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Introduccién

Existen lineas de investigacién en curso con la
finalidad de encontrar vacunas antibacterianas, una de
ellas est& dedicada al estudio de inmundgenos para uso en
humanos que sea util en la prevencién de la fiebre
tifoidea.

La enfermedad estd causada por una bacteria
patégena. Salmonella typhi. Este bacilo fue aislado por
primera vez en 1880 por Eberth de ganglios linfaticos
mesentéricos de pacientes. Salmonella typhi es un pardsito
obligado del hombre, es gram negativo, mévil y pertenece a
la familia Enterobacteriaceae. Puede ser determinado
bacterioldgicamente por sus reacciones fermentativas vy
sobre la base de sus antigenos de superficie. El antigeno
"0" contiene un lipopolisacarido, que es un factor
importante de virulencia, pues las cepas que han perdido
este antigeno, son menos virulentas de las que si lo
tienen. Los antigenos flagelares “"H", estdn constituidos
por proteinas. El antigeno "Vi"” es un homopolimero de Acido N-
acetilgalactosaminurénico, dque se correlaciona con 1la
virulencia de 8. typhi en el ratén. 8Sin embargo su relacién
con virulencia en el ser humanoc no esta clara.

El hombre adquiere la infeccién al ingerir alimentos
contaminados con materia fecal de enfermos con fiebre

tifoidea o de portadores asintomdticos. La mayor parte de



los microorganismos ingeridos son probablemente inactivadas
por la acidez del jugn gastrico. Las bacilaos que superan
esta barrera invadiendo la mucosa del intestino delgado,
penetran entre las células epiteliales y alcanzan el tejido
linfoide de las placas de Peyer donde proliferan en células
fagociticas mononucleares praoduciendo después necrosis focal
y alcanzando 1la corriente sanguinea, las endotoxinas son
liberadas en 1la sangre por lisis hacteriana, ocasionando
algunos sintomas, Yy produciende septicemia, 1los bacilos
pusden localizarse y multiplicarse en ganglios linfaticos,
amigdalas, pulmones, bazo, higado, rifones, médula dsea, a
veces en el sistema nervioso central dando  lugar a
meningoencefalitis (Morgan 1965, Molinari 1970). Durante la
enfermedad, entre el 50 a 80% de los pacientes excretan junto
con sus heces a los bacilos de la tifoidea.

Los sintomas clinicos mads comunes son cefalea, anorexia,
fiebre que en praomedio alcanza 39=C acompafada de
bradicardia. Durante la primera semana el paciente esta
postrado, puede haber diarrea aungue la constipacidn es mds
frecuente Yy se acompafa de dolor y distensidén abdominal vy
distensidn, en este periodo puede haber tas y bronquitis.
Al inicio de 1la segunda semana aparecen con frecuencia
manchas rosadas, esplenomegatia vy 1la Ffiebre permanece
elevada. En 1los casos graves ol paciente tiene delirio vy

muestra el estado tifoideo. Despuds de la tercera semana la



curva de temperatura muestra remisiones matinales y regresa a
la normalidad por lisis gradual. Se presenta leucopenia en
muchos casos caracterizada por un descenso de
polimorfonucleares y ausencia de eosinéfilos.

Durante la primera y segunda semanas los hemocultivos
son positivos, y menos frecuentemente durante la 3era.
semana, los coprocultivos pueden ser positivos desde el
principioc y a menudo permanecen hasta el +final de la
convalescencia. La Salmonella es a menudo encontrada en la
orina durante la 2a y 3era. semana y puede ser excretada por
un periodo considerable después de la convalescencia. Los
cultivos de médula désea pueden mostrar bacilos cuando los
hemocultivos son negativos. Los bacilos de la tifoidea son
encontrados con frecuencia en la médula ésea, en el bazo y la
vesicula biliar estd invariablemente parasitada.

Un ataque de fiebre tifoidea usualmente confiere
inmunidad. La recuperacidén estd asociada con la aparicion
en sangre de anticuerpos contra §. typhi. Estos anticuerpos
alcanzan niveles apreciables durante las, 2a y 3era. semanas
de la enfermedad. Existen evidencias de que estos anticuerpos
estdn presentes durante la fase aguda de la enfermedad, en
recaidas Yy en el momento de progreso hacia un final fatal
(Gay 1918), Estas evidencias sugieren que la inmunidad
humoral no es la dnica que estd involucrada en la

recuperacién.



Parece probable que 1los anticuerpos circulantes
eliminan a los bacilos extracelulares de la sangre, pero
no a aquellos dentro de las células del bazo, médula bHsea,
tejido lirfoide intestinal etec.

lla inmunizacién en bhumanos para prevenir la fiebre
tifoidea fué iniciada por Pfeiffer y Kolle por un lado vy
Wright (1896) por otro trabajando independientemente, usando
vacunas de bacilos muertos por calor y conservados en fenol,
Salmon vy Smith quienes habian mostrade 10 akos antes que las
palomas podian ser protegidas contra una infeccién fatal:
por inoculacién con Salmonella muerta por calor. Durante
una guerra colonialista en Sudafrica se inmunizaron tropas
inglesas, mas tarde durante la primera guerra mundial
volvié a probarse la eficacia de esta vacunajy sin embargo
las dudas y criticas concernientes a esta vacuna pudieron
eliminarse por la serie de ensayos de campo realizados
duranté los aWos &0s,. Uno de los factores que contribuyd
a esto fué el uso de cepas lisas de S. typhi para la
produccién de la vacuna.

La mayoria de los ensayos de campo se han llevado a
cabo en escolares que viven en Areas endémicas de fiebre
tifoidea. La informacién complementaria se ha obtenido de
estudios cuidadosos con desaf{ios en voluntarios humanos.
(Germanier 1984).

Dos preparaciones vacunales han sido establecidas como



preparaciones de referencia internacional por el comité de
expertos de la Organizacién Mundial de la Salud,” la vacuna
inactivada con calor-fenol (vacuna L) y la vacuna inactivada
con acetona (vacuna K), la preparacién de estas vacunas y sus
caracteristicas han sido descritas por la Divisidn de
Inmunologia, del Instituto de Investigacién de 1la Armada
Walter Reed (1964). Los resultados de los ensayos de campo
realizados en Yugoeslavia y Guyana en 1964, Polonia en 1965 y
en la URBS en 1964, probaron la eficacia de estas vacunas
que confirieron una protecci én estadisticamente
significativa, aunque la vacuna K fué ligeramente mas potente
que la L. La vacuna K fue efectiva entre el 73 y 93%
mientras que 1la L mostrd una eficacia del S1 al 77%. En
Guyana la vacuna K confirid proteccién durante 3 afos en el
Q3% y en el Bl%Z durante 4 afos después de la inmunizacién
(Bermanier 1984).

Estas vacunas fueron probadas por Hornick et al. (1970)
en voluntarios a quienes se les aplicaron tres dosis en vez
de dos como en los ensayos de campo y fueron desafiados de 3
meses a 1 afo por via oral con diversas dosis de 8.  typhi
virulenta.

Se comprobé que no habia proteccién contra dosis de 107
bacilos, westa dosis produjo fiebre tifoidea en el 50% de los
controles, ninguna diferencia significativa pudo notarse

entre las vacunas K y L.



'La Organizacién Mundial de la Salud organizé en
Yugoeslavia un programa de inmunizacién estriﬁtamente
controlade en el campo y se mostrd que una vacuna
fenolizada conteniendo Ag "0Q" pero no "Vi" fue efectiva en
reducir la tasa de infeccidn. 8in embargo Callender vy
Luippoold 1943 inmunizaron con esa vacuna estandar a un
grupo de hombres quienes posteriormente fueron expuestos a
agua contaminada, la incidencia de fiebre tifoidea entre
el grupo inmunizado fue de 7% comparado con l1l.1% del grupo
vacunado. Los resultados sugirieron que la proteccién
conferida por vacunacioen fue solo relativa, ya que algunos
casas ocurrieron en grupos inmunizados. La dosis
infectante puede ser muy grande y en algunos casos 1os
mecanismos de inmunidad pueden ser superados, explicandose
de eseta manera la +falla de la vacuna para conferir
proteccién completa en todas las circunstancias (Syverton
et al. 1946).

Aunque todas las dudas acerca de la eficacia de las
vacunas muertas parenterales en uso han sido despejadas,
ain siguen siendo insatisfactorias, debido a las
reacciones indeseables que producen tales como procesos
inflamatorios extensos y muy dolorosos, cefalea, fiebre,
malestar general; por lo que es necesaria la budsqueda de
vacunas que no induzcan estos efectos secundarios, que

tengan mAs potencia, que induzcan inmunidad mids duradera,



que su produccidén no sea muy costosa y sean practicas en
s aplicaci dn.

Experimentalmente se han podido obtener cepas
mutantes atenuadas de 8. typhimurium capaces de inducir
protecciéon comparable a la inducida por una infeccidn
subletal de una cepa virulenta. (Germanier and Firer 1971)
A partir de estos resultados se ha experimentado con una
cepa de S. typhi Ty2la atenuada como un candidato para una
vacuna viva oral. Estas mutantes Gal E estan
caracterizadas por la falta de UDP-galactosa epimerasa,
esta enzima es la responsable de la sintesis de UDP-
galactosa a partir de UDP-glucosa, como consecuencia de
este defecto no hay UDP-galactosa disponible, no se pueden
formar las cadenas laterales del lipopolisacarido o
antigeno "0", sin embargo cuando la galactosa es aRadida
al medino, UDP—-galactosa puede ser sintetizada via
galactosa 1-fosfato. En estas condiciones el LPS del tipo
liso pusde ser sintetizado. Esta reversion fenotipica
ocurre en vivo permitiendo que estas mutantes Gal-E
mantengan su capacidad inmunizante. Como resultado del
defecto en la epimerasa, la galactosa exégena tomada no
puede ser metabolizada y se acumula en las células en
forma de galactosa l-fosfato y UDP-galactosa, 1lo que
produce lisis de las células.

Esta cepa TyZla fue probada en 155 voluntarios



‘hUMInOI a los que se les di6 de 5 a B dosis con intervalos
de 3 a 4 dias conteniendo 3-10X10*® bacilos viables, no se
observaron efectos indeseables. De 5 a 9 semanas después
de la ultima inmunizacidn, las personas vacunadas fueron
desafiadas con 10® pacilos virulentos, incluyeron doce
hombres no vac;nados que sirvieron como controles. Los
resultados mostraron una eficacia del 87%, 7 de los
vacunados se enfermaron de fiebre tifoidea mientras que en
el grupo control se enfermaron 53 personas; debe sefalarse
que estos estudios fueron realizados con una dosis alta de
vacuna cosechada recientemente (Gilman et al. 1977).

Un ensayo de vacunacién fue realizado con esta vacuna
aral en Egipto (Wadhdan et al; 1982). 32,388 nifos de 6 a
7 aRos #fueron vacunados con tres dosis de 1-8X10"
bacterias de la cepa Ty2ta, se incluyé un grupo control
sin vacuna y otro grupo el gue se administré placebo, 1la
eficacia se siguid durante 3 aRos. Se encontrd wuna
incidencia del 0.6 (1 caso) en el grupo vacunado
(Incidencia = No. de casos X cada 10,000), 14.6 (22 casps)
en el grupo del placebho y 14.8 (38 casns) en el de nifos
no vacunados. Con estos datos se estimé una proteccidn del
95%%, los resultados indicaron que esta vacuna es segura,
estable vy efectiva contra fiebre tifoidea por un periodo
de tres afos. Se ha teorizado sobre la posibilidad de que

esta cepa avirulenta e inmunogénica de galmonella typhi



Ty2la sea capaz de acarrear determiqantes antigénicos de
otras bacterias o de virus (Germaniér 1984) .

lLa investigacidén cientifica relacionada con vacunas
contra Salmonella, ha sido enfocada en general a los
papeles inmunogénicos de laos componentes de las
preparaciones ribosomales obtenidas de Galmonella
typhimurium, Venneman y Berry (1971) encontraron una
elevada inmunogenicidad de las vacunas ribosomales.
Margolis y Bigley (1972) por un lado, asi como Smith vy
Bigley (1972) han atribuido a los complejos RNA—proteina
el papel de inmunégenos activos. Mientras que Houchens and
Wright (1973) reportaron que una glicoproteina, o un
mucopolisacérido co-purificado con ribosomas, podrian ser
las sustancias responsables de la inmunidad inducida con
preparaciones ribosomales. Eiseinstein (1975) reporté que
los antigenos "0" gue contaminan las proteinas como el ARN
de 1los extractos ribosomales, son los responsables de
parte de la actividad protectora. En este sentido Hoops
et al. {1976) reportaron gue componentes extrinsecos
agdheridos a la superficie y no constituyentes propios de
los ribosomas, eran los responsables de un grado excelente
de inmunidad. En cambio los resultados de Jonhson (1973)
apuntaron hacia gque el componente inmunogénico de 1los
ribosomas era una proteina o un grupo de proteinas.

Molinari y Larralde (1974) encontraron gue las



preparaciones ribosomales obtenidas de Salmonella
typhimurium inducen en el ratdén wn alto grado de inmunidad
que fue mas evidente entre las 3 y 4 semanas post-
inmunizacidén vy que se sigue manteniendo alto tres meses
después. Esta preparacién permanece activa y muy estable
cuando se liofiliza y mantiene a 4=C. La potencia de
estas preparaciones se mantiene por arriba de los & afos
(datos no publicados). Analisis inmunoelecﬁroforétl:os
mostraron que esas preparaciones ribosomales se habian
copurificado con lipopolisacadrido, y se corrobordé por
estudios de microscopia electrénica la presencia de
componentes probablemente membranales. Molinari et al.
(1976) encontraron que estas preparaciones ribosomales
indujeron inmunidad en el 100%Z de los ratones al ser
inoculadas por via subcutanea y usandose un desafio oral
con 5.5 X 10 de B8almonella typhimurium virulenta
creciendo en fase logaritmica. En contraste en el grupo
control se observéd un 72% de mortalidad. Se puede pensar,
aunque seria complejo comprobarlo que dosis de 5.5 X 10*
de la Salmonella virulenta creciendo en su fase
exponencial, es dificil que pudieran ser ingeridas de modo
natural, por lo tanto se pueda predecir qQue estos
inmunégenos en dosis é6ptimas pueden proteger al hombre
contra la cantidad de 8. typhi que éste ingiera con

alimentos contaminados.
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Molinari et al. (1975) encontraron que preparaciones
ribosomales chtenidas de Salmonella typhi Ty2 protegieron
al 100% de los ratones inmunizados contra el desafio con
tres cepas diferentes de §. typhi y que estudios de
tolerancia en humanos voluntarios mostraron solo una leve
reaccidn inflamatoria en el sitio de inoculacién.

Los resultados obtenidos con la vacuna ribosomal son
satisfactorios sin embargo el uso de estas preparaciones
para inmunizar en gran escala, a conglomerados humanos, se
ve limitada por la pequefa cantidad de ribosomas obtenidos
por cada litro de cultivo. La produccién de una vacuna de
esta indole a escala industrial implicaria costos muy
elevados tanto por la metodologia que se requiere para la
obtencién de estas preparaciones, como la inmensa masa
bacteriana que se necesitaria cosechar para obtener
preparaciones que serian exiguas.

Ante esta perspectiva se plantea llevar a cabo wuna
investigacién que considere los siguientes objetivos:
disefar un método que utilice una infraestructura sencilla
y que permita la ohtencidén de extractos altamente
inmunogénicos a partir de células de 8. typhi vy de 8.
typhimurium creciendo en fase exponencial , Yy que
adicionalmente tenga un rendimiento dptimo por litro de
cultivo. Estudiar si estos extractos inmunogénicos

son inécuos o tienen propiedades téxicag., Bi inducen en
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humanos efectos indeseables o son bien tolerados, vy
finalmente llevar a cabo una caracterizacién inmunoguimica
de los extractos, con el fin de estudiar aisladamente cada

componente inmunogénica.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas se utilizaron para este estudio

Salmonella typhi Ty2 y Salmonella typhimurium (obsequiadas

por &l Dr. J. Martuscelli, Instituto de Investigaciones
Biomédicas UNAM. por el Dr. J, Fernandez de Castro,
Instituto Nacional de Higiene, 8SA. y por el Dr. L.
Filloy, Hospital Infantil de la Ciudad de México) v se
mantuvieron en cultivos de caseina-peptona y soya-peptona
agar (Merck).

Para la preparacién de cultivos; se emplearon frascos
conteniendo siete litros de caseina-peptona sovya—peptona
en caldo, se inocularon con S0 ml de cultives de
Salmonella typhi o Salmonella typhimurium crecidas durante
toda la noche. Estos cultivos se incubaron a 37°C durante
4 a 5 horas. Las células bacterianas se cosecharon por
centrifugacidn a 7000 y g durante 15 min & 4°C en una
centrifuga Sorvall y el sedimento bacterianc se mantuvo a
4°C hasta su uso.

Animales de laboratorio. Se usaron ratones albinos de
la cepa CD-1 con un peso entre 20 a 24 g de una colonia de
nuestro bioterio, para todos los experimentos de
inmunidad. Ademds se trahajé con ratas blancas de la cepa
Wistar del mismo bioterio pesando entre 200 y 250 g para
las pruebas de endotoxina. Finalmente se emplearon conejos

blancos de Nueva Zelanda para la obtencidn de antisueros.
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Obtencién de material inmunogénico e inmunizacién.
fos antigenos bacterianos se obtuvieron a partir de polvos
aceténicos obtenidos a su vez de las células bacterianas
siguiendo el método de Fessenden et al. (19467). Las
células de 1la pasta bacteriana se resuspendieron en
acetona fria previamente deshidratada con cloruro de
calcio. La suspensién se agité durante 10 min y se paséd a
través de un filtro de vidrio usando una bomba de vacio,
se agfegé acetona limpia y se repitieron los pasos hasta
la flltracidn. Las células se lavaron con cloroforme frio
de 1a misma manera. El material se dejd en una cdmara de
vacio en refrigeracién durante 48 h con el objeto de
eliminar el cloroformeo residual. La siguiente metodologia
fue disefada para la obtencidn de antigenos a partir de
los polvos bacterianos aceténicos. Estos polvos se
resuspendieran en amortiguador de fosfatos 0.01 M, a pH
7.2, conteniendo cloruro de magnesio 0.012 M, sacarosa
0.23 M, cloruro de potasio 0.1 M vy desoxicolato de sodio
al 0.4%, al final se afhadid deoxirribonucleasa (Merck) a
una concentracién de 20 ug/ml, se incubd a 36°C durante 1
h con agitacién constante y se dializé contra el mismo
amortiguador sin sacarosa ni desoxicolato durante tres
dias con cambios frecuentes. El1 material dializado se
centrifugé a 3I6,000 x g durante 15 min a 4=C. El

sobrenadante se decantd cuidadosamente, se filtrd a través
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de una membrana milliporo de 0.22u, se liofilizé y se
guardé en refrigeracién. Los productos finales para su
prueba se denominaron: Vacuna Nueva de Saimonella typhi v

Vacuna Nueva de Salmonella typhimurium. (Tato, et al,

1979) .

Se obtuvieron preparaciones ribosomales de Salmenella
typhi Ty2 siguiendo los métodos descritos en otros
trabajos (Molinari et al. 1974 ab).

Los ratones se inmunizaron con diferentes dosis de
las vacunas nuevas resuspendidas en 0.1 ml de solucidn
salina isotdnica estéril por via subcutdnea. La segunda
dosis se administré siete dias después,

Para obtener antigenos purificados a partir de 1la
vacuna nueva de 8. typhi, se cargd una columna de 1.6 ¥ &0
cm de DEAE~cellulosa Whatman) eguilibrada con
amortiguador de fosfatos 0.02M,, pH B.0, Yy se aplicaron
300 mg del complejo inmunogénico obtenido de §, typhi. El
flujo se ajustd a una velocidad de &0 ml/h, las fracciones
se eluyeron incrementando la concentracidn de cloruro de
so0dio por pasos. La salida de proteinas se verificd con un
analizador ultravioleta UAa-5 (ISC0O) a una longitud de onda
de 280 nm, se colectaron alicuotas de 3.5 wl. La
ahsorhancia del material en cada tubo se estimé en un
espectrofotdmetro Carl Zeiss a 280 nm. El material de 1los

tubos de cada pico se mezcld, se dializd contra un
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amortiguador de fosfatos 0.02 M pH 8.0 v se liofilizé., El
material inmunogénico de la fraccidén "4" se colocéd en una
columna de 1.5 » 50 cm de Sephadex G6-50, previamente
equilibrada con amortiguador de fosfatos 0,02 M, pH 8.0.
Las proteinas se eluyeron con el misemo amortiguador a una
velocidad de flujo de 40 ml/h. Todos los procedimientos de
fraccionamiento se realizaron a 4°C. Detalles menores
seran dados en "Resultados".

Para obtener antigenos purificados a partir de 1la
vacuna nueva de §. typhimirium, se prepard una columna de
1.6 ¥ 60 cm de DEAE-cellulosa {(Whatman) equilibrada con
amortiguador de fopsfatos 0.02 M, pH 8.0, se emplearon 300
ug del complejo inmunogénice obtenido de 8, typhimurium.
El flujo s=e ajusté a una velocidad de 49 ml/h, las
fracciones ge eluyeron incrementando la concentracion de
cloruro de sodio por pasos.

La elucién se realizé del wmismo modo que el
fraccionamiento para la VN de S. typhi. El material de las
fracciones 3,4 vy 5§ ce mezclarcn vy se recromatografiaron en
una columna de Sephadex G-200, el equilibrio de este
material y la elucién de las proteinas se hizo con
amortiguador de fosfatos 0.02 M, pH B.0, recuperandose en
alicuntas de 3 ml. De las fracciones obtenidas, la é& se
recromatografid en Sephadex G-50. l1os ratones de la cepa

CD-1 de ambos sexos de 20 + 1 gr de peso, se inmunizaron

14



con dosis conocidas de VN de B. typhieurium asi como con
material de fracciones de DEAE-tellulosa, Sephadex—-G-200 y
Sephaden G-50, la segunda dosis de refuerzo se aplicd a
los 7 dias.

El antigeno "Vi" se obtuvo siguiendo la metodologia
descrita por Wehster gt al. <(Kwapinski 1972) vy los
antigenns flagelares "H" se purificaron de acuerdo al
método de Uchida et al. {(Kwapinski 1972). Se inmunizaron
con dosis conocidas de la nueva vacuna (VN) a ratones de
la cepa CD-1 de ambos Eexos con un peso de 14 # 0.5 g asi
coma con fracciones de DEQE-cellulosa y de Sephadex G-50
por via subcutinea. Los ratones controles se inocularon
con salina isotdnica estéril o antigeno "Vi'. Siete dias
después los ratones inmunizados recibieron un refuerzo.

Para la prueba de inmanidad v prueba de potencia
relativat Los ratones que habian side inmunizados con
material de la vacuna nueva de ESalmonella typhimurium
fueron desafiados siete dias despudés de 1la segunda
inmunizacidén con 100 Dosis Letales al S0% equivalente a 14
% 10 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Salmonella
typhimuwrium virulenta. Los ratones que habian sido
inmunizados con material de la vacuna nueva de Salmonella
typhi, o con la vacuna esténdar (Vacuna tifoidica
inactivada con calor~fenol (amablemente) obsequiada por el

Instituto Macional de Higiene 88A, México) fueron
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desafiados siete dias después de la segunda inmunizacioén
con 10 % Dlseo equivalentes a 3 x 10% UFC de Salmonella
typhi virulenta por via intraperitoneal incluida en 5% de
mucina (Army Medical Department Research and Graduate
School 1960). Para el desafio, las células bacterianas
fueron cosechadas a la mitad de =11} crecimiento
exponencial. La inmunidad se reporta como el namero de
animales que sobrevivieron al desafio sobre el namerao
total de ratones desafiados; el tiempo de observacién fue
de 21 dias post-desafio en los experimentos con Salmonella
typhimurium y 5 dias en los experimentos con Salmonella
typhi Ty2. Los ratones inmunizados con VN de Salmoonella
typhi con sus fracciones de DEARE-cellulosa, y Sephadex G-
50 fueron desafiados por via intraperitoneal con 3 a 10
Dlmo equivalente a 3 » 10 UFC de la 8. typhi creciendo a
la mitad en su fase exponencial, Las células de reto se
resuspendieron en caseina-peptona soya peptona fresca con
13% de sulfato de condritin. Treinta minutos antes del
desafio, los animales fueron inoculados por via endovenaosa
con 0,850 mg de acetato de plomo solubilizado en 0.1 ml de
agua bidestilada.

Finalmente, los ratones inmunizadoge con VN de 8.
typhimurium v sus fracciones de DEAE-cellulosa, Sephadex-G-—
200 y Sephadex G-50, fueron desafiados con diversas dosis

letales (ver Resultados) al S0% por via intraperitoneal.
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Para los experimentos con § typhi el tiempo de observacian
post-desafio fue de 3 a 5 dias. P;ra los experimentos con
§. typhimurium el tiempo de observacién post-desafiao fue
de 21 dias.

En cada experimento de proteccidén se estimé la
virulencia de cada microorganismo simultaneamente al
desafio por el método de Reed y Muench (Batson 1956). La
significancia estadistica de los resultados se determing
por la prueba de chi cuadrada (Bpiegel 1970).

La concentracién de proteinas tanto de los extractos
antigénicos dencminados vacunas nuevas, como de sus
fracciones obtenidas por diversos pasos cromatograficos se
determindé por el método de Lowry et al. (1951). La
concentracién de ARN se estimé por el método del Orcinol
Ashwell 1937). La del ADN por el reactivo de p-
nitrofenilhidracina Welbs vy Lury (19&0). Los azbcares
reductores se estimaron por el método de la Antrona
{Ashwell 1957). La albuimina sérica bovina (Sigma), el ARN
de levadura "térula" y ADN de timo de ternera de (Bigma) y
glucosa (Baker) se usaron como estdndares.

8e adquirieron antisueros para la identificacion
serolégica de las cepas usadas (BBL Becton Dickinson vy
Compaiia) asi como sueros anti-Vi Yy anti o]
correspondientes a antigenos de Salmonella typhi vy

Salmonella typhimurium. Se inocularon coneios blancos de
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Nueva Zelanda con dosis repetidas de las vacunas nuevas a
dosis de 100 ug por via intradérmica, los antigenos se
incluyeron en gel de hidréxido de aluminio al 3.5%4 e
hidréxido de magnesio al 4% como adyuvantes (v/v). Se
administraron 5 dosis a intervalos de 7 dias. Los conejos
s sangraron cinco dias después de la ultima inoculacién
por 1la vena de la oreja, la sangre se deié coagular
durante 3 h a 4°eC y despuéds se separd el suero por
centrifugacidn.

Para estudiar la reacci6on antigeno-anticuerpo se
usaron: A) Inmunoelectroforesis siguiendo una técnica
descrita por Clausen (1971), se prepard uno por ciento de
agar purificado (Difco) en amortiguador de veronal 0.05 M,
pH B8.0, B8e utilizaron 5 antigenos:y Vacuna Nueva de 8.
typhimurium, su LP5, Vacuna Nueva de 8. typhi Ty2, su LPS
y Ppreparacién ribosomal de 8. typhi TyZ2. Diez ul de 1la
suspension de 150 mg/ml de cada una de las vacunas nhuevas
y de la preparacion ribosomal de 8, typhi Ty2 y 20 u1;\ de
una solucidn de 5 mg/ml de cada LP5 fueron depositados en
su respectivo pozo. La electroforesis se llevé a cabo a
00 ¥y 2,7-3.3 mA por laminilla durante 2 h. Después, se
aplicaron 200 ul de suero de conejo anti-vacuna nueva de
S. typhi o de §. typhimurium en el canal correspondiente y
se incubaron durante 48 h; los geles se lavaron con salina

0.15 M durante ¢tres dias con cambios frecuentes, se
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secaron y se tiferon con amido negro al 0.1% en A&cido
acética al 10%. B) Inmunodifusidn en agar purificado
(Merck) al 1% en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 8.5,
siguiendo el método de doble difusidn de Ouchterlaony
(Clausen 1971)., Se depositaron 25 ul de antisueros y de
antigenos en sus pozos correspondientes, las laminillas se
dejaron a temperatura ambiente durante 48 h, se lavaron
con salina 0.15 M durante S dias, se secaron y tiReron con
amido negro al 0.1% en Acido acético al 10%.

Para conocer la presencia de endotoxina en las VN y de
sus fracciones se siguid 1 método de Selye et al. (1972),
ya que una inyeccién intravenosa de acetato de plomo
incrementa la sensibilidad de la rata a las endotoxinas de
diversas enterobacterias mas de 100,000 veces lo normal.
lipolisaclrido LPS se obtuve de ambas cepas de Salmonella
de acuerdo al método de Westphal (Kwapinski 1972). Se
usaron ratas blancas de la cepa Wistar con un peso de 200 +
10 g las cuales se inyectaron con dosis de 10 a 20 ug de
cada vacuna nueva o de sus fracciones de DEAE-cellulosa o
de Sephadex mezcladas con S5 mg de acetato de plomo, otro
grupo con 1 ug de LPS y otros grupos con dosis de 20 ug de
cada una de las VN de sus fracciones de DEAE-cellulosa y de
Sephadex 200 y 50,

La prueba de toricidad aguda se realizé6 solamente con

la VN de Salmonella typhi, para tal fin, se inocularon
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ratones con dosis graduadas de este material por via
subcutdnea para estimar el grado de toxicidad de este
producto y conocer la dosis téxica al S04 (DTme) Y
extrapolando al Margen de Seguridad para uso en humanos
(Goldstein et al. 1969).

También se estudid la prueba de tolerancia en
voluntarios siguiendo las "Recomendaciones para guia
médica en investigacién clinica" (Declaracién de Helsinski
1944). Se inoculd a un grupo de voluntarios (a los cuales
se les informé cabalmente sobre el estudio y se obtuvo su
cpnsentimiento), con 1 ug de proteina de vacuna nueva de
8. typhi intradérmicamente resuspendido en 0.1 ml solucidn
salina, v a otro grupo0.l ml de vacuna estandar
conteniendo 1 % 10%® UFC de S. typhi muertas por calar vy
preservadas en fenol. Antes de la administracién de estas
vacunas, cada persona se sangré para obtener el suero
preinmune. Una semana mé&s tarde todos los voluntarios
fueron reinoculados en la misma forma (ningun voluntario
tuvo antecedentes de padecer fiebre tifoidea o de ser
vacunado contra esta enfermedad, tampoco se les advirtio
cual vacuna iba a ser probada en ellos). Ambos grupos se
abservaron durante 72 h después de cada inoculacién. Los
signos y sintomas se registraron diariamente. Los
recultados se expresaron en porcentage. Las lesiones

inflamatorias producidas por ambas vacunas fueron medidas
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diariamente, los resultados se estimaron como e1 promedio
del diametro del eritema. Todos los participantes fueron
sangrados 7 dias después de la segunda inoculacidén y su
suero e usd para estimar la produccidn de anticuerpos
contra antigenos de Salmonella por la prueba de fijacién
de complemento al 507% de hemdlisis de acuerdo al método de
Fulton y Dumbell (1949),.

lLa wvacuna nueva de §. typhi, sus fracciones DEAE-
cellulosa 4 y 19 y los antigenos flagelares "H" fueron
resuspendidos en agua destilada y una gota de cada
suspensién se deposité en una malla de cobre de 400 mesh
cubierta con una pelicula "Formvar”, se dejé precipitar
durante un minuto y se eliminé el exceso, se afadidé una
gota de Acido fosfetdngstico al 2% a un pH de 6.8 y se
secd con aire de acuerdo al método de Dawes (1971). Las
preparaciones se observaron en un microscopio electrdénico
Jeol JEM-100b operado a 460 kV.

El peso molecular de las proteinas contenidas en la
UN de 8. ¢typhi y su fraccién 4, +fue estimado por
electroforesis en geles de poliacrilamida en 6SDS de
acuerdo al método de Weber y Osbhorn (19469). Muestras por
duplicado fueron cargadas en geles de poliacrilamida al
10%, <=e aplico una corriente de 8 mA/gel durante 7 h a
temperatura ambiente. Los geles se tiWeron con azul

brillante de coomasie G~-250 y, destefidos con solucién
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destefidora estandar. Las proteinas de referencia fueron
" citocromo © (12,400), Duimotripsina (23,500), apoferritina
(48,000), albamina sérica bovina (67,000) vy globulina

(160,000 daltones) {(Schwartz-Mann).
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RESULTADOS
Los resultados de las pruebas de inmunidad en el modelo

murino de ftiebre tifoidea son muy significativos, ya que
todas las dosis de la VN de §. +typhimurium indujeron altos
niveles de proteccidn contra el desafio de 100 x DlLss del
microorganismo virulento. Varios experimentos se hicieron
con resultados similares, uno de los cuales se ilustra en
el cuadro 1, donde puede verse que el 50% de los ratones
controles murid a los 4.5 dias, mientras que los ratones
inmunizados sobrevivieron del 90 al 100% durante todo el
tiempo de observacién después del desafio. Los andlisis
estadisticos mostraron que estos resultados son  altamente
significativos teniendo un valor de p<0,001.

CUABRO 1

Sobrevida de ratones inmunizades con vacuna nueva
de Salsonella typhisurius y desafiados con

100 x Dlao de! aicroorganisao viruleato.

dasis sobravivientes schrevida Tieapo Letalt

insunizante total 1 al 501
uy
200 10710 100 bl
100 10/10 100 2
-5 10/t0 100 21
2 L1 90 2
1 10/10 100 21
0.5 910 q088 2
controlttd 0/10 ¢ L5

fdies un que ol 301 de los anisales surieron
$85¢0,00)
t8tinoculados con salina
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En la prueba de potencia relativa con 1a VN de 8.
typhi, &5 muy importante destacar gue 1 ug de proteina de
este material indujo un alto nivel de inmunidad contra 10
X DlLso de la salmonella virulenta, va que sphrevivid el
100% de ratones inmunizados, mientras que la vacuna
estdndar solo protegid al &677% de los animales inmunizados
con 1 X 10%® células, estos resultados se resumen en el
cuadro 2. Considerando que el peso de una célula
bacteriana es en promedio de 10—t2 g (Stanier 1972), el
peso total de 10® células de la vacuna estandar, podria
ser 100 veces mayor que 1 ug de la VN de 8. typhi que debe

de ser del orden de 10™1® g.

CUADRD 2
Sobrevida de ratones insunizados com vacuna suma de
Saigonells typhi o con vacuna estindar y desatiados co

10 X Dlao del aicroorganisan virulento.

Vicunh nuava vacuna estindar

sty gphrevivigntes ghravids  dosis  agbraviviteles sobrevida

itsnizante total 1 insunizante total 1
ug
1.0 . 12112 100 10 a1 47
0.1 ma 58 107 412 33
0.01 m 1 1os 1N |
coatrol on2 0 control 012 0

tlnidades formadoras de colonfas
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En la prueba de endotoxina, murieren cuatro ratas
inoculadas intravenosamente por la vena de la cola con |1
ug de LPS obtenido de Salmonella typhimurium mezclado con
5 mg de acetato de plomo. Otras cuatro ratas inoculadas
con 5 ug de VN de §. typhimurium mezclados con & mg de
acetato de plomo también murieron. Este resultado es una
evidencia de la presencia de LPFS en la vacuna nueva de §.
typhimurium. Pero en los grupos controles inoculados con
1l ug -de LPS, 100 ug de vacunas nuevas o con 5 mg de
acetato de plomo los animales sobrevivieron. Par otro
lado, las ratas inoculadas con 10 ug de vacuna nueva de 8.
typhi mezclados con S mg de acetato de plomo estuvieron
muy intoxicadas pero no murieron, lo que indica que en
esta vacuna debe haber menos de 1 ug de LPS por cada 10 mg
de proteina.

l.os resultados obtenidos con el modelo murino (Cuadro
1) v con la prueba de potencia relativa (Cuadro 2) muestran
que ambas preparaciones de las vacunas nuevas tienen un
alto potencial inmunogénico.

En la prueba de toxicidad aguda, los ratones
inoculados con dosis graduadas de vacuna nueva de §. typhi
Ty2 fueron abservados durante 14 dias y pesados cada 7 dias
post-inoculacién; las muertes se registraron diariamente.
Los resultados se resumen en el cuadro 3. Solo con la

dosis m&s alta se registré toxicidad, por lo que esta dosis
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de 10,000 ug podria representar la dosis téxica al 304 vya
que murieron tres ratones de diez inoculados. Agui cabe
considerar que una dosis efectiva al S0% (dosis que
protegid al 504 de los animales desafiados podria ser
inferior a 1l ug de la vacuna nueva de 5. typhi cuadro 2.

Por 1o que al margen de seeguridad para use humano debe ser

muy alto en base a la férmula:

Dosis téxicase 10,000
Margen de seguridad= = 8  e—emee——e=3100,000
Dosis efectivamo 0.1
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CUADRD 3
Sobrevida de ratones {nocelades con diversas desis de
vacuna nueva de S, typhi Ty2 con el objeto de conocer

la toxicidad de este producto bioldgico.

pesD en granos

dosis  ndeero antes 7 dias 15 dias sobrevida
ug  ratones {inoculacién despubs despuds 7

X H 1
10,000 16 3.0 N0 2.4 70
1,000 10 5.5 %3 2.4 100
106 10 25.3 7.3 B3 100
1) 10 25.8 2.4 04 100
control$ 10 2.0 6.5 .7 100

tinoculados con salina estiril O.1 al,

La prueba de tolerancia se realizé en voluntarios para
confrontar efectos indeseables inducidos por la vacuna
nueva de §. typhi Ty2 y por la vacuna estandar inactivada
por calor-fenol. Los resultados se resumen en el cuadro 4.
lLa inoculacidn de 1 ug de proteina de la vacuna npueva
resuspendida en 0.1 ml de salina estéril por via
intradérmica, indujo en 15 personas un proceso inflamatorio
indolore con un didmetro promedio de su eritema de 7 vy
21 mm, 24 h después de la primera y segunda inoculacion
respectivamente. En contraste, 1 X 10® células de 8. typhi
de la vacuna estandar inoculadas en las mismas

condiciones, indujereon en todos los voluntarios un proceso
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inflamatorie con un promedio del didmetro de 852 y 50 mom.
Esta inflamacidn se acompafde de dolor intenso en el 67% de
las personas inoculadas la primera vez y en el A45% después
de la segunda inoculacidén. E! prurito local intenso fue otra
de las reacciones indeseable inducida por la vacuna
estandar que manifestd el 557 de las personas  inoculadas
durante el tercer dia post—-inoculacién. Es muy importante
seifalar que las instituciones de salud, inoculan a 1los
adultos con una dosis 9 X 109 salmonellas auertas y 2.5 X
10® células en nifos de la vacuna estdndar. En las
ensayos de campo la inoculacidn de esta vacuna ha inducido
efectos indeseables en la poblacién inyectada (Yugoslav

typhold comission 1964).
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CUARRD &
£fectos indeseables inducidos por la inoculacidn
intradéraica de vacuna nueva de 5, typhi Ty2 0

por 1a vacuna estindar (en voluntarios humanos?.

Ko. de eritesa dolor prurito cefalea
casos L enne tocal 1 local T 1
dias T dias dias dias
Yatuna Mava 123 L2y 123 123
ta, dosis 1 ug 15 13- --- “-- “--
Za. dosts 1 ug 15 2 -~ ... --- .-
Vatuna Estindar
12, dosis
Ixtoee i 526012 A1 9 - - -5 - 18-
2. donis
Ixiee H 0524t #59- -89 -

Whacilos de Salacnnlly typhi suertos por calor-{enal.

Los sueros de los voluntarios inmunizados con unha u
otra vacuna se utilizaron para determinar &1 titulo de
anticuerpos +ijadores de complemento. El suero de conejo
anti-vacuna nueva de §. typhi fue utilizado camo estandar
positivo. Los resultados se agruparon en frecuencias vy
porcientos, (cuadro S). L.a vacuna nueva de S fyphi a la

dosis de 1 ug {(dos dosis) fue capaz de inducir un alto

titulo de anticuerpos en humanos, el 75% de 1los sueros
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tenian un titulo entre 1/512 y 1/40%4. Por el contrario
la vacuna estandar indujo titulos entre 1/17 y 1/512 en el
50% de 1las personas inoculadas; en el resto no se
detectaron anticuerpos por la metodologia usada para ambos
grupos de sueros. Los andlisis previos a la inoculacidn
fueron negativos.

Se obtuvieron 211 mg peso seco de la vacuna nueva de
5. typhi Ty2 por litro de cultivo. Los andlisis gquimicos
de este material dieron los siguientes resul tados:
proteinas el 72.17%, ARN el 22.09%; azucares reductores el
3.76% y ADN el 0,99%. La vacuna de 8. typhimurium estaba
constituida por el 88.9% de proteinasy el 4.46% de ARN;
&,06% de az(cares reductores y 0.457% de ADM,

Los andlisis por microscopia electrénica mostraron gue
la vacuna nueva de 8. typhi estaba constituida por un
material homogeneo de particulas muy pequefas. No se
ocbservaron otras estructuras como paredes celulares o fragmentos
de ella, ni fragmentos membranales, ni filamentos de ADN,
Lo gue evidencid de que el método para obtener material

antigénico elimind las estructuras mencionadas.
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Titulo de anticuerpos en sueros de voluntarios husanos inoculados

CURDRD 5

con vacuna nueva de Salsonella typhi Ty2 o vacuna estdndar

estinado por 1a prueba de fijacién de complesentn al 54%.

Vacuna Wueva 1 ug

Vacuna Estindar {1x10" bacilos)

2 dosis 2 dosds
Titulo x de Titulo x de
R F Csa  Frecuencias Frecuencias I R F (g0 Frecuencias Frecuencias 1
0 0-10 ] {71 0 0-10 0 50
{2 sueros) {5 sueras)
n 11-100 A 8 17 1-100 20 .1}
3
2
(1) 108
" 101-1000 872 FA I ] 101-1000 W 30
T8 512
1808
2424
30m 1001-10000 3036 42
i 0]
A0%
Total 1 100 100

Sprosedio de cuatro ensayos.
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Los ana&lisis inmunoelectroforéticos mostraron que la
vacuna nueva de §. typhimurium probada cantra su antisuero
produjo 21 sistemas de antigeno-anticuerpo, distribuidos
en todo el campo eldéctrico, 11 de las cuales tenian carga
eléctrica negativa. E1 LPS obtenido de 8. typhimurium
probado contra el sueroc anti-vacuna nueva de S.
typhimurium produjo dos bandas de precipitacidn las
cuales mostraron identidad entre si (Fig. 1. Los
antigenos de la vacuna nueva de § typhi produjeron
probados contra su antisuero, 4 bandas de precipitacién
(Fig, 2). En tanto que la preparacidén ribosomal probada
contra este antisuero, produjo solamente una banda de
precipitacidn, 1la cual estaba en la misma posicidn a wuna
de las 4 bandas de la vacuna nueva de 8. typhi Ty2 no
formé bandas de precipitacién cuando se probd contra la
vacuna nueva de 5. typhi apoya ain mas de que esta vacuna
debe tener muy poco LFS, 10 cual hace pensar que las
proteinas de §. typhi deben jugar un papel preponderante
en la induccidn de la inmunidad. Dos de los diez sueros
probados obtenidos de voluntarios inoculados con  vacuna
nueva de 8. typhi vy dos de siete sueros de humanos
inoculados con 1%10® bacilos de la vacuna estandar

produjeron una banda de precipitacidén anddica, cuando los
sueros del primer grupo reaccionaron con 30 mg/ml de la

vacuna nueva vy en el segundo grupo cuando 150 mg/ml de
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i
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CUABRO &

Scbrevida de ratones inaunizados con 10 ug de VN de Salmonella
tyoh! y algunas de sus fracciones de DEAE y desatiados con Judlse
del microerganisao virulento, ndsero de proteinas detectadas por
electroforesis y detersinacién de antigenos *Vi® y "0° en l1a vacuna

cosn en sus fracciones de DEAE,

fraccidn sohrevivientes sobrevida Moo de bandas/  antigenos

inmunizante total 1 electroforesis 0 i
;] 10/10 100 21 4
4 8108 80 { - -
1% 810 80 13 -4
18 810 80 13 - +
17 9108 0 ] - %
18 110008 70 5 - 4
19 8/10 80 | - +
v ] 80 - 4
control 110 10
tp¢0,01
21p¢0. 001
114p¢0.01



Las otras fracciones probadas fueron la 1,2,92,10 y 12,
de estas solo la fraccidn 2 indujo inmunidad en 6 de 10
ratones que sobrevivieron al reto de 3 ¥ Dlso de 8. typhi
Ty2, estas fracciones contuvieron de 2 a 4 proteinas que
fueron evidenciadas por electroforesis, ninguna de estas
fracciones contenia antigenos O,ni Vi, Por lo que las dnicas
fracciones que se consideraron cen  un buen nivel
inmunogénico son las que aparecen en el cuadro 6. De
ellas, la n0mero 4 contenia una sola proteina que estaba
exenta de antigenos 0Oy Vi. La fraccidén 19 también
contenia una sola proteina copurificada con antigeno Vi,
El resto de las fracciones contenia de § a 15 proteinas, de
estas la fraccién 17 fue la que indujo el parcentaje mas
alto de proteccion (90%).

Es conocida 1la resistencia natural del ratén a la
infeccidn con S. typhi. En este sentido fue necesario
bloguear el '"sistema fagocitico mononuclear" de los
ratones usando aretato de plomo. Las dosis de acetato de
plomo apropiadas fueron euploradas previamente a las
pruebas de inmunidad (datos no mostrados). Otro factor que
se¢ considerd importante, fue el incluir las bacterias para
el desafio en caldoe de infusidén de cerebro-corazén, gue
contenia 13% de sulfato de condroitin al 13%, con el pbjeto
de que las ctlulas hacterianas dispusieran por un lado de

un medio apropiado de desarrolle intraperitonealmente vy
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proteccion con el sulfato de condroitin por el otro.

Se realizaron por lo tanto, experimentos con el fin de
conocer la influencia del acetato de plomo, del condroitin
sulfato vy del caldo infusién de cerebro—corazén; sohre
pruebas de desafio en animales no inmunizados,. Los
resultados pueden verse en el cuadro 73 § typhi no  fué
capaz de matar a un nimero importante de ratones cuando el
desaftio no contenia ni sulfato de condroitin ni acetato de
plomo. Por otro ladeo ni el sulfato de condroitin ni el
acetato de plomo juntos o separados tuvieron influencia
sobre la mortalidad.

CUADRD 7
Influencia del acetato de pluln'y del sulfato de condroitin sobre
e} desatio con 3 Blso de 8. typhi resuspendidas en caldo infusidn

cersbro-corazén en ratones no inmunizades.

Pesafio  Acetato-Ploan  Sulfato Shvd Sobrevida
Grupss  3Mse %0 ug de ----

Condroitin 137 Total 1
1 + + + 110 10
1 - - + 10710 100
3 - + - 10710 100
L[} + - + mo 70
H] - + + 1010 100
4 [ + - 10/19 100
1 + + - 810 80
] + - - £0/10 100

15by = Sobrevivientes/Total
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El meterial de la vacuna nueve de §. typhs y 10 de  sus

fracciones de DEAE-cellulose fueron estudiacas por
electroforecis. Por ecte método, se determindé gue la VN
estaba cdnstitu{da al menos por 24 proteinas, 5uU8

subfracciones mostraron poseer de 1 & 15 proteinas, los

rezul tados pueden ser observados en laz figuras 4 y S

algunos & resumen En el cuadro &,

1 B it

Vs

Fig. 4. Electroforesis de la VWM de 5. typhi y algunas de

sus fracciones de DEAE
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Fig. ©. Electroforecis de la VN de §. typhi y de algunas
de suc fracciones de DEAE.

" l-ge, estudid l& presencia de antigenos “0O", "Vi":;l“H“
en la VN de S. typhi y de sus fracciones de DERE. El
antigeno "0O" fue detectado solo en la YN a muy bajas
concentraciones, ya que 10 ug de la VN mezclados con S mg
de acetato de plomo mataron al S0% de las ratas inoculadas,
es de estimarse que debe haber menos del S5V de endotoxina
ern la VN de 5. typhi.

En los grupos controles, murid el 100% de ratas
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inoculadas con 1 ug de endotorina de 8. typhi mezclado con
S mg de acetato de plomo. En cambio gobrevividé el 100% de
las ratas inoculadas ya sea con 5 mg de acetato de plomo, ©
con 1 ug de endotoxina de §. typhi inoculados por separado.
Minguna de las fracciones de DEAE-cellulosa reveld la
presencia de endotoxina. Las pruebas de inmunodifusioén
mostraron evidencias que el antigeno Vi fue eluido con las
Altimas cinco fracciones de DEAE-cellulosa (figs. &y 7).
La fraccidn cuatro constituida por una sola proteina no
formé ninguna linea de precipitacién contra el suero anti-
Vi (datos no mostrados). La Vacuna Nueva produjo al menos
7 sistemas antigeno anticuerpe al reaccionar con su
antisuero. Uno de estos sistemas formd una linea de
identidad con la linea de precipitacién formada entre el
antigeno Vi y el suero antivacuna nueva, la cual se
continué con las lineas de precipitacidén producidas por las
fracciones 15 vy 1é6. En cambio las fracciones 4 v 19 no
produjeron bandas de precipitaciény los resultados pueden
verse en la figura 7. Ya gque las fracciones 4 vy 19
mostraron una banda en electroforesis {(que sugiere una
proteina por banda), y de que estas fracciones indujeron un
alto nivel de inmunidad contra la infeccidén de 8. typhi, se
estudiaron por otros procedimientos con el objeto de
purificar sus proteinas y conocer mejor su participaciden en

inducir inmunidad como proteinas purificadas.



Los geles de poliacrilamida-SDS de una nueva
electroforesis mostraron 25 bandas de proteina para la
Vacuna Nueva vy 3 bandas en la fraccién & (fig.8). Una de
estas bandas, la mds conspicua tenia un peso molecular
estimado en 8,800 daltones, las otras dos cuya
concentracidn era muche menor y eran apenas visibles en el
gel de policrilamida, tenian 26000 y 38000 daltones. La
estimacidn de los pesos molecularee de las proteinas de la
VN estaban en un rango de B,B0O0 a 80,000 daltones.

La fraccidn 4 fue recromatografiada en una columna de
Sephadex  6-00 con el objeto de separar sus proteinas vy
purificarlas. Dos +fracciones fueron eluidas, las que se
probaron  para conocer su inmunogenicidad y ser estudiadas
por electrofaresis para verificar su purificacidn. Una
spla banda de proteina se observé en el gel de
poliacrilamida-8D5 correspondiente a la fraccidén 4b  {(fig.
2. En el an&lisis electroforético de la +raccidn 4b, dos
geles fuercon teRidos con azul de coomassie y atros  dos
fueron sumergidos en una solucidn de bromuro de etidio a
una concentracién de 10 ug/ml durante 24 horas. Estos
Altimas geles se observaron bajo luz ultravioleta, una
banda flumrescente se detectd a una distancia de migracion
de 5.7 cm, la misma distancia de migracidn que se observd
en la banda de proteina de los geles teffidos con azul  de

coomassie, estos resul tados sugieren que este



comportamiento dual, sea debido a un complejo ARN-
proteina, vya gue por un lado el material de la fraccién 4b
tratado con bromurn de etidio flunrescid y por otro se tine
con un colorante afin a proteinas.

Las pruebas de inmunidad de la fraccién 4b mostraron
que esta "ribonucleoproteina”™ fue capaz de inducir un  buen
nivel de inmunidad contra el reto de 10 X Dlao de §. typhi,
en contraste las proteinas de la fraccidn 4d no tuvieron un

papel significativo en la induccidn de inmunidad.
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Fig. 6. Inmunodifusidén de {fraccicones de DEAE de Vi de 8

typhi y antigeno Vi contra suero Anti-vi.

©

Fig, 7. Inmunodifusién de la Vi de §. typhi y algunas de

suz fracciones DEAE 'y antigeno Vi contra suero anti VN.



Fig. &. Inaunodifusién de fraccioncs de DEAE de VN de §

typhi y antigeno Vi contira suero Anti-Vi.

’
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Fig. 7. Inmunodifusidén de la VN de 8. typhi y algunas de

sue fracciones DEAE 'y antigeno Vi contra suero anti VN.
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CUACRD B

Sohrevida de ratenes inmunizados con 15 ug (dos dosisl de 1a VN, de su
fraccign A de DEAE-cellvlosa y de !as subfracciones de Sephadex 6-50

y desatiados con 10 X Dlso de Salsonella typhi Ty2

Fraccidn Sobrevivientes Sobrevida
Inaunizante total 1
W 10110 1004
1 it 40
L 3ne 50
1b B/10 :1 e
Control 110 0
tp 0,001
iy < 0.0

a7



En virtud de que la fraccién 192 contenia antigeno Vi,
fug necesario dilucidar el papel inmunogénico de su
proteina, de tal manera gue parte del material de esta
fraccidn 19 fue procesado con fenol para desnaturalizar la
proteina (método de Westphal, Kwapinski 1971); y dializado
contra amortiguador de fosfatos pH 7.2, posteriormente se
aplicaron en ratones, dosis de 10 y 40 ug equivalentes a
prateina para conocer la inmunogenicidad del material
remanente (antigeno Vi) e indirectamente el papel
inmunogénico de la proteina. Los resultades de la pruesba
de inmunidad se resumen en el cuadro 9. Los ratones
inmunizados con 10 ug de la fraccidén 19 sobrevivieron en un
80% (control positivo).

En cambio los ratones inmunizados con material de 1la
fraccién 19 tratada con fenol con 10 y 40 ug equivalentes
de proteina, sobrevivieron en un 37 y 6&% respectivamente.
Lo gque puede ser interpretado como que la scobrevivencia de
los ratones inmunizados con la fraccién 1% integra tiene
que deberse en mayor parte a la proteina y ne al antigeno
Vi cuya concentracidn en las dosis usadas en las pruebas de

inmunidad debe ser muy baja.
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CUADRE ¢

Sobrevida de ratones inmunizados con VH de 5, typhi, la fraccidn de DEAE-
cellulosa 19, y con saterial de 13 fraccidn tratada con fenol al B81 y desa~
tiados con IDLao del sicroorganismo virulento,

Fraccidn Dosis en Sobrevida
Intunizante ug 4
] 10 1004
1? 10 B4
198411 10 31
1988 1) beitt
Control - 10
1p<€0.001
$1p<0.8l
$¥8pco.02

#818p #raccidn 19 tratadas con fenol,

Las fracciones 4 y 19 fueron estudiadas por
microscopia electrénica, con el objeto de verificar si no
tenian antigenos flagelares "H" en estas fracciones. Los
resultados no mostraron evidencias de

la presencia de

flagelos o restos flagelares en estas fracciones (fig. 10).
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Fig. 10. A) Fraccidén 43 B) Fraccioén 193 € Antigenos H y
D) Antigenog H tratados cgn desoxicolato 25,000

Finalmente, se estudiarcon por espectrofotometria las
fracciones 4 y 19 en un rango de longitud de onda de 215 a
300 nm. Ambas fracciones tenian un maximo de absorbancia
de 260 nm (fig. 11).

La vacuna nueva de §. typhimuwrium fue estudiada
también en suc diferentes componentes cromatogrdficos con
el fin de obtener inFurmacidh sobre el papel de las

proteinas en la induccién de inmunidad.
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Se separaron por cromatografia en columna de DEAE-
cellulosa, 300 mg de vacuna nueva de S. typhimurium.

El perfil de elucidén se muestra en la fig. 12. La
separacidn por intercambio iénico produjo al menos 10
fracciones, las cuales se probaren en ratones para conocer
su  inmunogenicidad. Solamente las fracciones 3,4 y 5
indujeron inmunidad. En la figura 12 puede verse gque estas
fracciones se eluyeron muy cerca y conformaron la fraccién
mds grande del fraccionamiento. FPor electroforesis seg
evidencié que la fraccidén T contenia al menos 16 bandas de
proteina, la fraccién 4 contenia 15 y la fraccidn §
contenia 9 bandas. La mayor parte de estas bandas estaba
compartida en las 3 fracciones (fig. 13).

tos estudios de endotoxina revelaron que solamente la
fraccidn I contenia endotoxina en concentraciones muy bajas
pues mientras con 20 ug de esta fraccidon mezclada con 5 mg
de acetato de plomo scbrevivid el 75% de las ratas
inocutadas con la UN (20 ug + 5 mg de FbAc} sobreviviée el

25%.
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Fig. 13. Electroforesis de VN de § typhimurium y de alguna

de sus fracciones de DEAE.
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DISCUSION

Las proteinas de 8. typhi involucradas en la
inmupnidad contra fiebre tifoidea son poco conotidas. La
dificultad mas importante para 1la obtencidn de este
conocimiento ha sido la falta de un modelo euperimental
apropiado. Para estimar la efectividad de las proteinas
de S. typhi como inmundgenos contra la infeccion del
microorganismo virulento, en el modelo experimental usado
agui, fue necesario emplear condiciones "artificiales" con
el objeto de producir mortalidad en los ratones prebados.
Con esas condiciones, las pruebas de inmunidad fueron
estimadas en base a las proporciones de sobrevida de los
ratones.

Los resultados muestran que se ha podido obtener un
complejo  inmunogénico a partir de Salmonells typhi o de

Salmonella typhimurium, el cual ha inducido en el ratdén un

alto grado de inmunidad contra la infeccidn del
microorganismo respectivo. Los andlisgis realizados a
dichos comnplejos revelaron que su compasicion as
fundamentalmente de proteinas, 24 para el de 8. typhi y 20
para el de §. typhimurium.

El material se caracterizéd por ser soluble, de
carecer de sustancias y estructuras bacterianas gue no son
inmunogénicas, como la pared c¢elular, ADN y lipidos

(membranas)y de tener una toxicidad muy baja o nula a

ot
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concentraciones inmunizantes, de no inducir efectos
indeseables en humanos, como los producidos por la vacuna
estandar (VN de 8. typhi Ty2). De inducir en voluntarios
una respuesta humoral muy alta comparada con la escasa
respuesta inducida con la vacuna estandar; vy un atributo
mads que puede ser considerado importante, es el alto
rendimiento de este material inmunizante por litro de
cultivo (210 mg peso seco/litro).

El fraccionamiento de VN de §. typhi permitid aislar
al menos dos proteinas muy inmunogénicas una de las cuales
parecid estar formando un complejo con ARN, 1o que seria,
molecularmente una ribonucleoproteina de 8,800 daltones vy
la otra que se copurificéd con antigeno Vi, Ambas
proteinas parecian estar exentas de cualquier otro
material inminogénico como antigeno "O0" vy antigeno
flagelar "H". Estos resultados dan una evidencia clara de
la participacién de algunas proteinas en la induccion de
inmunidad contra 8. typhi. Lo que concuerda y podria
apoyarse c¢on los resultados obtenidos con proteinas
parcialmente purificadas de §. typhimurium que indujeron
un alto grado de inmunidad contra el desafic infeccioso de
8. typhimurium (Velazco y Molinari dateos no publicades).

l.as fracciones 4 y 1?2 del fraccionamiento con DEAE de
la VN de 8. typhi parecen ser proteinas diferentes en base

a su conducta durante el fraccionamiento, asi como por



electroforesis. Berd necesario realizar mds estudios para
caracterizar mejor a la proteina de la fraccidn 1% ya que
el estudio espectrofotométrico sugiere que pudiera ser
también una ribonucleoproteina.

En otragc fracciones inmunogénicas se pudo evidenciar
tambiédn el antigeno Vi, estas fracciones que indujeron un
alto grado de inmunidad (P<0D.01 a 0.001), estaban
constituwidas por varias proteinas (de 5§ a 19, ver cuadro
&)y por 1o tanto, cabe 1la posibilidad de gue estas
proteinas estén involucradas =n la inmunidad, en este
sentido, se planea hacer un estudio ulterior que determine
este postulado y dilucidar el papel del antigeno Vi en la
proteccidn, ya gque ha sido repartade que el antigeno Vi no
siempre induce inmunidad (Diena et al 1977 y Hornich et
al. 1977). Misfeldt y Johnson (1977 y 1978) contfirmaron
que las proteinas aisladas de preparaciones ribosomales vy
de la csuperficie celular fueron protectoras contra una
infeccidén de 8 typhimwium (microerganismo homdlogol.
Tode lo cual apoya el énfasis de Barber y Eylan (1974,
1975 y 19746) de gque proteinas aisladas de . typhimuwrium y
8. enteritidis fueron capaces de proteger a ratenes contra
la infeccidén del mieroorganismo virulento, Kuusi et al.
(1981) aislaron de la membrana externa de 5. Lyphimurium,

proteinas denominadas porinas gue son buenos  inmuwnégenos

contra 8. typhiourium.



Velazco vy Molinari aislaron recientemente (datos no
publicados) proteinas de diversos pesos molecul ares
diferentes a los reportados para las porinas mostradas por
Kuusi et al. (1981), que indujeron un alto nivel de
inmunidad contra el resto del microorganisme viruwlento.
Mas recientemente, Fillion vy Morrison (1988) indujeron
proteccién contra 8. typhiouwium con un LPS-Lipide A-
asociado a complejos protéicos.

Los resultados presentados en este trabajo abren 1la
posibilidad de estudiar la relacidn huésped-pardsito en
cuanto a las proteinas de 5. typhi las respuestas
inmunes que dé¢ el huésped a la estimulacién de dichas
proteinas.

Una propuesta para continuar este trabajo seria el
usn de proteinas de §. typhi purificadas como inmundgenos
en vopluntarios humanos para estudiar la conducta de
linfocitos y monocitos circulantes de estos individuos in
vitro en presencia de 8. typhi Patterson y Youmans (1%970)
han mostrado gque se puede analizar la inmunidad celular
contra tuberculosis en cultivo de células,

La vacuna nueva de 5. typhi tiene un potencial
inmunogénico alto, ya gque con 1 ug de proteina se
indujeron altos titulos elevados de anticuerpas, sin
embarge no se ha podido asegurar el papel protector de

2508 anticuerpos. El modelo murino mostro que
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concentraciones bajas de la nueva vacuna de 8. Ltyphimurium
indujeron un alto nivele de inmunidad pues con 0.5 ug de
proteina se protegiercon al 90% de los ratones inmunizados.

Esta alta inmunogenicidad awnada a su baja toxicidad
hacen de este material, un producto biolégico ercelente
para ser probado en poblaciones humanas donde la fiebre
tifoidea es adn endémica y representa un serio problema de

Salud Pdblica.



Se obtuvieron complejos inmunogénicos a partir de

Salmonella typhi Ty2 vy Salmonella typhimurium. Este

material indujo en ratén un alto nivel de proteccion
contra el desafio del microorganisme virulento homélogo.
Estos complejos contenian al menos 25 proteinas
diferentes las cuales constituian el 80% del total de cada
complejo. En virtud de la metodologia disefada, este
material inmunogénico carecia de paredes celuwlares, ADN y

de lipidos, El material obtenido de Salmenella typhi

comparado con la vacuna estandar (vacuna de § typhi
elaborada con microorganismos muertos por calor y fenol)
tuvo una capacidad inmunogénica mas altaj no indujo
efectos indeseables en voluntarios humanos, como un
proceso inflamatorio intenso y doloroso producide por la
vacuna estandar. Es inbcua, pues desde el punto de vista
de toxicidad en el ratén tuvo un margen de seguridad muy
alto para su uso en humanos. Finalmente, indujo en los
voluntarios un titulo muy alto de anticuerpos fijadores de
complemento (P<0.001) en comparacidén con el titulo
inducido por la vacuna estandar.

El fraccionamiento de estos complejos inmunogénicas
evidencid que existen al menos 2 ribonucleoproteinas, en
el de 8, typhi y algunas proteinas en el de 8. typhimurium

involucradas en la inmunidad respectiva.
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fbstract

Immunogenic complexes From 3Salmonella typhi and
Salmonella typhimurium were obtained. These material
induced on mice a high degree of protection against the
challenge of the homologous microorganism,

These complexes contained at least 26 different
proteins which formed the 807 of each immunogenic complen.
These immunogenic material did not has cellular wall, DNA
ot lipids. The immunogenic complex obtained from 5. typhi
was compared with the standard vaccine (vaccine of 8S.
typhi made with heat-phenol inactivated microorganisms).
It had a higher immunogenic ability and it did not induce
undesirable effects like the intense and painful
inflammatory process produce by the standard vaccine. The
new vaccine was innocuous, because its toxicity in mice
was very low even to very high doses.

Finally, it induced in human voluntarees a higher
production of antibodies which were estimated by the
complement fixation test (p<9.001) than the induced by the
standard vaccine. The fractionation of these immunogenic
complexes on DEAE-cellulose and Sephadex—-G50 and 200 gave
evidence that there are at least +tuwo ribonucleoprotein
from 8. typhi and several proteins from 5. typhimurium
involved in the protection against the homologous

infection.
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