5.2. Estandarización de la técnica de ELISA 

Para la realización de esta prueba se utilizó una microplaca de poliestireno de 96 

pozos (Nunc-Immnuno Plate MaxiSorp Núm. Cat. 439454), se efectuó la fijación de 

los antígenos, dispensando en forma independiente y por duplicado 100 ul/pozo de 

cada una de las cuatro diferentes concentraciones del extracto bacteriano de B. 

bronchiseptica (1, 5, 10 y 20 ug/ml); para la preparación de la solución de antígeno 

a cada concentración se empleó la solución amortiguadora de bicarbonato ácido de 
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sodio y carbonato de sodio anhidro, pH 9.6, esta misma solución sin antígeno se 

incluyó como blanco del sistema. 

Después se incubó la microplaca durante 2 horas a 37°C, seguida de una 

incubación a 4°C durante toda la noche, posteriormente se realizó una serie de tres 

lavados con PBS-Tween 20 al 0.05 % (PBS-T); para el bloqueo de los sitios libres 

de antígenos remanentes en las paredes de la microplaca, se adicionaron 300 

ul/pozo de solución bloqueadora BSA-PVA-PVP y se incubaron por tres horas a 

37°C y durante toda la noche a 4°C. 

Una vez retirada la placa del refrigerador se lavó tres veces con PBS-T y se 

dispensaron por duplicado 100 ul/pozo de las muestras de los sueros murinos 

(positivo o negativo, disponibles en el laboratorio de trabajo) diluidos 1:100; se 

empleó como diluyente la solución pre-bloqueadora PBS-BSA, esta misma solución 

se utilizó en los pozos correspondientes al blanco del sistema, la microplaca se 

incubó a 37°C durante un período de 60 min y se dejó durante 60 min en 

refrigeración a 4°C. 

Transcurrido este tiempo, se lavó 5 veces con PBS-T, para detectar los anticuerpos 

unidos se agregaron 100 ul/pozo del conjugado peroxidado anti-IgG de ratón, 

producido en cabra (Bio-Rad No. Cat. 172-1011), utilizando seis diluciones (1:100, 

1:200, 1:250, 1:400, 1:500, 1:800) preparadas con solución pre-bloqueadora, se 

incubó a 37°C por 60 min. Posteriormente se lavó cuatro veces con PBS-T y un 

último lavado con PBS, después se realizó el revelado de la microplaca empleando 

200 ul/pozo de orto-fenilendiamina [O-Phenylenediamine (OPD) Dihydrochloride] 

(Sigma Immuno Chemicals, P-6662), se mezcló e incubó por 45 min, la reacción se 

detuvo con 50 ul de ácido sulfúrico 3 M. Finalmente, la microplaca se leyó en un 

elisómetro a 490 nm, empleando un Test Filter 450 nm, sin Ref. filter and W/L mode 

Single. 
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Para llevar a cabo la evaluación de los niveles de anticuerpos contra B. 

bronchiseptica en las muestras séricas de los ratones se utilizaron dos técnicas 

serológicas, el ensayo de aglutinación en microplaca y la técnica de inmunoensayo 

ELISA, previamente estandarizadas. Se establecieron tres tiempos de sangrado de 

los animales, los cuales se realizaron en los días 0, 38 y 105 después de la primera 

inmunización de los ratones. 

5.6.1. Ensayo de aglutinación en microplaca para la determinación del título 

de anticuerpos 

Se realizó la titulación de las muestras séricas murinas correspondientes a los días 

0, 38 y 105 por medio de la prueba de aglutinación en microplaca, para ello se 

prepararon seis diluciones dobles (iniciando con la dilución 1:20) de cada uno de los 

sueros, empleando la SSF como diluyente y considerando un volumen final de 50 

ul/pozo. Para el control negativo del sistema se adicionaron 50 ul del diluyente, 

después se añadió un volumen de 50 ul/pozo de la suspensión original de B. 

bronchiseptica a una dilución 1:4, se agitó la microplaca y se incubó a 37°C durante 

48 horas, por último, se registraron los resultados, considerando una prueba positiva 

la formación de una malla de aglutinación y negativa la formación de un botón del 

paquete bacteriano. El título de la muestra sérica se reportó como el recíproco de la 

máxima dilución donde se observó una reacción de aglutinación positiva. 

5.6.2. Determinación de los niveles de anticuerpos en sueros murinos 

mediante la técnica de ELISA 

Inicialmente se realizó la estandarización de la prueba de ELISA, determinando la 

concentración óptima de antígeno y la dilución de trabajo del conjugado peroxidado 

anti-IgG de ratón producido en cabra (Bio-Rad No. cat. 172-1011). Se emplearon 
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cuatro diferentes concentraciones del extracto proteico de B. bronchiseptica y seis 

diluciones del conjugado (1:100, 1:200, 1:250, 1:400, 1:500, 1:800). 

Posteriormente se llevó a cabo la determinación del título de anticuerpos presentes 

en las muestras séricas murinas correspondientes a los días 0 y 105, empleando la 

técnica de ELISA. Brevemente, se inició con la fijación del antígeno a una 

concentración óptima (5 ug/ml del extracto proteico de B. bronchiseptica) y se 

incubó la microplaca durante dos horas a 37°C, seguida de una incubación a 4°C 

durante toda la noche. Se realizaron una serie de tres lavados con PBS-Tween 20 

al 0.05 % (PBS-T), luego se adicionaron 300 ul/pozo de solución bloqueadora BSA-

PVA-PVP y se incubó la microplaca a 37°C por tres horas y a 4°C durante toda la 

noche. 

Por otra parte, se prepararon diez diluciones dobles por duplicado de cada una de 

las muestras séricas murinas iniciando con 1:2000, empleando como diluyente la 

solución pre-bloqueadora PBS-BSA. Posterior al bloqueo la microplaca se retiró del 

refrigerador y se lavó 3 veces con PBS-T, se secó muy bien y se dispensaron por 

duplicado 100 ul/pozo de cada una de las diluciones correspondientes, se incubó la 

microplaca a 37°C durante un periodo de 60 min y 60 min a 4°C. 

Después de la incubación se procedió a lavar la microplaca 5 veces con PBS-T, 

luego se agregaron 100 ul/pozo del conjugado peroxidado anti-IgG de ratón 

empleando la dilución óptima de trabajo (1:500), preparada en solución pre-

bloqueadora, la microplaca se incubó durante 60 min a 37ºC. Posteriormente se 

lavó cuatro veces con PBS-T y una vez con PBS, el revelado se realizó empleando 

200 ul/pozo de OPD (Sigma Immuno Chemicals, P-6662) y la microplaca se incubó 

durante 45min, la reacción se detuvo con 50 ul/pozo de ácido sulfúrico 3 M. 

Finalmente, la microplaca se leyó en un elisómetro a una longitud de onda de 490 

nm empleando un Test Filter 450 nm, sin Ref. filter and W/L mode Single. 
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Para realizar el diseño del experimento se procedió a determinar el tamaño de la 

muestra de animales requeridos, para ello se empleó el software de cómputo 

estadístico “R” (R coreTeam, 2019) (versión 3.5.3.) y la función “pwr. anova.test” del 

paquete “pwr” (Champely, 2018)( v 1.2-2), obteniéndose como resultado un número 

de 10 animales por cada uno de los nueve grupos establecidos, lo que suma un total 

de 90 ratones (Mus musculus). Sin embargo, por la disponibilidad de animales se 

ajustó la cantidad de ratones (cepa CD1) a 89 disponiendo los grupos como se 

mencionó anteriormente (Tabla 3). 

Para la prueba de aglutinación en microplaca se llevó a cabo el análisis estadístico 

de los resultados tomando en consideración cuatro factores: el tipo de adyuvante, 

el tipo de antígeno, el tiempo y el ratón de que se trate. El diseño experimental fue 

en parcela dividida, en este caso el factor ratón funcionó como parcela.  

El análisis estadístico de los resultados de la prueba de aglutinación se realizó 

utilizando el paquete R (R core Team, 2019) (v.3.5.3.) y la plataforma Rstudio (R 

core Team, 2019). A su vez se utilizaron los paquetes de R: ‘nlme’ (Pinheiro et al., 

2018) ‘emmeans’ (Rusell Lenth, 2019) y ‘ggplot2’; (H., 2016). El paquete nlme (linear 

and no linear mixed effects models) se utilizó en el ajuste del modelo de efectos 

mixtos, ya que el experimento tiene tres factores de efectos fijos (Adyuvante, 

antígeno y tiempo) y un factor de efectos aleatorios (ratón). El paquete ‘emmeans’ 

se empleó para estimación de medias. Los paquetes ‘ggplot2’ (Wickham, 2016; 

Pinheiro et al., 2018; Rusell Lenth, 2018, 2019) de R y el programa informático 

GraphPad Prism versión 7.0 para Windows, (GraphPad Software, San Diego 

California USA), http://www.graphpad.com se utilizaron para la elaboración de las 

gráficas. 

El análisis de resultados de la prueba de ELISA, se inició con la determinación del 

punto de corte, para obtener los valores del título de anticuerpos contra B. 

bronchiseptica en los sueros murinos; dicho punto de corte se estableció como el 

http://www.graphpad.com/
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promedio más dos desviaciones estándar, de las DO de los sueros obtenidos en la 

dilución 1:500 del tiempo 0 preinoculación. 

Para calcular el título de cada ratón, los datos se ajustaron a la ecuación log-

logística de 3 parámetros: 

𝑦 =
𝑑

1+exp(𝑏𝑙𝑜𝑔𝑥−𝑒)
. Donde 𝑦 =DO  

𝑥 =log(dil-1/100) 

𝑑, 𝑏 y 𝑒, son los parámetros a estimar que representan el valor máximo de DO, la 

pendiente y el punto de inflexión de la curva, respectivamente.  

El ajuste se hizo con el paquete de R “drc”, con este paquete se calculó el título por 

interpolación del punto de corte en la curva ajustada. El paquete “drc” realiza el 

ajuste de modelos a los datos de curvas dosis respuesta y entre otras funciones 

realiza la estimación de las dosis a determinados valores de la respuesta (Ritz et 

al., 2015). 

Una vez obtenido el título correspondiente a los anticuerpos presentes en el suero 

de cada ratón, se realizó el análisis de un modelo lineal de dos factores: tipo de 

adyuvante, (Freund, quitosán o solución salina); y el tipo de antígeno (extracto o 

suspensión bacteriana), en un diseño completamente aleatorio. La comparación 

múltiple se hizo con el paquete de R “emmeans” mediante la prueba de Tukey con 

“valores p” ajustados.  
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6. RESULTADOS 

Para la identificación de B. bronchiseptica, se inoculó la bacteria en agar Mac 

Conkey con un tiempo de incubación de 48 horas a 37 °C, la morfología de las 

colonias obtenidas en los cultivos de la cepa LBF fueron lisas, circulares, brillantes, 

convexas, con bordes regulares. Al efectuar la tinción de Gram y observar al 

microscopio se apreciaron cocobacilos Gram (-), la prueba de movilidad del 

microorganismo fue positiva y los resultados obtenidos en las pruebas bioquímicas 

para la identificación de la bacteria fueron positivos a las pruebas de oxidasa, 

ureasa, catalasa, citrato y reducción del nitrato y fueron negativas a la hidrólisis de 

la gelatina, producción de ácido a partir de azúcares y a la prueba de indol, los 

resultados se reportan en la Tabla 4, donde se aprecia que los datos obtenidos en 

el laboratorio de trabajo coinciden con los reportados en la literatura (Cowan y 

Steel´s, 1993). 

Una vez identificada la bacteria B. bronchiseptica se realizó la obtención y cosecha 

de las colonias empleando SSF, se recuperó una suspensión violeta de consistencia 

espesa y viscosa. La lisis de esta suspensión bacteriana se logró mediante varios 

tratamientos de congelación-descongelación y sonicación. Posteriormente, a la 

concentración y precipitación de proteínas con acetona, se obtuvo un volumen de 

aproximadamente 25 ml del extracto proteico, del cual se realizaron alícuotas y se 

procedió a su conservación a 4°C. 
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Tabla 4. Pruebas bioquímicas realizadas a Bordetella bronchiseptica cepa LBF. 

Pruebas Bioquímicas 
B. 

bronchiseptica 
referencia 

B. 
bronchiseptica 
en pruebas de 

laboratorio LBF 

Tinción Gram - - 

Morfología cocobacilo cocobacilo 

Oxidasa + + 

Catalasa + + 

Reducción de nitrato + + 

Citrato Christensen + + 

Ureasa + + 

Motilidad + + 

Producción de gelatinasa e 
Indol 

- - 

Producción de H₂S a partir 

de TSI 
- - 

Fermentación de 
carbohidratos 

- - 
 

 
Características morfológicas y resultados de pruebas bioquímicas comparados con los 
datos reportados en la bibliografía (Cowan y Steel´s, 1993). 
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6.2.1. Determinación de la concentración de proteínas del extracto proteico 

bacteriano 

La determinación de la concentración de proteínas del extracto proteico se realizó 

empleando el método Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23235). Los 

valores promedio de las lecturas de Densidad Optica que se obtuvieron en el 

elisómetro a una longitud de onda de 570 nm, correspondientes a la curva patrón 

de proteínas empleando ocho diferentes concentraciones de BSA se reportan en la 

Tabla 5; en la Figura 5 se grafican los valores obtenidos. 

Los promedios de los valores de DO correspondientes a las diluciones realizadas a 

la muestra del extracto proteico bacteriano, se interpolaron en la curva patrón para 

determinar la concentración de proteínas; en la Tabla 6 se observan los resultados 

únicamente para las cinco primeras diluciones trabajadas y considerando la 

interpolación de los valores de DO en la parte media de la curva se decidió utilizar 

la dilución 1:8 para determinar la concentración de proteínas en la muestra del 

extracto proteico, la cual resultó ser de 342 ug/ml; el volumen total del extracto 

proteico de B. bronchiseptica se distribuyó en alícuotas de 1.5 ml por vial y se 

conservó en congelación (-20°C) hasta su uso. 
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Tabla 5. Concentraciones de albúmina sérica bovina y valores promedio de densidad 
óptica (DO) correspondientes a la curva estándar de proteínas. 

 
 

ESTÁNDAR 
CONCENTRACIÓN 

ug/ml 
VALOR PROMEDIO 

DE DO 

A 80 3.38 ±0.03 

B 40 2.66 ±0.08 

C 20 1.59 ±0.09 

D 10 0.95 ±0.01 

E 5 0.52 ±0.01 

F 2.5 0.32 ±0.03 

G 1.25 0.19 ±0 .01 

H 0.625 0.16 ±0.01 

BLANCO 0 0.14 ±0.01 

 
Concentración en ug/ml de ocho diluciones preparadas a partir de la proteína de BSA y 
sus valores de DO ± DS obtenidos a una longitud de onda de 570 nm, datos utilizados 
para la elaboración de la curva estándar requerida para determinación de la 
concentración de proteínas presentes en el extracto proteico de Bordetella 
bronchiseptica. 
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Figura 5. Curva estándar para la determinación de la concentración de proteínas 

 

 

Valores graficados de la concentración en ug/ml de ocho diluciones de la proteína BSA y 
de la Densidad Optica obtenida en un elisómetro a 570 nm; la elaboración de la curva 
estándar fue requerida para la determinación de la concentración del extracto proteico de 
Bordetella bronchiseptica. 
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Tabla 6. Determinación de la concentración de proteínas en el extracto proteico de 
Bordetella bronchiseptica.  

 
 

VALOR 
PROMEDIO  

DO 

CONCENTRACIÓN 
(ug/ml) 

FACTOR DE 
DILUCIÓN 

CONCENTRACIÓN 
FINAL (ug/ml) 

1:4 3.22 66.52 4 266.08 

1:8 2.19 42.75 8 341.98 

1:16 1.22 20.22 16 323.59 

1:32 0.65 7.14 32 228.42 

1:64 0.36 0.32 64 20.30 
 

 

Valores de DO de las cinco primeras diluciones efectuadas al extracto proteico de 
Bodetella bronchiseptica y la concentración de proteínas en ug/ml, determinada para 
cada una de ellas al interpolar dichos valores de DO en la curva estándar, considerando 
el factor de dilución empleado se obtuvo la concentración final (ug/ml) de las proteínas 
presentes en el extracto bacteriano.  

 

  



  

63 

  

6.2.2. Electroforesis de los extractos bacterianos 

Por medio de la técnica de electroforesis utilizando un gel de poliacrilamida-SDS, 

se determinaron los pesos moleculares de las proteínas presentes en el extracto 

proteico de B. bronchiseptica cepa LBF, que se utilizó en las cantidades de 10 ug y 

5 ug. En el lado izquierdo de la Figura 6 se indican los valores de los pesos 

moleculares de las seis bandas visualizadas, que corresponden a las proteínas 

contenidas en el estándar de los marcadores de peso molecular (PM); 

posteriormente se observan las 15 bandas de las proteínas presentes en el extracto 

proteico de B. bronchiseptica (a una cantidad de 10 ug y 5 ug), finalmente se 

muestra el corrimiento de la proteína de referencia (BSA, con un peso molecular de 

67 kDa) la cantidad empleada fue de 10 ug. 

Además, se determinaron los valores del coeficiente de movilidad relativa (Rf) para 

cada una de las bandas proteicas presentes en el estándar de pesos moleculares, 

extracto proteico de B. bronchiseptica y la proteína de referencia. En la Tabla 7 se 

reportan los valores correspondientes a los Rfs de las proteínas del marcador de 

pesos moleculares, así como sus pesos moleculares y los valores del logaritmo de 

cada uno de ellos, estos datos se muestran graficados en la curva patrón de PM 

(Figura 7).  

los Rf de las proteínas de extracto bacteriano calculados se interpolaron en la curva 

patrón; elaborada con los logaritmos de los pesos moleculares de las proteínas 

estándar y sus respectivos valores de Rf, para posteriormente determinar los 

valores de los pesos moleculares de las proteínas identificadas en el extracto 

proteico bacteriano que se encontraron entre 5.64 y 99 kDa. 

En la Tabla 8 se enlistan los Rf de las bandas obtenidas en el gel poliacrilamida-

SDS y los PM de las proteínas presentes en el extracto proteico de B. bronchiseptica 

cepa LBF a una cantidad de 10 ug.  
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Figura 6. Patrón electroforético del extracto proteico de Bordetella bronchiseptica. 

 

 

 
Se presentan las bandas obtenidas en un gel de poliacrilamida-SDS correspondientes al 
patrón de marcadores de peso molecular, las 15 bandas del extracto proteico de Bordetella 
bronchiseptica con una concentración de 10 ug y de 5 ug de extracto, así como la banda de 
albúmina sérica bovina de 67 kDa utilizada como proteína de referencia adicionada a una 
concentración de 10 ug. 
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Tabla 7. Proteínas contenidas en el estándar de pesos moleculares. 

 

Proteína patrón en el estándar de 
pesos moleculares 

PM 
(kDa) 

Log PM Rf 

Fosforilasa b 94 4.97 0.18 

Albúmina sérica bovina 67 4.83 0.30 

Ovoalbúmina 43 4.63 0.44 

Anhidrasa carbónica 30 4.48 0.63 

Inhibidor de tripsina de soya 20.1 4.30 0.86 

Alfa-lactoalbúmina 14.4 4.16 0.98 

 
Se indican las seis proteínas con sus valores de peso molecular, logaritmos de éstos y 
de los correspondientes valores de coeficiente de movilidad relativa (Rf), obtenidos con 
la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS; dichos valores se emplearon 
para la elaboración de la curva patrón de pesos moleculares.  
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Figura 6. Curva patrón de proteínas elaborada con los estándares de peso molecular 
empleados en la técnica de electroforesis de geles de poliacrilamida-SDS. 

 

 
Los valores de los logaritmos del PM de las proteínas de referencia y de los Rf de las 
mismas, fueron utilizados para la elaboración de la curva patrón donde se interpolaron 
los valores de movilidad relativa, calculados para determinar los valores de peso 
molecular (kDa), correspondientes a las bandas de proteínas presentes en el extracto 
proteico de Bordetella bronchiseptica. 
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BANDA Rf Log PM PM kDa 

1 0.11 5.00 99 

2 0.23 4.89 76 

3 0.28 4.84 71.83 

4 0.34 4.78 65.52 

5 0.41 4.72 59.42 

6 0.42 4.70 57.99 

7 0.48 4.64 52.61 

8 0.53 4.60 48.31 

9 0.59 4.54 42.57 

10 0.62 4.51 39.70 

11 0.64 4.49 37.73 

12 0.75 4.38 27.51 

13 0.85 4.28 17.65 

14 0.92 4.21 11.38 

15 0.98 4.15 5.64 

 

 

 

Tabla 8. Pesos moleculares de las proteínas presentes en el extracto proteico de 
Bordetella bronchiseptica cepa LBF obtenidas en el corrimiento electroforético del 
gel de poliacrilamida-SDS.  

 
Valores de los Rf, de los logaritmos de PM, y de PM, correspondientes a las 15 bandas 
visualizadas en el extracto proteico de Bordetella bronchiseptica utilizado en una cantidad 
de 10 ug. 
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Se realizaron tres inmunizaciones los días 0, 28 y 97, y las muestras sanguíneas 

murinas se tomaron el día 0 (basal), día 38 y día 105, de acuerdo a lo descrito 

anteriormente en la metodología. El volumen de suero obtenido de cada animal 

fluctuó en un rango entre 50 ul a 100 ul a partir de un volumen de sangre entre 100 

ul a 200 ul, respectivamente. 

Para la determinación de los niveles de anticuerpos en el suero de los ratones se 

realizaron las técnicas serológicas de prueba de aglutinación en microplaca y la 

prueba de inmunoensayo ELISA, las cuales fueron previamente estandarizadas 

para llevar a cabo la detección de anticuerpos contra B. bronchiseptica presentes 

en las muestras séricas de ratones durante el día 0 (basales), día 38 y día 105. 

6.4.1. Estandarización de la técnica de aglutinación en microplaca 

Se trabajaron por duplicado una serie de doce diluciones dobles iniciando con la 

dilución 1:20 de dos sueros murinos, uno que resultó positivo y otro negativo a la 

presencia de anticuerpos contra B. bronchiseptica. Como antígeno se utilizaron tres 

diluciones (1:1, 1.2, 1:4), de una suspensión de B. bronchiseptica ajustada a una 

DO=1. El análisis de los resultados mostró que la dilución 1:4 fue la más adecuada 

para la determinación de los niveles de anticuerpos, permitiendo observar una clara 

aglutinación con los sueros positivos mostrada por duplicado en la Figura 8, donde 

se aprecian las dos primeras diluciones (1:20 y 1:40) realizadas a los sueros, 

contenidas en los cuatro pozos superiores mostrados en los paneles, A: 

corresponde a la suspensión bacteriana concentrada 1:1, B: a la suspensión 

bacteriana diluida 1:2 y C: suspensión bacteriana diluida 1:4; también es posible 

observar por duplicado la ausencia de una reacción de aglutinación empleando las 
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dos primeras diluciones del suero negativo, correspondiendo a los cuatro pozos 

inferiores de cada panel (A, B y C).  

 

Figura 7. Prueba de aglutinación en microplaca empleando la suspensión de 
Bordetella bronchiseptica 

 

                        

 

        A                 B      C 

Se realizó la prueba de aglutinación en microplaca llevando a cabo una serie de 12 
diluciones dobles por duplicado iniciando con la de 1:20 de dos sueros murinos (uno 
positivo y otro negativo), y con tres diferentes diluciones de la suspensión bacteriana 
ajustada a una DO =1. En la ilustración se observan una reacción positiva y una negativa 
obtenidas empleando las dos primeras diluciones de los sueros y tres diferentes 
diluciones de la suspensión bacteriana, los cuatro pozos superiores de cada panel 
corresponden al suero positivo y los cuatro pozos inferiores al suero negativo. Panel A: 
suspensión concentrada (1:1), Panel B: diluida (1:2) y Panel C: diluida (1:4).  
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6.4.2. Estandarización del Ensayo ELISA 

Se analizaron cuatro diferentes concentraciones del extracto proteico de Bordetella 

bronchiseptica (1, 5, 10 y 20 ug/ml) y cada una de ellas se probó con seis diluciones 

del conjugado peroxidado anti-IgG de ratón producido en cabra (1:100, 1:200, 1:250, 

1:400, 1:500, 1:800), utilizando un suero murino positivo y uno negativo, diluidos 

1:100; incluyéndose controles negativos. 

Los resultados se presentan en la Figura 9, se puede apreciar que los valores de 

DO para las condiciones de trabajo sin antígeno o con antígeno, incubados sin 

suero, pero con el resto de los reactivos, resultaron ser relativamente bajos, donde 

el control (barra azul) presentó valores de DO en un rango de 0.19 a 0.15, valores 

similares se obtuvieron para el control con antígeno sin suero (barra roja). Mientras 

que el suero positivo (barras rosas), con las cuatro concentraciones del extracto 

proteico utilizadas, presentó valores de DO elevados, que se mantuvieron en las 

primeras cuatro diluciones (1:100, 1:200, 1:250, 1:400) del conjugado; así mismo, 

los valores de DO obtenidos con el suero negativo (barras lilas), fueron 

relativamente bajos, a partir de la dilución 1:250 del conjugado con las cuatro 

concentraciones (1, 5, 10 y 20 ug/ml) del antígeno analizadas. Por lo tanto, las 

condiciones óptimas de trabajo que se determinaron fueron concentración de 5 

g/ml del extracto proteico de B. bronchiseptica y una dilución de 1:500 del 

conjugado peroxidado anti-IgG de ratón.  
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Figura 8. Estandarización de la técnica de ELISA para la determinación de los niveles de anticuerpos contra Bordetella 
bronchiseptica.  

 

  

Se muestran los valores obtenidos de DO para cada una de las seis diluciones distintas (1:100, 1:200, 1:250, 1:400, 1:500 y 
1:800) del conjugado peroxidado anti-Ig G de ratón producido en cabra, que se probaron con cuatro concentraciones diferentes 

del extracto proteico bacteriano (1, 5, 10 y 20 g/ml), empleando un suero murino positivo (barra rosa) y uno negativo (barra lila), 
así como los valores de DO de un control sin antígeno y sin suero (barra azul) y otro con antígeno sin suero (barra roja 
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6.4.3. Determinación de los niveles de anticuerpos contra Bordetella. 

bronchiseptica en muestras séricas murinas 

6.4.3.1. Ensayo de aglutinación en microplaca para la determinación del título de 

anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica 

Para realizar la determinación de los valores de los títulos de anticuerpos contra B. 

bronchiseptica en los sueros de los ratones cepa CD1 de los nueve grupos de 

tratamiento, se utilizó la prueba de aglutinación en microplaca, para ello se empleó la 

suspensión original de B. bronchiseptica diluida 1:4, se llevó a cabo por duplicado la 

titulación de las muestras séricas correspondientes a la preinmunización (día 0) y a la 

postinmunización (días 38 y 105) de los ratones, con este fin se prepararon seis 

diluciones dobles, iniciando con la dilución 1:20. 

En la Tabla 9 se reportan los valores de los títulos de anticuerpos aglutinantes contra 

B. bronchiseptica presentes en las muestras sérica murinas, que se determinaron 

como el recíproco de la máxima dilución del suero donde se observó una reacción de 

aglutinación positiva; se puede apreciar que tanto los valores de los títulos de los 

sueros pertenecientes a los nueve grupos en el día cero (basales), como los 

correspondientes a los días 38 y 105 de los controles negativos, es decir los grupos 

de ratones tratados únicamente con cada uno de los adyuvantes o con solución salina 

(grupos 3, 6 y 9) presentaron valores de títulos negativos considerando que fueron 

menores a 20. 

A diferencia de los animales inmunizados con los antígenos (suspensión bacteriana o 

extracto proteico) mezclados con los adyuvantes (grupos 1, 2, 4 y 5), en los días 38 y 

105, mostraron valores elevados de títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica, 

con excepción de algunos animales inmunizados con los antígenos mezclados con el 

adyuvante de Freund (grupos 1 y 2), además en esos grupos los valores de los títulos 

resultaron ser bastante variables, en comparación con los animales inmunizados con 
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quitosán más antígenos (grupos 4 y 5) los cuales mostraron valores de títulos de 

anticuerpos más elevados y consistentes. Sin embargo, es importante mencionar que 

los resultados obtenidos indican que la dosis empleada de ambos antígenos resultó 

ser alta, considerando que los grupos de ratones inmunizados con la suspensión 

bacteriana o el extracto proteico sin ninguno de los adyuvantes (grupos 7 u 8) 

desarrollaron niveles de anticuerpos aglutinantes, aunque se presentó una gran 

variabilidad en estos grupos y los valores de los títulos en su mayoría se vieron 

disminuidos en el día 105, principalmente en los animales tratados con el extracto 

proteico (grupo 8).  

Los sueros correspondientes al día 38 de los animales inmunizados con suspensión 

bacteriana o con extracto proteico, mezclados con quitosán o con el adyuvante de 

Freund (grupos 1, 2, 4 y 5), presentaron valores de títulos de anticuerpos aglutinantes 

contra la bacteria por arriba de 20 en la mayoría de los sueros analizados; resultando 

interesante que en los sueros de los ratones donde se utilizó quitosán como adyuvante 

(grupos 4 y 5) los niveles de anticuerpos fueron más elevados en comparación con los 

animales inoculados con el adyuvante de Freund, independientemente del antígeno 

empleado (suspensión bacteriana o extracto proteico). 

En lo que respecta a los valores de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica 

en los sueros murinos obtenidos el día 105 de los grupos 1, 2, 4 y 5, los sueros de los 

animales que previamente recibieron el adyuvante de Freund con algún antígeno 

(grupos 1 y 2) presentaron valores de títulos de anticuerpos inconsistentes por grupo, 

y comparándolos con el día 38 el aumento de los niveles de anticuerpos solo se 

observó en algunos de los ratones, mientras que en el resto de los animales de estos 

grupos los niveles de anticuerpos aglutinantes disminuyeron. A diferencia de los 

valores de los títulos de anticuerpos aglutinantes contra la bacteria de los ratones 

tratados inicialmente con quitosán en combinación con la suspensión bacteriana o el 

extracto proteico (grupos 4 y 5), donde se observaron elevaciones considerables de 

dichos valores en todos los animales, a excepción de uno perteneciente al grupo 4. En 

la Figura 10 se reportan graficados estos resultados. 
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Tabla 9. Valores de los títulos de anticuerpos aglutinantes de las muestras sérica murinas obtenidos en la prueba de 

aglutinación en microplaca correspondientes a los días 0, 38 y 105. 

 

Distribución de los ratones cepa CD1 en los diferentes grupos de tratamiento y valores de los títulos de anticuerpos contra 
Bordetella bronchiseptica obtenidos en los sueros murinos considerando los tres días de extracción sanguínea (0, 38 y 105).



  

75 

  

Figura 9. Niveles graficados de títulos de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica obtenidos en la prueba de 
aglutinación empleando los sueros de los ratones cepa CD1 correspondientes a los días 0, 38 y 105. 

 

Valores de títulos de anticuerpos contra la bacteria obtenidos en los sueros trabajados por duplicado, de los nueve grupos de 
animales correspondientes a los días 0, 38 y 105, postinoculación, cada grupo de animales se representa con los símbolos 

siguientes:  Adyuvante de Freund+ suspensión bacteriana (grupo 1),  Adyuvante de Freund + extracto bacteriano (grupo 
2), Adyuvante de Freund + Solución salina (sin antígeno, grupo 3),  Termogel de quitosán + suspensión bacteriana (grupo 

4),  Termogel de quitosán + extracto bacteriano (grupo 5),  Termogel de quitosán + solución salina (sin antígeno, grupo 6), 
 Solución salina + suspensión bacteriana (grupo 7),  Solución salina + extracto bacteriano (grupo 8),  Solución salina + 

solución salina (sin antígeno, grupo 9).  
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6.4.3.2. Análisis estadístico de resultados de la prueba de aglutinación en 

microplaca 

En la Figura 11 se observa la gráfica correspondiente a los resultados obtenidos en 

la prueba de aglutinación en microplaca, donde se compara, el logaritmo del 

promedio de los valores de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica, en 

los sueros murinos obtenidos en el día 0, los días 38 y 105 postinmunización de 

todos los grupos experimentales, se puede apreciar que el promedio de los valores 

de los títulos de anticuerpos en los ratones tratados con quitosán más extracto 

proteico (grupo 5) y quitosán más suspensión bacteriana (grupo 4), presentan una 

continua elevación de los valores que se prolonga hasta los días 38 y 105, reflejando 

que no hubo diferencias significativas (p>0.05) en lo que respecta al tipo de antígeno 

utilizado con quitosán. El promedio del valor de títulos de anticuerpos obtenido en 

el día 105 de los grupos tratados con quitosán más extracto proteico (grupo 5) o 

suspensión bacteriana (grupo 4), fue significativamente mayor (p<0.05) que los 

promedios de los niveles de anticuerpos obtenidos en los sueros de los ratones 

inoculados con estos mismos antígenos mezclados con el adyuvante de Freund 

(grupos 1 y 2) o con solución salina (grupos 7 y 8).   

Los valores promedio de los títulos de anticuerpos aglutinantes contra Bordetella 

bronchiseptica en los sueros de los animales tratados con el adyuvante de Freund 

y alguno de los dos antígenos (grupos 1 y 2) en los días 38 y 105, presentaron 

valores de títulos de anticuerpos por debajo de los obtenidos en los grupos tratados 

con quitosán más alguno de los antígenos (suspensión bacteriana o extracto 

proteico, grupos 4 y 5 respectivamente) en los mismos días, encontrándose 

diferencias significativas (p<0.05) entre los valores de los títulos de anticuerpos 

contra la bacteria en los grupos tratados con quitosán más antígenos (grupos 4 y 5) 

y los niveles de anticuerpos obtenidos en los sueros de los ratones tratados con el 

adyuvante de Freund más antígenos (grupos 1 y 2), independientemente del 

antígeno inoculado. 
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Figura 10. Valores de medias con el 95 % de confianza, de Log del valor del título de 
anticuerpos aglutinantes contra Bordetella bronchiseptica en sueros murinos y el 
tiempo (días) de sangrado.  
 

 

 
Comparativo entre los promedios de los niveles de títulos de anticuerpos séricos contra B. 
bronchiseptica, en tres días distintos 0 basales, 38 y 105 obtenidos postinoculación de los 
diferentes adyuvantes (quitosán y adyuvante de Freund) o la SSF y el extracto proteico 
(gráfica de la izquierda) o la suspensión bacteriana (gráfica de la derecha), administrados 
a ratones cepa CD1. No se encontró diferencia significativa entre los dos antígenos 
utilizados (suspensión bacteriana y extracto proteico) (p>0.05).  
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En lo que respecta al día 38, se observó que los valores promedio de los títulos de 

anticuerpos contra B. bronchiseptica en los grupos tratados con quitosán y los 

tratados con solución salina, ambos acompañados con la suspensión bacteriana 

(grupo 4 y grupo 7) o el extracto proteico (grupo 5 y grupo 8) no tuvieron diferencia 

significativa (p>0.05), obteniéndose valores de títulos de anticuerpos similares en 

estos grupos. Comparando los niveles de anticuerpos de los animales inmunizados 

obtenidos en los grupos tratados con solución salina o con el adyuvante Incompleto 

de Freund en el día 38, se presentó un fenómeno muy singular, puesto que los 

valores promedio de los títulos de anticuerpos en los sueros de los animales 

inmunizados con suspensión bacteriana o extracto proteico, mezclados con 

solución salina, grupo 7 y grupo 8, respectivamente, fueron mayores que los 

obtenidos con el adyuvante incompleto de Freund, (grupo 1 y grupo 2) 

independientemente del antígeno utilizado (p<0.05); en caso contrario, para el día 

105 no existió diferencia significativa (p>0.05) entre los valores promedio de título 

de anticuerpos contra B. bronchiseptica, obtenidos en los sueros murinos de los 

grupos tratados inicialmente con el adyuvante de Freund más ambos antígenos en 

forma independiente (grupo 1 y grupo 2) y los grupos de ratones inoculados con 

solución salina, más estos antígenos (grupo 7 y grupo 8) (p>0.05).  

En la Tabla 10 se muestra el análisis que se obtuvo de la prueba estadística de 

ANOVA de los valores de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica en los 

sueros de los ratones, determinados por la técnica de aglutinación, donde se puede 

apreciar que al comparar el tipo de adyuvante con respecto al tiempo y determinar 

el valor p, se encontró diferencia significativa (p<0.05) entre ellos, pero no existió 

una diferencia significativa (p>0.05) entre los antígenos utilizados. 

Considerando lo mencionado en el párrafo anterior con respecto a que no existió 

una diferencia estadísticamente significativa en los niveles de anticuerpos 

presentados en los grupos de animales inmunizados con los dos tipos de 

inmunógenos, se procedió a calcular los valores promedios de los títulos de 

anticuerpos correspondientes a los grupos inmunizados con suspensión bacteriana 
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y extracto proteico acompañado con el adyuvante de Freund, quitosán o SSF con 

respecto al tiempo; en la Figura 12 se muestran los logaritmos de los valores 

promedios de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica determinados en 

los sueros murinos obtenidos los días 0, 38 y 105, mostrando la comparación entre 

los dos tipos de adyuvantes utilizados (quitosán y adyuvante de Freund) y la SSF, 

Tabla 10. Valores obtenidos en la prueba estadística ANOVA de los niveles de títulos 
de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica 

 
ANOVA de los niveles de anticuerpos en sueros murinos determinados por la prueba de 
aglutinación en microplaca analizando el tipo de adyuvante, de antígeno y el tiempo 
postinmunización. Considerando el valor p obtenido, se aprecia que existe un efecto 
significativo del tipo de adyuvante, pero no de la presentación del antígeno (suspensión 
bacteriana o extracto proteico).  

Fuente de variación 
Grados 

de 
libertad 

denDF 
Estadística 

F 
Valor p 

Adyuvante 2 51 15.6451 <0.0001 

Antígeno 1 51 2.2952 0.1359 

Tiempo 1 51 0.4238 0.5180 

Adyuvante: Antígeno 2 51 1.2572 0.2931 

Adyuvante: Tiempo 2 51 8.4072 0.0007 

Antígeno: Tiempo 1 51 1.4320 0.2370 

Adyuvante:Antígeno:Tiempo 2 51 1.0843 0.3458 
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observándose que en el día 38 se detectaron diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) entre quitosán y adyuvante de Freund, así como entre 

solución salina y adyuvante de Freund (p<0.05), sin embargo, no se encontró una 

diferencia significativa (p>0.05) entre quitosán y SSF. En la Tabla 11 se observan 

las comparaciones múltiples de las medias de los valores de los títulos de 

anticuerpos contra la bacteria obtenidos en los sueros de los ratones tratados con 

los distintos adyuvantes en el día 38. 

En la Figura 12 también se puede observar que en el día 105 el valor promedio de 

títulos de anticuerpos de los grupos tratados con ambos inmunógenos fue 

significativamente mayor (p<0.05) cuando en las dos primeras inmunizaciones se 

acompañaron con quitosán que cuando se mezclaron con el adyuvante de Freund 

o con SSF; se observa además que los grupos tratados con ambos imunógenos y 

adyuvante de Freund presentaron una disminución en los valores promedio de los 

títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica, similar al comportamiento que se 

encontró en los animales tratados con los inmunógenos más la SSF, no existiendo 

diferencias significativas (p>0.05) entre ellos. En la Tabla 12 se muestran las 

comparaciones múltiples de las medias de los valores de los títulos de anticuerpos 

contra la bacteria obtenidos por la técnica de aglutinación en el día 105.  
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Tabla 11. Comparaciones múltiples de las medias de los valores de los títulos de 
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica por la técnica de aglutinación 
obtenidas en el día 38.  

 
Se observa la diferencia de medias estimada entre los ratones tratados con los adyuvantes 
quitosán (Q), Freund (F) y solución salina (SSF). El valor p indica que existe diferencia 
significativa entre Q y F (p<0.05), pero no entre SSF y F (p>0.05), tampoco se observó una 
diferencia significativa, entre Q y SSF (p>0.05). 

 

 

  

Contraste Estimado SE df Radio t Valor p 

Q - F 0.975 0.336 54 2.898 0.0148 

F - SSF -0.786 0.332 54 - 2.370 0.0548 

Q - SSF 0.188 0.340 54 0.553 0.8451 
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Figura 11. Valores graficados de medias con el 95 % de confianza del Log del 
promedio de los valores de los títulos de anticuerpos aglutinantes contra Bordetella 
bronchiseptica en sueros murinos en el día 0 y los días 38 y 105 postinmunización. 

 

Comparativo entre los diferentes adyuvantes (quitosán o adyuvante de Freund) o la SSF, y 
los promedios de los niveles de anticuerpos contra B. bronchiseptica en sueros de ratones 
cepa CD1; aclarando que no se muestra el efecto del tipo de antígeno (extracto proteico o 
suspensión bacteriana) debido a que no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) 
entre ellos. 
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Tabla 12. Comparaciones múltiples de las medias de los valores de los títulos de 
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica por la técnica de aglutinación 
obtenidas el día 105. 

 
 
Se observa la diferencia de medias estimada entre los animales tratados con los 
adyuvantes quitosán (Q), Freund (F) y solución salina (SSF). El valor p indica que hay 
diferencia significativa entre Q y F (p<0.0001), así como entre Q y SSF (p<0.0001), Sin 
embargo, entre F y SSF, no se encontró una diferencia significativa (p>0.05). 

Contraste Estimado SE df Radio t Valor p 

Q - F 2.041 0.336 54 6.069 0.0001 

F - SSF - 0.303 0.332 54 - 0.913 0.6344 

Q - SSF 1.738 0.340 54 5.105 0.0001 
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6.4.3.3. Determinación de los niveles de anticuerpos en sueros murinos por la 

técnica de ELISA 

Se realizó la determinación de los niveles de anticuerpos contra B. bronchiseptica 

presentes en las muestras de sueros murinos, correspondientes al día 0 (basal) y al 

día 105 postinoculación, empleando la técnica de ELISA con las condiciones 

óptimas de trabajo, (5 g/ml del extracto proteico de B. bronchiseptica y la dilución 

1:500 del conjugado peroxidado), la determinación de los valores del título de 

anticuerpos se realizó considerando un punto de corte de 0.252, que se estableció 

a partir del promedio más dos desviaciones estándar de las DO de los sueros 

obtenidos en la dilución 1:2000 del tiempo 0 preinoculación. 

Los resultados de DO obtenidos de los sueros correspondientes al día 0 se 

representan en la Figura 13, donde se pueden observar los valores bajos de DO 

que se determinaron por la técnica de ELISA, los cuales fueron considerados 

negativos en todos los animales de los nueve grupos, indicando la ausencia de 

anticuerpos contra B. bronchiseptica, puesto que los ratones aún no habían tenido 

contacto con el antígeno.  

En la Figura 14 se grafican los valores promedio de DO obtenidos de la prueba 

ELISA para todas las muestras séricas correspondientes al día 105, empleando diez 

diluciones de cada uno de los sueros. Se puede apreciar que la mayoría de las 

muestras séricas de los ratones pertenecientes a los grupos que recibieron algún 

antígeno (extracto proteico o suspensión bacteriana), combinado con alguno de los 

dos adyuvantes utilizados en el presente trabajo (adyuvante de Freund y quitosán) 

o solución salina presentaron valores altos de DO, indicando la presencia de 

anticuerpos contra B. bronchiseptica; mientras que los grupos sin antígeno, pero 

con adyuvante de Freund, quitosán o sin adyuvante, presentaron valores bajos de 

DO en todas las diluciones. 
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Figura 12. Valores de DO correspondientes a los niveles de títulos de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica 
presentados por los sueros murinos del día 0 (basal) en la prueba de ELISA 
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Se muestran los valores promedios de DO presentados por las muestras séricas murinas del día 0 (basal), correspondientes a 
los títulos de anticuerpos contra la bacteria determinados en los nueve grupos de ratones cepa CD1 analizados. Cada animal se 
representa por medio de un ícono y color de figura diferente dentro de cada grupo. adyuvante de Freund+ suspensión bacteriana 
(G1, grupo 1), adyuvante de Freund + extracto proteico (G2, grupo 2), adyuvante de Freund + SSF (sin antígeno) (G3, grupo 3), 
termogel de quitosán + suspensión bacteriana (G4, grupo 4), termogel de quitosán + extracto proteico (G5, grupo 5), termogel 
de quitosán + SSF (sin antígeno) (G6, grupo 6), SSF + suspensión bacteriana (G7, grupo 7), SSF + extracto proteico (G8, grupo 

8), SSF (sin antígeno) (G9, grupo 9). 
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Figura 13. Valores graficados del promedio de DO en la prueba ELISA de las diluciones efectuadas a los sueros de 
ratones cepa CD1 correspondientes al día 105 postinmunización. 

 

Valores promedio de DO de resultados de la prueba ELISA, en las diluciones de los sueros obtenidos el día 105, mostrados en 
relación a cada una de dichas diluciones del suero iniciando con 1:2000 hasta 1: 1024000, de cada uno de los nueve tratamientos 

de inmunización que se representan de la siguiente forma;   A. de Freund y suspensión bacteriana (grupo 1),  A. de Freund 

y extracto proteico (grupo 2),  A. de Freund y SSF (grupo 3),  Quitosán y suspensión bacteriana (grupo 4), Quitosán y 

extracto proteico (grupo 5),  Quitosán y SSF (grupo 6),  SSF y suspensión bacteriana (grupo 7),  SSF y extracto proteico 

(grupo 8), SSF únicamente (grupo 9).
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Una vez obtenidos los valores de las DO correspondientes a cada una de las 

diluciones de los sueros murinos se procedió a determinar los valores de los títulos 

de anticuerpos contra B. bronchiseptica para todas las muestras séricas, 

considerando el valor de corte definido como una DO = 0.252; e interpolando en las 

gráficas mostradas posteriormente, dicho procedimiento se muestra en la Figura 

15. 

En la Tabla 13 se encuentran los valores de los títulos de anticuerpos contra B. 

bronchiseptica y el grupo de tratamiento correspondiente a cada ratón, se aprecia 

que los grupos de ratones inmunizados con suspensión bacteriana o con extracto 

proteico utilizando el adyuvante de Freund (grupos 1 y 2), presentaron niveles 

elevados de anticuerpos contra B. bronchiseptica, en el grupo tratado con el 

adyuvante de Freund con suspensión bacteriana (grupo 1), los valores de los títulos 

de anticuerpos fluctuaron entre 7000 hasta 79000; en el grupo de animales tratados 

con el mismo adyuvante y extracto proteico (grupo 2), los niveles de anticuerpos en 

los animales alcanzaron valores entre 38000 y 667000. En lo que respecta a los 

grupos de ratones que fueron inmunizados utilizando quitosán como adyuvante y 

suspensión bacteriana (grupo 4), alcanzaron valores de título de anticuerpos de 

17000 hasta 214000; mientras que los valores de títulos de anticuerpos contra B. 

bronchiseptica en los sueros de los animales tratados con quitosán y extracto 

proteico (grupo 5) también presentaron valores elevados de anticuerpos, además 

de mostrar una menor variabilidad entre ellos, alcanzando valores de títulos de 

anticuerpos que se encontraron entre 119000 y 512000. 

En los sueros de los grupos de ratones inmunizados con extracto proteico de B. 

bronchiseptica y SSF sin adyuvante (grupo 8), se obtuvieron valores de títulos de 

anticuerpos contra la bacteria que fluctuaron entre 113000 y 555000, mientras que 

los valores de los títulos de anticuerpos de los sueros murinos correspondientes al 

grupo que fue tratado con suspensión bacteriana y SSF (grupo 7) resultaron ser   
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Figura 14. Obtención del valor de título de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica por la técnica ELISA en sueros 
murinos colectados el día 105. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Se realizó la determinación del nivel de título de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica utilizando el punto de corte 
calculado con el promedio de los niveles de DO más dos desviaciones estándar correspondientes a los sueros basales de los 
ratones, dicho punto de corte se interpoló en una gráfica elaborada con los valores de los logaritmos del recíproco/100 de las 
diluciones efectuadas a cada uno de los sueros murinos y las lecturas de DO obtenidas en ellas, para la elaboración de la gráfica 
se realizó el ajuste del modelo log-logístico a las lecturas de DO de cada una de las diluciones efectuadas a los sueros murinos. 
En la Figura 15 se ilustra la curva obtenida para un ratón del grupo 1 tratado con el Adyuvante de Freund combinado con la 
suspensión bacteriana. 
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Determinación de los valores del título de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica utilizando el punto de corte (0.252) en los 
resultados de DO obtenidos en la prueba ELISA, realizada a los sueros de los ratones de los diferentes grupos de tratamiento 
obtenidos el día 105 postinmunización

Tabla 13. Valores de títulos de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica de las muestras sérica murinas obtenidos 
en la prueba ELISA correspondientes al día 105 postinmunización 
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entre 38000 y 214000 aproximadamente, siendo más bajos con respecto al grupo 

de ratones inmunizados con el extracto proteico y SSF.  

También se obtuvieron las lecturas de los sueros de los grupos de ratones 

inmunizados solo con los adyuvantes, grupos 3, 6 y 9, sin antígeno con adyuvante 

de Freund, quitosán y sin adyuvante, respectivamente, las cuales presentaron 

valores negativos de títulos de anticuerpos. Haciendo una comparación entre los 

dos adyuvantes utilizados (adyuvante de Freund y quitosán) y los niveles de 

anticuerpos contra B. bronchiseptica, se puede observar que los sueros de los 

ratones del grupo que recibió quitosán y suspensión bacteriana (grupo 4), 

presentaron valores similares de títulos de anticuerpos, que los obtenidos para el 

grupo inoculado con el adyuvante de Freund y suspensión bacteriana (grupo 1). Así 

mismo, realizando una comparación entre los valores de títulos de anticuerpos 

desarrollados en los grupos de adyuvante de Freund con extracto proteico (grupo 

2) y quitosán con extracto proteico (grupo 5), se observa que ambos presentaron 

niveles elevados de anticuerpos indicando que estas condiciones indujeron una 

eficiente respuesta inmunitaria contra B. bronchiseptica. 
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6.4.3.4. Análisis estadístico de resultados prueba ELISA 

En la Figura 16 se muestran los datos correspondientes a la DO obtenida para 

todas las diluciones (Log recíproco de la dilución/100) de los sueros murinos en 

forma individual y para cada uno de los tratamientos aplicados a los nueve grupos 

de ratones cepa CD1; considerando los dos adyuvantes (Freund y quitosán) y la 

SSF, así como la presentación del antígeno (suspensión bacteriana y extracto 

proteico) y los grupos controles negativos (sin antígenos); en la gráfica se observa 

que independientemente del tipo de antígeno utilizado existe una mayor variabilidad 

en los grupos de ratones tratados con adyuvante de Freund (grupo 1 y grupo 2), en 

cambio en los grupos tratados con quitosán (grupos 4 y 5) se aprecian datos más 

consistentes de títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica; se muestra también 

el comportamiento de las curvas de los grupos controles que no recibieron 

antígenos (grupos 3, 6 y 9) apreciándose valores de D.O. bajos en comparación a 

los presentados por los otros grupos.  

En las Figuras 17 y 18 se observa la relación existente entre la DO y la dilución 

(expresada como el log del recíproco de la dilución /100) de la muestra sérica, 

observándose los puntos correspondientes a los datos obtenidos con cada dilución 

para cada uno de los sueros de los ratones y la curva ajustada con el modelo log-

logístico, se aprecia claramente un excelente ajuste del modelo a los datos; la 

interpolación del punto de corte (DO=0.252) en las curvas se utilizó para obtener el 

valor del título de anticuerpos contra B. bronchiseptica para cada unidad 

experimental. 
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Figura 15. Valores de DO resultado de la prueba ELISA y del Log del recíproco de la 
dilución dividido por 100, correspondientes a todos los sueros de ratones cepa CD1 
inmunizados con Bordetella bronchiseptica del día 105 postinmunización 

Se observan tres gráficos que muestran el comportamiento del adyuvante de Freund (F: 
color verde), quitosán (Q: color azul) y la solución salina fisiológica (SSF: color rojo) con 
cada preparación antigénica, A. suspensión bacteriana, B. extracto proteico y C. SSF. 
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Figura 16. Ajuste del modelo log-logístico a los valores graficados de DO correspondientes a la presencia de anticuerpos 
contra Bordetella bronchiseptica obtenidos en las diferentes diluciones (graficadas como el Log del recíproco de la 
dilución/100) de los sueros murinos del día 105 postinmunización.  

 
El panel del lado izquierdo corresponde a los ratones inmunizados con el adyuvante de Freund más suspensión bacteriana (grupo 
1) y el panel del lado derecho a los tratados con el adyuvante de Freund más extracto proteico (grupo 2). Dichas curvas fueron 
utilizadas para estimar el valor del título de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica.  
  



  

94 

  

Figura 17. Ajuste del modelo log-logístico a los valores graficados de DO correspondientes a la presencia de anticuerpos 
contra Bordetella bronchiseptica obtenidos en las distintas diluciones (graficadas como el Log del recíproco de la 
dilución/100) de los sueros murinos del día 105 postinmunización.  

 
El panel del lado izquierdo corresponde a los animales tratados con quitosán combinado con suspensión bacteriana (grupo 4) y 
el panel del lado derecho a los inmunizados con quitosán combinado con extracto proteico (grupo 5). Se muestran las curvas 
utilizadas para determinar el valor de título de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica.  
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En la Figura 19 se observan graficados los valores de los logaritmos de los títulos 

de anticuerpos contra B. bronchiseptica obtenidos de los sueros murinos del día 105 

postinmunización de seis grupos incluidos en el presente estudio, adyuvante de 

Freund (F) combinado con suspensión bacteriana (grupo 1, símbolos de color azul) 

o con extracto proteico (grupo 2, símbolos de color rojo); quitosán (Q) combinado 

con suspensión bacteriana (grupo 4, símbolos de color azul) o con extracto proteico 

(grupo 5, símbolos de color rojo); y los dos antígenos mencionados sin ningún 

adyuvante solo con SSF (SS), es decir la suspensión bacteriana (grupos 7, símbolos 

de color azul) o el extracto proteico (grupo 8, símbolos de color rojo). Cada animal 

se representa por un pequeño círculo en la gráfica de cajas y bigotes que incluye la 

media por grupo, se aprecia que no existe un efecto significativo (p>0.05) debido al 

tipo de adyuvante (quitosán o adyuvante de Freund) o SSF, pero si por el tipo de 

antígeno utilizado (suspensión bacteriana y extracto proteico) (p<0.05) sobre el 

valor del título de anticuerpos contra B. bronchiseptica en los sueros de los 

animales. 
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Figura 18. Representación gráfica de los logaritmos de los valores de los títulos de 
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica obtenidos de los sueros murinos en 
el día 105 postinmunización, agrupados de acuerdo al tipo de adyuvante y de 
antígeno utilizado.  

 
Se muestran los logaritmos de los valores graficados correspondientes a los sueros 

murinos de seis grupos experimentales: adyuvante de Freund (F) combinado con 

suspensión bacteriana (Su) o con extracto proteico (Ex) grupos 1 o 2, respectivamente; 
quitosán (Q) combinado con suspensión bacteriana (Su) o con extracto proteico (Ex) 
grupos 4 o 5, respectivamente; y sin adyuvantes, únicamente SSF (SS) con suspensión 
bacteriana (Su) o con extracto proteico (Ex) grupos 7 u 8, respectivamente. Los 
resultados se muestran agrupados en una gráfica de cajas y bigotes de acuerdo al tipo 
de adyuvante (Ady) y de antígeno (Ag) empleado: suspensión bacteriana (color azul) o 
extracto proteico (color rojo).  
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F 
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Posteriormente en la Figura 20 se graficaron los valores promedio de los logaritmos 

de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica de los sueros murinos 

obtenidos el día 105 postinmunización y evaluados por la técnica de ELISA, donde 

se puede observar que los ratones tratados inicialmente con quitosán más 

suspensión bacteriana o quitosán más extracto proteico (grupos 4 o 5, 

respectivamente), así como los animales inoculados con SSF mezclada con los 

antígenos, suspensión bacteriana (grupo 7) o extracto proteico (grupo 8), 

presentaron valores semejantes de títulos de anticuerpos que aquellos animales 

tratados en los días 0 y 28 con adyuvante de Freund (completo e incompleto 

respectivamente), no existiendo diferencia significativa entre ellos (p>0.05), este 

efecto se observó independientemente del tipo de antígeno utilizado. También se 

aprecia que el título promedio de los niveles de anticuerpos contra la bacteria es 

mayor en los ratones inmunizados con extracto proteico que con suspensión 

bacteriana, esta diferencia fue estadísticamente significativa (p<0.001), 

independientemente del tipo de adyuvante utilizado (adyuvante de Freund o 

quitosán) en las inoculaciones previas (día 0 y día 28). Mientras que el efecto del 

tratamiento de los animales que fueron tratados en un inicio con el termogel de 

quitosán combinado con alguno de los dos antígenos (suspensión bacteriana, grupo 

4 o extracto proteico, grupo 5), sobre los valores de los títulos de anticuerpos 

obtenidos en los sueros de los ratones, fue similar al efecto ocasionado por el 

tratamiento con la SSF mezclada con suspensión bacteriana o con extracto proteico 

(grupos 7 u 8, respectivamente), no encontrándose diferencias significativas entre 

ellos (p>0.05).  

Los resultados de la prueba ANOVA que se muestran en la Tabla 14 apoyan lo 

mencionado anteriormente, destacando que el valor indica que existe una diferencia 

significativa (p<0.05) entre los antígenos utilizados, pero no entre los dos diferentes 

adyuvantes (p>0.05). 
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Figura 19. Comparativa de medias de los valores de los logaritmos de los títulos de 
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica en sueros murinos, entre los dos tipos 
de antígenos, los dos tipos de adyuvantes y la SSF en los sueros murinos del día 105. 

 
Representación gráfica comparativa de los niveles promedio de títulos de anticuerpos, 
utilizando como antígeno la suspensión bacteriana (Su) o el extracto proteico (Ex), 
combinados con quitosán (Q), con el adyuvante de Freund (F), o únicamente con SSF (SS) 
en ratones cepa CD1. 
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Tabla 14. Valores de la prueba estadística ANOVA de los niveles de títulos de 
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica en sueros murinos determinados por 
la prueba ELISA en el día 105 postinoculación. 

ANOVA TITULO ELISA 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
Cuadrados 

Cuadrados 
Medios 

Estadística 
F 

Valor p 

Adyuvante 2 0.2090 0.1045 1.1848 0.3141 

Antígeno 1 5.7715 5.7715 65.4341 < 0.001 

Adyuvante: 
Antígeno 

2 0.1164 0.0582 0.6601 0.5212 

Residual 51 4.4984 0.0882   

 

En la tabla se aprecian los resultados obtenidos para el valor p, que indican que se encontró 
un efecto significativo en la forma de presentación de los antígenos, pero no en el tipo de 
adyuvante utilizado.  
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7. DISCUSIÓN 

En la elaboración de vacunas existe la tendencia a preparar formulaciones en base 

a subunidades de microorganismos por ser consideradas más seguras y de menor 

virulencia, sin embargo, presentan el inconveniente de desarrollar una insuficiente 

respuesta inmune específica, surgiendo la necesidad de adicionar a las vacunas 

sustancias de baja o nula toxicidad denominadas adyuvantes, que actúan como 

potenciadores eficaces de la respuesta inmunológica a los antígenos administrados 

en los organismos (Seferian y Martinez, 2000; Velásquez, 2008; Berghoff, 2011; 

Reed et al., 2013; Batista-Duharte et al., 2014). 

En el presente estudio se propuso un termogel elaborado a base del biopolímero 

quitosán como adyuvante, con la finalidad de desarrollar inmunidad humoral hacia 

Bordetella bronchiseptica en comparación con el adyuvante de Freund en un 

modelo murino; la bacteria B. bronchiseptica en esta investigación fue identificada 

a través de varias pruebas morfológicas y bioquímicas realizadas a las colonias 

obtenidas, coincidiendo con las características descritas en la literatura (Cowan y 

Steel´s, 1993; Barcenas, 1993; Molina González et al., 2014). 

La bacteria Bordetella bronchiseptica es un patógeno que esta presente en algunos 

mamíferos particularmente en cerdos y en perros capaz de ocasionar diversos 

problemas de salud. En un estudio realizado en granjas porcinas de la parte oeste 

de Estados Unidos se detectó que animales que estaban aparentemente libres de 

patógenos, presentaron infección por B. bronchiseptica, en el 54 % de los cerdos 

(Lárez et al., 2019; Meyer y Beamer, 1973). 

Algunos investigadores como Lebre y sus colaboradores elaboraron una vacuna en 

donde asociaron a quitosán con aluminio, como un nuevo adyuvante para mejorar 

la vacunación, concluyeron que al combinar dos inmunoestimulantes se logró 

aumentar tanto la respuesta inmune humoral como la celular, proponiendo una 

mezcla segura y confiable como sistema de liberación de antígenos (Lebre et al., 

2017). Los resultados obtenidos en este estudio nos muestran que la utilización del 
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termogel de quitosán como adyuvante logró elevar de forma significativa la 

respuesta inmune humoral en los sueros murinos. 

Una vez identificada B. bronchiseptica se prepararon dos presentaciones de la 

bacteria para utilizarlas como inmunógenos, una como suspensión bacteriana y otra 

como extracto proteico; el extracto proteico se obtuvo por el sometimiento de la 

suspensión bacteriana sin añadir formaldehido al 3%, a varios procedimientos de 

congelación-descongelación, así como de sonicación, lo que provocó el 

rompimiento de la membrana celular bacteriana y la liberación de las proteínas, las 

cuales fueron extraídas de la solución utilizando acetona obteniendo así el 

concentrado proteico de la bacteria. 

La concentración de proteína en el extracto proteico puede dificultar el corrimiento 

por electroforesis del gel de acrilamida al 12%, por lo que se disminuyó la 

concentración de poliacrilamida en el gel de separación a una concentración del 

10%, dicho procedimiento facilitó el corrimiento de la muestra, permitiendo la 

correcta ubicación de los pesos moleculares de las proteínas de Bordetella 

bronchiseptica.  

Terminado el procedimiento de separación de las proteínas presentes en 10 ug y 5 

ug de la muestra de extracto proteico de Bordetella bronchiseptica, se analizó el 

patrón electroforético de las proteínas presentes en el gel, en donde se encontraron 

15 bandas proteicas, en un rango de 99 a 5.64 kDa de peso molecular, además se 

observó una mayor nitidez de las bandas de las proteínas en la muestra que 

contenía 10 ug del extracto que en la que contenía 5 ug. Cuando se comparó el 

perfil electroforético del extracto proteico de la bacteria con los patrones obtenidos 

en otras investigaciones como la de Cotera en1990, Barcenas en 1993 y Sisti en 

2002, quienes trabajaron con cepas de Bordetella bronchiseptica de origen porcino 

se obtuvieron resultados muy similares que coincidieron con el patrón electroforético 

característico del extracto proteico de B. bronchiseptica cepa LBF. En este estudio 

se encontró un patrón con diferencias mínimas, como las proteínas 105, 46, 45, 34 

y 23 kDa, con respecto a los estudios mencionados anteriormente en donde las 
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cepas analizadas no mostraron una marcada diferencia entre ellas a nivel de 

componentes estructurales, se dedujo que cualquiera de ellas sería capaz de inducir 

inmunidad cruzada con las otras cepas (Cotera y col., 1990), por otra parte la 

ausencia de las bandas señaladas puede deberse a alguna alteración de las 

proteínas durante la realización de la técnica de extracción o de preparación del 

extracto proteico; se destaca la presencia de una banda de 65.5 en el patrón 

electroforético del extracto de Bordetella bronchiseptica que es muy cercana a la 

correspondiente a la denominada Pertactina, antígeno proteico de membrana 

exterior identificado por Montaraz y col., en 1985 y que se ha encontrado en cepas 

virulentas de la bacteria, además Novotny y col., en 1985 reportaron que cepas 

virulentas presentaban la proteína de 68 kDa, pero las cepas de bacterias no 

patógenas no la presentan, lo que sugiere que posiblemente sea un factor de 

virulencia (Montaraz et al., 1985; Novotny et al., 1985; Cotera et al., 1990; Barcenas, 

1993; Chong Melchor, 1994; Sisti et al., 2002; Francisco Coronado, 2009). 

Para la preparación del termogel se probaron experimentalmente diversas 

concentraciones, inicialmente se utilizó quitosán al 1% con la cual se obtuvo una 

solución líquida, se elaboraron otras soluciones con concentraciones del 1.5%, 2% 

y 2.5%, con esta última concentraión el gel era demasiado compacto, 

concluyéndose que la consistencia adecuada se obtuvo a una concentración de 2% 

de quitosán. En la elaboración del termogel se utilizó quitosán con un peso 

molecular de 90297 Da, empleado como matriz polimérica y una concentración de 

2% de quitosán que permite la formación y permanencia del gel, después se añadió 

glicerolfosfato sódico como agente neutralizante de quitosán, los datos 

mencionados coinciden con la concentración de quitosán utilizada por Jiménez en 

2015, quien sentó un precedente para la elaboración del termogel e hizo algunas 

observaciones en el análisis general de su proyecto que fueron consideradas en 

este trabajo. Condiciones similares fueron establecidas en un estudio realizado por 
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Abadía en 2010, donde se utilizó como sustancia neutralizante el glicerolfosfato de 

sodio, así mismo concluyó que la concentración de 2% de quitosán fue la más 

adecuada para la formación del termogel; sin embargo, Mohamed y col., en 2018 

utilizaron una concentración de quitosán del 1%, para llevar a cabo la preparación 

y evaluación inmunológica de una vacuna del virus de influenza aviar encapsulado 

en nanopartículas de quitosán, obteniendo resultados favorables (Abadía y Navarro, 

2010; Jiménez, 2015; Mohamed et al., 2018). 

El biopolímero obtenido de exoesqueletos de camarón y utilizado en este estudio 

alcanzó un grado de desacetilación del 83 %, mientras que Hernández y col., en 

2009, llevaron a cabo la obtención de quitosán logrando un grado de desacetilación 

del 64%, utilizando la misma materia prima (Hernández et al., 2009). 

Para llevar a cabo la determinación de los niveles de anticuerpos en el suero de los 

ratones se utilizaron las pruebas de aglutinación en microplaca y ELISA, las cuales 

fueron previamente estandarizadas. La estandarización de la técnica de 

aglutinación en microplaca empleó un suero positivo (Suero de conejo inmunizado 

con Bordetella bronchiseptica) y un control negativo (Solución salina fisiológica 

SSF) a la presencia de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica, antes de 

trabajar con las diferentes concentraciones de la suspensión bacteriana fue 

necesaria la inactivación del complemento, que consiste en el sometimiento de las 

muestras séricas a un tratamiento térmico de 56°C durante 30 minutos, para evitar 

el enturbiamiento del suero que provoca interferencia en la observación de la malla 

formada por la aglutinación en las muestras con resultados positivos.  

Para la prueba de aglutinación en microplaca se determinó que la condición óptima 

de trabajo fue la obtenida con la dilución 1:4 del stock, donde se observó una mejor 

diferenciación entre una reacción de aglutinación positiva y negativa, comparada 

con el antígeno (suspensión de Bordetella bronchiseptica) concentrado y la dilución 

1:2 (Jenkins, 1978). 
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Existen factores que influyen en los resultados de la prueba de aglutinación; como 

lo observado en el estudio realizado por Jenkins en 1978, quien de acuerdo a la 

variación fenotípica de las colonias de la bacteria Bordetella bronchiseptica observó 

cuatro fases que pueden presentar títulos aglutinantes diferentes, siendo más altos 

cuando se utiliza como antígeno a la bacteria en Fase I que cuando esta se 

encuentra en la Fase III.  

La cepa LBF de Bordetella bronchiseptica es mantenida en un contenedor de 

Nitrógeno líquido a -196°C, para evitar los cambios morfológios que presentan las 

colonias de este microorganismo cuando se mantienen en medios de cultivo por 

pases seriados. Chong Melchor, en 1994, llevó a cabo estudios de la bacteria en el 

laboratorio de Inmunología de la Unidad de Posgrado de la FES Cuautitlán, 

detectando que la cepa LBF de Bordetella bronchiseptica permanecía en Fase 1 

(Jenkins, 1978; Chong Melchor, 1994). 

En relación a la temperatura de incubación de las muestras se trabajaron a 37°C 

por 48 horas, aunque no se analizó el efecto de la variación de la temperatura en el 

presente estudio, se documentó la realización de un estudio de la reacción de los 

anticuerpos aglutinantes en sueros de cerdos naturalmente infectados con 

Bordetella bronchiseptica en un rango extenso de temperatura, encontrando la 

actividad máxima a 55°C, Jenkins en 1978, también reportó que los títulos de 

anticuerpos aglutinantes de algunos sueros permanecieron estables cuando la 

prueba se llevó a cabo primero a 37°C y posteriormente a 55°C (Jenkins, 1978; 

Barcenas, 1993).  

Las condiciones óptimas de trabajo que se determinaron experimentalmente para 

la estandarización de la prueba ELISA fueron una concentración de 5 ug/ml del 

extracto proteico de B. bronchiseptica y una dilución de 1:500 del conjugado 

peroxidado anti-IgG de ratón.  
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Anteriormente a la inmunización de los animales se realizó la preparación de las 

mezclas que se inocularon a los ratones, se apreció que la combinación de quitosán 

con suspensión bacteriana o con extracto proteico no presentó ningún problema al 

unir ambas sustancias integrándose con suma facilidad, sin embargo la elaboración 

de la mezcla del adyuvante de Freund más suspensión bacteriana o más extracto 

proteico presentó bastante dificultad al tratar de mezclarlos, de forma que se requirió 

mucho tiempo y esfuerzo para integrar las dos sustancias y formar la emulsion, 

incluso la inoculación de los animales resultó ser complicada debido a la 

consistencia tan densa de dicha emulsión.  

Los ratones fueron inmunizados con las preparaciones realizadas por la vía 

intraperitoneal que de acuerdo a lo descrito por Chong en 1994, al inmunizar ratones 

por esa misma vía de forma pasiva artificial (con anticuerpos preferentemente IgG) 

con anticuerpos monoclonales contra antígenos de membrana, logró disminuir la 

multiplicación de Bordetella bronchiseptica en el pulmón del ratón, lo que implica 

que los anticuerpos llegan al epitelio de las mucosas y colaboran en la eliminación 

de las bacterias neutralizando productos bacterianos como las toxinas y enzimas 

(Chong Melchor, 1994).  

Los animales fueron inmunizados los días 0, 28 y 97, y las muestras sanguíneas 

murinas se tomaron el día 0 (basal), día 38 y día 105, del experimento, bajo la 

consideración de que la bacteria debe estar ausente en ratas y ratones de 

laboratorio. En el primer día del experimento se inocularon los animales con el 

adyuvante completo de Freund o con quitosán acompañados de alguno de los dos 

antígenos (suspensión bacteriana o extracto proteico) y también a los ratones 

elegidos como controles, durante los siguientes días del experimento hasta el día 

28 se presentó en los ratones la respuesta inmunitaria primaria donde se generaron 

en primer término anticuerpos IgM, especialmente en la semana uno a la tres 

culminando alrededor de las cuatro semanas postinmunización seguida de la 
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producción de IgG en las semanas dos a cuatro. El día 28 del experimento se llevó 

a cabo la segunda inmunización de los animales con el propósito de generar la 

respuesta inmunitaria secundaria o anamnésica, en donde se dio una breve 

producción de anticuerpos IgM anti Bordetella bronchiseptica en las semanas cinco 

a la siete, continuada por la producción aumentada de IgG en las semanas cinco a 

ocho así como la correspondiente expansión clonal de las células B de memoria 

que fueron sensibilizadas a Bordetella bronchiseptica, en el día 38 del experimento 

se realizó una segunda extracción sanguínea para conocer el título de anticuerpos 

en esta etapa del experimento, la tercera inmunización a los ratones se efectuó el 

día 97, pero en esta ocasión no se administró ningún adyuvante, de manera que se 

inocularon solo los inmunógenos y los controles necesarios, transcurridos ocho días 

después de la inmunización en el día experimental 105, se realizó la tercera toma 

de muestra sanguínea por punción cardíaca para obtener un mayor volumen de 

sangre que fluctuó entre 1 y 1.5 ml, en donde se determinaron los títulos de 

anticuerpos en los sueros murinos con el objetivo de conocer los niveles de los 

títulos alcanzados tres meses después de iniciado el estudio.(Bellanti, 2016).  

Una vez colectados los sueros murinos se analizaron mediante la prueba de 

aglutinación en microplaca, se inició con la inactivación del complemento en los 

sueros de los animales, obteniéndose los mayores títulos de anticuerpos 

aglutinantes contra B. bronchiseptica en los sueros de los animales tratados con 

quitosán y alguno de los dos antígenos (suspensión bacteriana o extracto proteico), 

en comparación con los tratados con los inmunógenos mezclados con el adyuvante 

de Freund o con la SSF; resultados similares fueron obtenidos en un estudio 

realizado por Jiménez en 2015, quien utilizando ratas Wistar llevó a cabo la 

comparación de una bacterina acompañada con el termogel de quitosán o con el 

adyuvante de aluminio (Laborde et al., 2004; Agudelo Florez & Restrepo Isaza, 

2007; Jiménez, 2015). 

Laborde y col., trabajaron en la producción de antígenos y anticuerpos para la 

investigación de Bordetella bronchiseptica en animales de laboratorio mediante la 
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técnica de microaglutinación directa en placa, Antes de empezar la inmunización los 

antígenos se controlaron con un suero control positivo anti B.b. (NH1, Japón), los 

antígenos producidos se inocularon en conejos (cepa californiana) para la 

producción de anticuerpos, se obtuvieron títulos de 1/5120 de B. bronchiseptica por 

medio de la técnica de microaglutinación. El cultivo se inactivó con 0.25 % (v/v) de 

formaldehido por 72 horas, con lo que se logró la inactivación de la suspensión del 

antígeno (Laborde et al., 2004), mientras que en el presente estudio se agregó 

formaldehido al 3% para la inactivación de la suspensión bacteriana. 

Posteriormente se determinaron los valores de títulos de anticuerpos contra 

Bordetella bronchiseptica mediante la técnica de ELISA en las muestras séricas 

murinas de los animales preinmunizados (día 0), y en las muestras 

correspondientes a los sueros de ratones colectados el día 105 postinmunización, 

para ello se determinó con antelación el valor de corte que fue de 0.252, este valor 

se aproxima al utilizado por Tao y col., quienes trabajaron con quitosán modificado 

en combinación con una vacuna de un polipéptido recombinante del virus de la 

hepatitis E en ratones, los investigadores propusieron como un adyuvante 

inmunoestimulante al cloruro de N-(2-hidroxy) propyl-3-trimetilamonio quitosán 

(HTCC), y determinaron el valor del punto de corte que fue de 0.22 (Tao et al., 2017). 

Cuando se realizó el análisis de los sueros obtenidos en este trabajo por medio de 

la técnica de ELISA, se detectaron valores bajos de títulos de anticuerpos en los 

sueros murinos basales de los nueve grupos analizados, evidencia de que los 

ratones no tuvieron contacto previo con la bacteria, resultados similares se 

obtuvieron por Muhammad y col., en 2019, al utilizar la misma técnica para 

determinar los niveles de anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica presentes en 

la sangre de perros seronegativos, reportándose valores bajos de títulos de 

anticuerpos. En cambio en el suero de los ratones obtenidos el día 105 

postinmunización, se determinaron valores similares de títulos de anticuerpos con 

los dos adyuvantes (Quitosán y Freund), aunque dichos valores fueron mayores con 

el uso de extracto proteico que con suspensión bacteriana independientemente del 
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adyuvante utilizado; sin embargo, se observaron valores heterogéneos en los títulos 

de anticuerpos de los sueros de los animales de los grupos inoculados con el 

adyuvante de Freund más el antígeno (suspensión bacteriana o extracto proteico), 

se especula que esta variabilidad puede deberse precisamente a las dificultades 

que se presentaron durante la inoculación y liberación de los inmunógenos 

integrados con el adyuvante de Freund. Algunos resultados similares a los 

obtenidos en el presente trabajo se encontraron en un estudio desarrollado por los 

investigadores Ghalavand y col., que consistió en la síntesis de toxoide tetánico 

recubierto con nanopartículas de quitosán donde compararon la inmunidad inducida 

por esta mezcla con la provocada por el hidróxido de aluminio en un modelo murino, 

la determinación de los valores de los títulos de anticuerpos se efectuó por la prueba 

ELISA, los resultados indicaron que existieron diferencias significativas entre el 

control y los grupos que contenían adyuvante (aluminio o quitosán) mezclado con 

el antígeno; pero no se observaron diferencias significativas entre los valores de los 

títulos de anticuerpos al comparar el grupo inmunizado con adyuvante de hidróxido 

de aluminio más el antígeno y el grupo que fue tratado con quitosán como adyuvante 

más toxoide tetánico, concluyendo los autores que el antígeno combinado con 

nanopartículas de quitosán puede ayudar a elevar la respuesta humoral, por lo que 

se sugirió como una buena alternativa para liberar el toxoide tetánico, mostrando a 

quitosán como un excelente adyuvante para la elaboración de nuevas vacunas 

destinadas a la inmunización de los individuos (Ghalavand et al., 2018; Muhammad 

et al., 2019). 

En otro estudio realizado por Cortés Hinojosa en 2009, donde se investigó la 

actividad inmunoestimulante de quitosán como adyuvante, por medio de un modelo 

de vacunación subcutánea en ratas, utilizando una vacuna recombinante contra la 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), comparándolo con un adyuvante de 

actividad conocida como es el adyuvante completo de Freund, se obtuvieron valores 

más elevados de títulos de anticuerpos en los sueros de ratones tratados con 

quitosán, que los tratados con el adyuvante de Freund, concluyendo que quitosán 
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mejoró la respuesta inmune en un modelo de vacuna peptídica. Resultados 

similares se obtuvieron en esta investigación en la prueba de aglutinación en 

microplaca, donde los títulos de anticuerpos de los sueros de ratones del día 105 

tratados con quitosán fueron más elevados que los sueros de los animales tratados 

con adyuvante de Freund, mientras que en la prueba ELISA los títulos de 

anticuerpos de los sueros murinos del día 105 fueron similares entre el grupo de 

ratones tratados con quitosán y los tratados con adyuvante de Freund. 

Así mismo, Schierließ y col., determinaron el efecto adyuvante de tres diferentes 

tipos de quitosán comparados con el hidróxido de aluminio, encontrando que todos 

los tipos del biopolímero combinados con el antígeno al ser analizados mostraron 

una elevada actividad adyuvante, presentando valores de títulos de anticuerpos 

más altos que los estimulados por el hidróxido de aluminio, que es el adyuvante 

oficialmente autorizado para uso en vacunas. A diferencia de los resultados 

obtenidos en la prueba ELISA en el presente trabajo, donde la inmunización de los 

ratones con el antígeno (suspensión bacteriana o extracto proteico) mezclado con 

quitosán desarrolló niveles de títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica 

equivalentes a los inducidos por el adyuvante de Freund en el día 105 

postinmunización (Cortés Hinojosa, 2009; Scherließ et al., 2013; Jiménez, 2015). 

Por otra parte Mohamed y col., en 2018, evaluaron el efecto adyuvante de quitosán 

y sus nanopartículas en la respuesta inmune humoral y mediada por células 

inducidas por la vacuna inactivada del virus de la influenza aviar H5N1 en pollos de 

engorda, con la finalidad de maximizar la eficacia de la vacuna contra la gripe aviar, 

se encontró que los valores de los títulos de anticuerpos más altos se registraron en 

el grupo de pollos vacunados con quitosán y el virus de la gripe aviar, seguido por 

el grupo vacunado con nanopartículas de quitosán y el mismo virus, los cuales 

presentaron un aumento significativo en el porcentaje de actividad fagocítica tres 

días después de la primera vacunación, luego los valores de los títulos de 

anticuerpos aumentaron significativamente de forma que a los 14 días se 

incrementó el porcentaje de actividad fagocítica en el grupo tratado con 



  

110 

  

micropartículas de quitosán, mientras que en el grupo tratado con aceite y el mismo 

virus se encontró un porcentaje menor (Mohamed et al., 2018). En los resultados 

obtenidos se aprecia el efecto adyuvante de quitosán unido al virus de la gripe aviar, 

estimulando la elevación de los valores de los títulos de anticuerpos. 

Novotny y col., en 1985, utilizaron también la prueba ELISA para realizar una 

evaluación de vacunas contra Bordetella bronchiseptica en lechones libres de 

patógenos con antígenos bacteriales de superficie, donde se llevó a cabo un análisis 

serológico de la inmunidad inducida por siete bacterinas que contenian Bordetella 

bronchiseptica, éstas fueron aplicadas en cerdas gestantes en la semana 7 y 2 

antes del parto, los lechones fueron infectados por vía intranasal con B. 

bronchiseptica en los primeros cinco días de vida y luego sangrados hasta la 

semana nueve de vida. Se observó que solo dos de las siete bacterinas probadas 

fueron capaces de prevenir la atrofia nasal en los animales. Posteriormente el suero 

de los lechones inmunes fue comparado con el de lechones que habían desarrollado 

atrofia nasal, para ello se utilizó la prueba ELISA con tres diferentes antígenos de 

Bordetella bronchiseptica: un extracto de antígenos de superficie lipopolisacárido y 

un antígeno proteico purificado y con actividad de adenil ciclasa, encontrando que 

los animales no protegidos mostraron un elevado título de anticuerpos contra el 

lipopolisacárido, los lechones inmunes se inclinaron a reaccionar con el antígeno 

purificado, los resultados evidenciaron que los títulos de anticuerpos medidos con 

esta mezcla compleja de antígenos no se correlacionó con la prevención de las 

manifestaciones más importantes de la enfermedad (Novotny et al., 1985). 

Un estudio realizado por Stephenson y col., evaluó la inducción de una cepa 

comercial de una bacterina de B. bronchiseptica sin adyuvante, para estimular la 

respuesta inmune protectora en una cepa 13/N de cuyos, contra un desafío de la 

bacteria aerotransportada, la cual fue aprobada para uso en caninos. Los animales 

seronegativos fueron vacunados en el día 0 y 21 con una inyección intramuscular 

de 0.2 ml de la bacterina. Los títulos de los anticuerpos humorales de los animales 

vacunados, fueron determinados por la prueba ELISA, en el rango de 128-1024 en 
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el día 49. En el día 30 siguiendo la segunda dosis de la bacterina (día de estudio 

51), 12 vacunados y 12 animales tratados con PBS encubiertos se expusieron a una 

dosis inhalada de 4.3 x 105 UFC de B. bronchiseptica (325 LD50), los animales 

desafiados fueron clínicamente normales, sin embargo, cada cuyo desarrolló una 

infección respiratoria localizada en la parte superior. La protección inducida por la 

bacterina canina comercial fue suficiente para prevenir el desarrollo de una 

enfermedad pulmonar en la cepa 13/N de cuyos (Stephenson et al., 1989). En la 

presente investigación se obtuvieron valores de títulos de anticuerpos en la prueba 

ELISA del día 105 postinoculación, que estuvieron de cinco a seis veces más 

elevados que los obtenidos por Stephenson y col. en 1989, posiblemente por el uso 

de adyuvantes en este estudio. 

Se llevó a cabo otro estudio realizado por Boot y col., en 1993, donde cobayos 

fueron inmunizados con 0.2 ml de la cepa 1 de Bordetella bronchiseptica 1:1 en 

adyuvante completo de Freund, después de cuatro semanas los animales fueron 

sangrados por punción cardíaca bajo anestesia, todos los sueros fueron 

almacenados a -20°C. La prueba se realizó en sueros de conejo ELCO en placas 

de microtitulación transparentes usando 50 ul de suero inactivado por calor (30 min 

a 56°C, en baño de agua), se realizaron diluciones dobles seriadas en 50 ul de PBS 

7.2 (dilución final de 1:2048), a cada pozo se le agregó 50 ul del antígeno diluido de 

la cepa de Bordetella bronchiseptica (Boot et al., 1993). 

Los antígenos fueron ajustados a 7.5 ug/ml de proteína y los sueros fueron diluidos 

1:50. Volúmenes de 100 ul a una dilución de 1:15000 de suero IgG de anticobayo 

producido en cabra o peroxidasa de IgG anti-conejo producido en cabra, las 

concentraciones de antígeno y conjugado a ser utilizadas fueron preprobados por 

titulaciones de tablero de ajedrez con diferentes diluciones del antígeno y del 

conjugado. La ELISA se consideró positiva si la densidad óptica (DO) de la dilución 

del suero excedía el promedio ± 3 SD de las densidades ópticas observadas en los 

sueros control negativos.  
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En los resultados obtenidos se reportó que ninguna cepa reaccionó de forma 

cruzada con el antígeno de la cepa I en la prueba de microaglutinación, por lo que 

presumiblemente no están relacionados serológicamente con las otras cepas en 

este estudio. La falta de reactividad cruzada de las cepas 7 y 10 es importante, ya 

que sugiere que las infecciones por B. bronchiseptica con estas cepas no serían 

detectadas por ELISA utilizando la cepa I como antígeno. Por lo tanto, los antígenos 

preparados a partir de ambas cepas también deben utilizarse en ELISA en la prueba 

de animales para la infección por B. bronchiseptica. 

La falta de reactividad cruzada de las cepas 7 y 10 es importante, ya que sugiere 

que las infecciones por B. bronchiseptica con estas cepas no serían detectadas por 

ELISA utilizando la cepa I como antígeno (preparado a partir de la cepa I), fue 

empleada con éxito en su totalidad para el seguimiento de cobayos y colonias de 

conejos utilizando el método de Microaglutinación, se detectaron anticuerpos contra 

B. bronchiseptica en alrededor de 28% de conejos saludables de colonias 

infectadas, dicho porcentaje fue significativamente menor que cuando se utilizaron 

cultivos selectivos o ELISA (Boot et al., 1993). En el presente trabajo se observó 

una diferencia entre los resultados de la prueba de aglutinación en microplaca y la 

prueba ELISA, posiblemente atribuida al tipo de antígeno utilizado, para la 

realización de la prueba de aglutinación en microplaca se utilizó como antígeno una 

suspensión de B. bronchiseptica mientras que para la prueba ELISA se uso como 

antígeno el extracto proteico de B. bronchiseptica. El trabajo realizado por Boot en 

1993, muestra la posibilidad de que algunas cepas pueden no ser detectadas por 

las pruebas, debido a la falta de reactividad cruzada entre dichas cepas de B. 

bronchiseptica. 

En este estudio el termogel de quitosán combinado con los antígenos (suspensión 

bacteriana o extracto proteico) resultó ser eficiente en el desarrollo de una 

inmunidad humoral en los ratones tratados con el biopolímero, generando 



  

113 

  

anticuerpos contra B. bronchiseptica y actuando de forma similar que el adyuvante 

de Freund, puesto que no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre 

ellos en el día 105 postinmunización; sin embargo se ha reportado que el uso de 

quitosán como adyuvante presenta una serie de ventajas en comparación con el 

adyuvante de Freund, ya que quitosán es biodegradable, biocompatible, de baja 

toxicidad, de fácil adquisición y de bajo costo (Miranda y Lizárraga, 2012; Santos-

López, 2013). Así mismo, es importante mencionar que en el desarrollo del presente 

proyecto se logró apreciar que la aplicación de los inmunogénos formulados con 

quitosán, formaron una mezcla fácil de manipular y de administrar a los animales a 

diferencia de la combinación formada con el adyuvante de Freund y los 

inmunógenos, que al prepararlos se obtuvo una emulsión de difícil manejo y 

bastante complicada de administrar a los ratones. 

La capacidad inmunoestimulatoria de quitosán podría ser atribuida a la elevada 

viscosidad que presenta en solución, ocasionando una reacción de inflamación que 

atrae células inmunitarias y que además provoca que el antígeno permanezca un 

mayor tiempo en el sitio de administración, así mismo, las estructuras de N-acetil-

glucosamina podrían activar a los TLR-2 presentes en las células dendríticas. En 

otro estudio se realizó la determinación del tipo de respuesta inmune que se 

desarrolla al utilizar quitosán, documentándose que es una respuesta de tipo Th2, 

al verse elevada la IgG1, en cambio el adyuvante completo de Freund ACF presentó 

una elevación en los títulos de IgG2a con una tendencia a una respuesta Th1. 

Aunque en el presente estudio se detectaron las IgG totales, sin analizar las 

subclases de IgG, quedó claro que el uso de quitosán combinado con el antígeno 

desarrolló la producción de anticuerpos de forma tan eficiente como el adyuvante 

de Freund, considerado el adyuvante por excelencia en este tipo de investigaciones, 

aún con sus grandes desventajas como son la alta reactogenicidad, la elevada 

toxicidad, así como una baja biodegradabilidad y biocompatibilidad (Cortés 

Hinojosa, 2009). 
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Por otra parte, Seferian y Martínez, describieron la actividad inmunoestimulante de 

dos formulaciones adyuvantes, una de partículas de zinc-quitosán y otra 

formulación a base de una emulsión con quitosán, ambas fueron probadas en 

ratones, el resultado reveló que se obtuvo una respuesta positiva en la elevación de 

anticuerpos con las dos mezclas utilizadas. En este estudio también se realizó un 

análisis de isotipos de anticuerpos, en donde se encontró que el isotipo IgG1 se 

incrementó en los animales inmunizados con partículas de zinc mezcladas con 

quitosán, en cambio se obtuvo una respuesta mixta con la emulsión a base de 

quitosán al elevarse IgG1, IgG2a e IgG2b. Por lo tanto, se sugiere realizar un 

análisis de isotipos de anticuerpos en una investigación posterior, sin embargo, 

conociendo que el quitosán obtenido en este trabajo fue de bajo peso molecular se 

podría especular que la subclase predominante en los sueros de los animales 

analizados fue IgG2a, se ha documentado que el quitosán de bajo peso molecular 

(LMW) induce un aumento en las IgG2a, posiblemente por el grado de 

desacetilación de quitosán de LMW, en consecuencia, tendría más unidades N-

acetil-D-glucosamina y se sabe que las células fagocíticas internalizan algunos 

antígenos por medio de sus receptores de manosa, que reconocen carbohidratos 

en las paredes celulares de bacterias, incluyendo N-acetil-Dglucosamina además 

producen citoquinas TH1 tales como IL-12, IL18 y TNF alfa (Seferian y Martinez, 

2000; Zhang et al., 2005; Moran et al., 2018). 

Finalmente, se ha documentado que quitosán mejora tanto la respuesta inmune 

celular como la humoral y posee la capacidad de activación de macrófagos e 

iniciación de citocinas, también activa a las células dendríticas al unirse al receptor 

Toll-Like 4 (TLR4) y los receptores de manosa. En lo que respecta a la carga positiva 

que posee el biopolímero, ésta le proporciona una afinidad mayor por las (APC) 

uniéndose por interacción iónica a sus membranas celulares cargadas 

negativamente, además, estas cargas positivas permiten la unión electrostática con 

antígenos que tienen carga negativa y ADN para la administración de vacunas. Es 

importante mencionar que quitosán presenta una capacidad similar para desarrollar 
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una respuesta inmune adecuada que ACF, por lo tanto, se propone como una 

alternativa de adyuvante al demostrar la capacidad que posee de desarrollar una 

respuesta inmune humoral sin provocar un riesgo de toxicidad para los organismos 

(Morris et al., 1999; Mohamed et al., 2018; Sun et al., 2018). 
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8. CONCLUSIONES 

8.1. El termogel de quitosán elaborado para este estudio presentó las características 

adecuadas para ser administrado a los animales como un adyuvante de liberación 

lenta, comportándose como un gel inteligente. 

 

8.2. El termogel a base de quitosán tiene el efecto de un adyuvante en el desarrollo 

de la respuesta inmune humoral contra B. bronchiseptica, funcionando como 

soporte de liberación lenta del antígeno (suspensión bacteriana o extracto proteico) 

y favoreciendo una reacción de inflamación en el sitio de inoculación. 

 

8.3. El termogel de quitosán combinado con suspensión bacteriana o extracto 

proteico de B. bronchiseptica es capaz de inducir el desarrollo de la respuesta 

inmune humoral en niveles equivalentes e incluso mayores al adyuvante de Freund, 

estimulando la producción de anticuerpos detectados mediante la técnica de ELISA 

y de aglutinación. 

 

8.4. Los niveles de anticuerpos aglutinantes contra B. bronchiseptica fueron 

mayores en el grupo de ratones tratados con quitosán como adyuvante en 

comparación con el grupo de animales tratados con el adyuvante de Freund 

independientemente del antígeno suspensión bacteriana o extracto proteico.  

 

8.5. Los valores de los títulos de anticuerpos contra B. bronchiseptica determinados 

por la técnica de ELISA resultaron ser equivalentes en los grupos de ratones que 

se inmunizaron con los antígenos mezclados con quitosán o con adyuvante de 

Freund, sin embargo, los niveles de anticuerpos fueron mayores en los grupos 

inoculados con extracto proteico que con suspensión bacteriana, independiente del 

adyuvante utilizado.  
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9. APÉNDICES 

Electroforesis de las muestras (proteínas purificadas y extractos bacterianos) 

en geles de poliacrilamida dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE). 

Se emplea un sistema de geles discontinuos de acuerdo al procedimiento de 

Laemmli (1970); brevemente, se utiliza un gel de separación al 12.0 %, uno de 

concentración al 4.0 % y la solución amortiguadora de corrida o para electródos 

(tanque), pH 8.3 (Tris 0.025M, Glicina 0.192, SDS al 0.1%). 

Se utiliza la solución de trabajo al 40 % Acrylamide/Bis Solution, 29:1 (BIO-RAD, 

Cat. Num. 161-0146). Las cantidades de las soluciones amortiguadoras y de los 

reactivos, se mezclan y se vierten rápidamente al molde de la cámara de 

electrofóresis para preparar el gel de separación: 
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Gel de separación 1 GEL 2 GELES 

Acrilamida/bis acrilamida (solución 

de monómeros) 
2.1 ml 4.2 ml 

Amortiguador Tris-HCl 1.5 M, pH 6.8 1.8 ml 3.6 ml 

Solución de SDS al 10%  70 ul 140 ul 

Agua destilada    3.0 ml 6.0 ml 

Persulfato de amonio al 10% 
     

35 ul 70 ul 

TEMED   3.5 ul 7.0 ul 

Volumen total (un gel)  
  

7.0 ml 14.0 ml 

Nota: Se recomienda adicionar cuidadosamente (para no perder la interfase) una 

capa de agua destilada o isopropanol sobre la mezcla anterior, cuando ya está 

colocada en el molde de la cámara. 

Una vez que el gel polimerice, si se utiliza isopropanol es necesario realizar una 

serie de lavados hasta eliminar el olor, y después se adiciona la mezcla 

correspondiente al gel de concentración: 

Gel de Concentración 1 GEL 2 GELES 

Acrilamida/bis acrilamida (solución de 

monómeros) 
500 ul 1.0 ml 

Amortiguador Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 1.3 ml 2.6 ml 

Solución de SDS al 10%  50 ul 100 ul 

Agua destilada    3.12 ml 6.24 ml 

Persulfato de amonio al 10% 
  

25 ul 50 ul 

TEMED   5.0 ul 10.0 ul 

Volumen total (un gel)  
  

5.0 ml 10.0 ml 

y posteriormente se coloca el peine, el cual se retira cuando el gel este polimerizado 

o antes de su uso, para que de esta forma los carriles queden bien definidos. 
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Sustrato orto-fenilendiamina. [O-Phenylenediamine (OPD) Dihydrochloride, 

Sigma Immuno Chemicals, Product number P-6662]: Disolver la tableta en 0.05 M 

de phosphate-citrat buffer, pH5.0 a la concentración deseada (usualmente una 

concentración de OPD de 0.4 mg/ml es usada). Adicionar 40 l de peróxido de 

hidrógeno fresco al 30% (Sigma Podruct No. H-1009) por 100 ml de solución 

amortiguadora de sustrato, inmediatamente antes de su uso. En forma más 

específica se disuelven 2 tabletas en 5 ml de la solución amortiguadora de sustrato 

y se le agregan de 2 a 5 l de peróxido de hidrógeno fresco al 30% (Hydrogen 

Peroxide 30% w/w solution, Sigma, Cat. Num. H-1009), y de esta preparación se 

emplean 200 l/pozo. La reacción se detiene con la adición de 50 l de HCl al 3N o 

H2SO4 al 3M, por cada 200 l de la solución anterior. Finalmente, la microplaca se 

lee en un elisometro para obtener los valores de densidad óptica empleando un Test 

Filter 450 nm, sin Ref. filter and W/L mode Single (filtro disponible en el Laboratorio). 
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9.2. Apéndice 2. Preparación de Soluciones 

Solución salina fisiológica (SSF). 

Cloruro de sodio (NaCl)  0.85 g 

Agua destilada  100 ml 

 

Solución bloqueadora BSA-PVP-PVA. 

BSA (1%)  0.50 g 2.5 g 

PVA (0.5%)  0.25 g 1.25 g 

PVP (0.8%)  0.40 g  2.0 g 

Azida de sodio (0.05%) 0.025 g 0.125 g 

PBS 10 mM (pH 7.4-7.2) (Vol. Final) 50 ml 250 ml 

 

Solución bloqueadora BSA-PVP-PVA. (sin ázida de sodio) 

BSA (1%)    0.50 g 

PVA (0.5%)    0.25 g 

PVP (0.8%)    0.40 g 

PBS 10 mM (pH 7.4-7.2)  50 ml 

       

Solución Pre-Bloqueadora  

BSA (1 %)  0.5 g 2.5 g 

PBS 10 mM (pH 7.4-7.2)          (Vol. Final) 50 ml 250 ml 

       

Solución amortiguadora de Fosfato-Citrato (0.05 M), pH=5.0. 

Fosfato de sodio dibásico 0.7296 gr en 25.7 ml agua destilada 

Ácido cítrico 0.1 M  0.510 gr en 24.3 ml de agua destilada 

Ajustar con agua destilada (Vol. Final) 100 ml 

 

Solución Reveladora (OPD) 

96 pozos x 200 ul/pozo = 19.2 ml~20 ml 

O-phenylenediamine (OPD) Dihydrochloride 5 tabletas 

Solución amortiguadora de Fosfato-Citrato 0.05 M 20 ml 

Peróxido de Hidrógeno fresco al 30 % 500 ul 

                                                        (Vol. final) 20 ml 
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Solución PBS-Tween 0.05% (Solución de lavado) 

Buffer de Fosfatos (PBS), pH 7.2 250 ml 500 ml 

Tween 20%  0.125 ml 0.250 ml 

                  Volumen Final: 250 ml 500 ml 

 

Solución Amortiguadora de fosfatos (PBS), pH= 7.2. 

Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g 

Fosfato dibásico de potasio (K2HPO4) 1.21 g 

Fosfato monobásico de potasio 

(KH2PO4)  
0.34 g 

Agua destilada   1,000 ml 

 

Solución amortiguadora de carbonatos (0.05 M), pH 9.6 (BBC). 

Bicarbonato de sodio ácido (NaHCO3) 0.293 g 1.465 g 

Carbonato de sodio anhidro (Na2CO3) 0.159 g 0.795 g 

Agua destilada  Vol. final 100 ml 500 ml 

 

Información de Reactivos 

Goat Anti-Mouse IgG(H+L) Horseradish Peroxidase Conjugate. BIO-RAD, Cat. 

Num. 172-1011, Lot. Num. 64067503 

O-Phenylenediamine(OPD) Dihydrochloride, Sigma-Aldrich, Product number P-

6662-100TAB. Lot. 129K8214 (Tab=1mg). 

 

Solución reguladora del gel de separación Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8. 

Trizma base   18.15 g 

Agua destilada 40 ml 

Ajustar el pH con HCl 6 N, aforar a 50 ml, filtrar en papel Whatman No. 1 y guardar 

a 4 °C. 
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Solución amortiguadora del gel concentrador Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8. 

Trizma base  3.0 g 

Agua destilada   40 ml 

Ajustar el pH con HCl 6 N, aforar a 50 ml, filtrar en papel Whatman No. 1 y guardar 

a 4 °C. 

 

Solución de lauril sulfato de sodio (SDS) al 10 %. 

SDS 10 g 

Agua destilada   100 ml 

Se guardó a temperatura ambiente 

          

Solución de persulfato de amonio al 10 % 

Persulfato de amonio 0.1 g 

Agua destilada   1.0 ml 

Se preparó en el momento de su utilización 

    

Solución amortiguadora de corrida (Tris base 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 

0.1%), pH 8.3. 

Trizma base     3.0 g 

Glicina     14.4 g 

SDS al 10%     10 ml 

Agua destilada hasta    1 l 

Ajustar el pH con el trizma base, el regulador del tanque inferior puede ser reusado 

de 4 a 5 veces, el del tanque superior debe ser descartado cada vez que se utilice 

. 

Solución digestora 

Tris 0.5 M, pH 6.8    4.375 ml 

SDS      0.1 g (o 1 ml de una Solución al 10%) 

Glicerol     0.5 ml 

2-mercaptoetanol    0.25 ml 

Azul de bromofenol 0.002 g 

Dithiothreitol (DTT; FW 154.2)  0.130 g (OPCIONAL). 

Almacenar a 4 °C (para periodos cortos) y en alícuotas de 0.3 ml a -20 °C hasta 

6 meses.    
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Solución concentrada (madre o stock) para tinción de proteínas. 

Azul de Coomassie R-250 2 g 

Agua destilada 200 ml 

         

Solución de trabajo para tinción de proteinas, Coomassie R-250 al 0.125%. 

     

Solución amortiguadora de transferencia, pH 8.3 (Tris 0.025 M, Glicina 0.192 

M, metanol 20% V/V). 

 

Trizma base 3.023 g 

Glicina 14.4 g 

Metanol 200 ml 

Agua destilada 800 ml 

 

 

Solución desteñidora I para gel. 

Metanol absoluto   500 ml 

Ácido acético glacial   100 ml 

Agua destilada    400 ml 

 

Solución desteñidora II para gel. 

Metanol absoluto   25 ml 

Ácido acético glacial  35 ml 

Agua destilada 440 ml 

 

 

 

 

 

Solución concentrada de Azul de Comassie 62.5 ml 

Metanol absoluto   250 ml 

Ácido acético glacial 50 ml 

Agua destilada  137.5 ml 

Si existen grumos se sugiere filtrar empleando papel Whatman No. 1. 
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