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RESUMEN 

El 

las 

proposl to del presente estudio fu!! 

de 

para 

Investigar 

estimular 

la 

la 

capacidad 

respuesta de porlnas de Sa/monel/a typh/ 

Inmune humoral celular en humanos, ello, se utilizaron 10 

personas sanas sin antecedentes de fiebre tifoidea, a los que como 

respuesta 

Jlferatlva 

basal, se 

de células 

les determino 

mononucl eares y 

in vitro la respuesta pro-

los niveles de anticuerpos 

s!!rlcos contra las porlnas de Sa/mone//a typh/. Posteriormente 

se dividió a las personas sanas en dos grupos: a uno de ellos se 

le aplicó la vacuna antltlf61dlca parenteral al otro la oral, 

evalu!tndose nuevamente la respuesta Inmune humoral celular a las 

porlnas. En 

prollf eraron 

Sa/mone//a 

anticuerpos 

respuesta 

acompañada 

las mediciones 

respuesta 

Iniciales, las células mononucleares no 

como 

typhimuriun 

s!!ricos eran 

a 

y E:. 

bajos. 

las porlnas de 

co/i. mientras 

Despu!!s ce la 

Salmonel/a t y phi' 

que los niveles de 

se encentro 

prollferatlva --- en c!!lulas mononucleares 

vacuna 

ante las porinas, 

ce aumento en los niveles s!!ricos de anticuerpos anti-

porinas en los grupos que se les administro la vacuna oral de Ger-

manler. El grupo que 

con calor) no mostro 

respuesta celular fu!! 

reslblO 

niveles 

nula. 

la vacuna 

apreciables 

Intramuscular (lnactlvaca 

de anticuerpos la 



JNTROOUCCION 

Salmone/la typh/ es una enterobacterla cuyo hul!sped 

exclusivo es el ser humano. Pertenece a la tribu Sa/monel/eae 

del 

bias 

género Salmonel/a y especie typhi. Son bacl 1 os anaero-

Gram-negatlvos, mOvlJes, fermentan glucosa y otros carbohl-

dratos, 

Jlslna 

flcacl6n 

grupo D 

antígenos 

producen 

ornltlna 

abundante ~cldo sulfhídrico, descarboxllan Ja 

son lactosa negatl vos.(18, 53) Según la clasl-

de Kauffman-White, Sa/monella typhi pertenece al 

los comparte con las diferentes especies de ese grupo 

somáticos 

en Ja superficie 

d. denota s. 

La fiebre 

9, 12; 

paseé 

typhl 

tifoidea 

los flagelos contienen el antígeno ºd" 

el antígeno "VI". La f6rmula: 9, 12, VI, 

en forma abrevlada.(45) 

se presenta regularmente en forma 

endémica, por lo que es un problema de salud pública Importante en 

nuestro país. En 1987 se reportaron 11,078 casos con una tasa de 

13.64 casos/100 000 habl tan tes (3, 4 9 l. 

La vi·a de entrada al organismo es la oral según Woodward 

col. mil millones de bacterias son suficientes para producir la 

enfermedad. Una vez en el intestino, Salmone//a t yph1 puede 

colonizar o no 

Intestino delgado 

colonizar 

en esta 

la luz intestinal 

Ja diferencia 

para 

fase, no 

tener 

de 

si tan 

t y phi 

mente la selec tlvldad de 

lesiona 

S.typh1 

antes de penetrar la mucosa del 

otras enterobacterlas que nece-

invasividad); adem~s. Salmonel/a 

el epitelio intestinal. Aparente-

por las c!!lulas le 

permiten el paso a la lamina propia, sitio en donde la bacteria es 

fagocitada, 

fagoci !leo 

pref eren temen te 

mononuclear de 

por el macrof ago 

donde posteriormente 

el organismo¡ fenomeno denominado bacteremoa, ele 

llevada al sistema 

se disemina a todo 

manera tal que en 
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24 hrs las bacterias se encuentran localizadas In trace lul armen te 

circulando por todo el organismo. 

Los mecanismos patogénlcos de esta enfermedad no estén total-

mente esclarecidos; a pesar 

Wlllls, 

de ser una de las enfermedades m!ís 

estudiadas. Thomas en 1659, describió los signos 

síntomas de la fiebre tifoidea; sin embargo, durante años se con-

fundió con el tifo. En 1782 Ruxham describió dos enfermedades 

febriles 

maligna 

como entidades 

tifoidea) 

clinlcas diferentes: 

las 

la fiebre pútrida 

(fiebre y 

1850, en su libro titulado: 

las fiebres tlfoi'dlca y 

la nerviosa lenta 

"Sobre la Identidad 

ti fosa", demostró 

(tlf o). 

y 

que 

la 

las 

Jenner en 

no Identidad 

lesiones de 

la placas de Peyer y ganglios linfáticos eran especi'flcas de 

de 

la 

fiebre tifoidea. Wllllam Budd, en 1856, estableció que la enferme-

dad era transmitida a través de alimentos y aguas contaminadas con 

materia fe cal proveniente de Individuos enfermos¡37 ,38)· 

Eberth, en 1880, descrlbiO la presencia del bacilo tlfoidlco 

en secciones histolOgicas de ganolios linfatlcos mesentericos en 

hígado de pacientes con fiebre tifoidea. PfelffP.r, en 1885, aislo 

por vez primera el bacilo a partir de heces. 

En la 

la 

actualidad 

liberaclon 

se sabe que las manifestaciones clínicas se 

deben a de endotoxinas por la bacteria 

solubles de · comunicaciOn celular producidos por el 

lnterleuclna caquectlna(7,58). 

El cuadro cli nico estll caracterizado 

general, 

cefalea, 

artralgias, 

n.:iuseas 

mialgia:;, 

fiebre de 

astenia, 

predominio 

por: ataque 

adinamia, 

vespertino, 

factores 

macrofago: 

al estado 

hlporexla, 

alcanzando 

picos de 40~ e, en una primera fase. Si el paciente no recibe tra-

tamiento adecuado en este momento el cuadro se agrava, las mani-



fes taclones 

endotóxlco, 

pueden ser 

que puede 

El diagnóstico de 

el al si miento 

9 

de 

llevar 

certeza 

de Ja 

septicemia, estado tifo so 

a la muerte.(49,75) 

de este padecimiento se 

bacteria por hemocultlvo, 

o shock 

establece 

coprocul-mediante 

tlvo mlelocul ti vo. Dentro de los an~llsls serológlcos se encuen-

tran las reacciones febriles, o reacción de Widal descritas desde 

1895,(37) que da el antecedente de contacto con la bacteria solo 

análisis 

podrían 

subsecuentes, que registren aumento en el tí tul o, nos 

establecer el diagnóstico¡ habl!!ndose encontrado adem!ls 

como fenómeno concomí tant e durante la fase aguda, di srnlnuclón en 

la cuenta 

En Jo 

leucocitaria 

referente 

en sangre.( 49 ¡ 

a protección contra 

hecho 

siendo 

múltiples intentos por encontrar Ja 

el uno de Jos primeros Intentos 

Pfeiffer y Kolle, quienes demostraron que 

e onval e sel entes protegia a cobayos contra 

la enfermedad, se han 

forma adecuada e Inocua, 

realizado en 1885 por 

el suero de pacientes 

dosis letales del bacilo 

tlfoidlco. La onmunizac1on experimental con una suspension 

de mlc r oor ganl smos VIVOS de Sal mane/la t y phi' fu!! realizada en 

coneJOS por rrankel S1rnrnons en 1886 en ratones por Bauner 

Pfeiffer en 1887. Klikovich posteriormente empleo bacilos muertos 

con el mismo proooslto. Lo anterior Indujo a Wrlght en Inglaterra, 

Pfeiffer Kolle en Alemania, a utilizar en 1897 por primera 

vez vacunas inac tivadas en la inmunizaclon de humanos. Cuando 

estas vacunas se aplicaron en la 1 ndla, Egipto, 1 tal i a 

Sudllrrlca, se encentro una di sml nuc 1 on significativa en la mortal-

ldad 

Individuos 

En 

morbilidad, as·, como una atenuacion de los sintomas en los 

vacunados que sufrieron la enfermedadc 3o 1• 

1925, Besredka propuso el empleo de vacunas aplicadas por 
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vía oral, elaboradas a base de bacterias muertas. El efecto de las 

mismas fue estudiado en el e,Jerclto frances; en donde, desafortu-

muerieron algunos de los Individuos vacunados (30)• nadamente, 

Las vacunas tifoidlcas elaboradas con bacterias muertas se 

emplearon por d!icadas sin conocerse su efecto protector real, pues 

se carecía de modelos experimentales (animales) para demostrar su 

eficacia, asl mismo, no era posible relacionar el efecto protector 

con algün Indicador serol óglco. 

En 1955, bajo los auspicios de la Organización Mundial de 1 a 

Salud (OMS), se realizaron es tudlos de campo en Yugoslavia, Gu---

yana, Polonia Ja Unlon Soviética, con el fin de probar Ja eflca-

cla de las vacunas preparadas a base de celulas enteras de Sal-

mane/la typhi inactlvadas con 

fenal (vacuna L ). Estos estudios 

acetona (vacuna 

demostraron que 

K} 

Ja 

con 

vacuna 

calor­

fué 

1 a mejor 1 a protección era mayor cuando se aplicaban dos dosis 

( 16,34, 77,94,101)· Sin embargo, ambas provocan reacciones col ate-

rales indeseables fiebre, cefalea ataque al estado general). 

El hecho de que las vacunas parenterales presenten erectos 

colaterales indeseables motivado la busqueda de nuevos inmu-

nogenos protectores. A 

ha 

la fecha se han estudiado dos vacunas de 

administraclon oral que se elaboran a base de bacterias vivas. Una 

de ellas a base de una cepa de Sa/mone/la typhl dependiente de 

estreptomicina para su crecimiento otra con una mutante defi-

ciente en UDP-4-galac tosa eplmerasa J designada por Ger manier como 

Ty 21al ( 27,78)· Los resultados obtenidos con la vacuna a base de 

bacterias es t re p t omi c in a-de pe ndi ente fueron contradictorios, ya 

que en algunos casos no hubo proteccion(54 )• 

Los estudios realizados con Ja vacuna de Germanler en Egipto 
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demostraron que era capaz de proteger al 95X de la poblaclon vacu-

sin embargo, cuando se aplicó en Chile, se encontró 

que con tres dosis administradas (capsulas con capa enterlca), con 

Intervalos de 2 o 21 di'as entre cada dosis, solo se Indujo proteo-

clón del 51 al (29)· 

Por otro 

67X 

lado, se han estudiado los antígenos de superficie 

especfflcos de Salmonella t y phi como probables candidatos 

vacunas contra la fiebre tifoidea: anti"geno somático no u (endotox-

lna o 11 popol l sácarl do), antígeno flagelar "H" el ant·¡ geno cap-

sular "VI". Durante mucho tiempo se pensó que el anti"geno somático 

llQtl Jugaba un papel 

elaboró una vacuna 

11 popol l sacérldo (LPS). 

de corta escasa 

Con respecto al 

Importante en la protecclon, por lo que 

a base del ollgosaclirldo de repetición 

La protección obtenida con esta vacuna 

duración (36,48)• 

anti geno flagelar "H", se ha demostrado 

se 

del 

fué 

que 

tampoco es U 

col s. 

relacionado directamente con la inmunidad protectora. 

Tully y (1962) observaron 

una cepa rugosa de s. t y phi, 

que al 

se Inducia 

inmunizar chimpances 

la producclOn de 

con 

anti-

cuerpos 

pesar 

contra el anti geno 11 H", pero no se obtenía protección a 

Anderson 

mutante 

de los 

en 1968, 

aflagelar 

ti tul os altos 

demostro que 

de s. t y phi' 

de 

en 

se 

anticuerpos anti f 1 a gel ar es( 93 )' 

ratones 

obten; a 

Inmunizados 

el mismo 

con una 

grado de 

proteccion que en aquellos inmunizados con la cepa movll¡2)· 

Se ha 

los mecanismos 

cuando 

cepas 

rellx 

de 

as¡· como 

s. 

la 

Intentado demostrar la relaclon Oel 

de protección. Los primeros estudios 

PI t t 

t y phi 

presencia 

informaron 

alsl a das 

de 

de 

de anticuerpos 

la presencia 

pacientes 

contra 

con 

dicho 

anti geno 

datan 

11 Vl 11 

de 

en 

1934, 

del antígeno en 

fiebre tifoidea, 

antígeno en el 
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suero de estos mismos paclent es(24 )' La aparente falta de relaclon 

de los anticuerpos anti-Vi con un estado Inmune protector ha sido 

encontrada por varios lnves tlgadoresc 2 ,36 ,3 7, 7 6,98Ji sin embargo, 

otros estudios revelan que el anti geno tty¡n por sí solo es capaz 

de Inducir protección (1,80)· Por lo anterior, se ha acrecentado 

Ja Importancia que tiene el antígeno "VI" en Ja virulencia de Ja 

cepa lnfectante, as\ como la conveniencia de conservarlo en las 

de vacunas (80)• preparaciones 

Youmans Youmans en 1965, demostraron que la fracción ribo-

somal de Mycobacterium tuberculosis era efectiva para Inducir 

Inmunidad protectora en el ratón contra el reto del microorganismo 

hom6logo(101)· 

entes 

clones. 

tecclón 

tal es 

bacterias 

Diversos 

Estos resultados 

Ja capacidad 

llevaron 

protectora 

a 

de 

Investigar 

estas 

en 

mismas 

di fer­

frac-

autores han demostrado los resultados de Ja pro-

conferida por antígenos rlbosomales de microorganismos 

aeru gl nasa, como Vibrio cho/e rae, Pseudomonas 

Staphy/ococcus aureus, Streptococcus aneumoniae, Liste-

mono e yto genes Bruce/la abortus(31)· En 1970 Venneman 

col s. demostraron que las fracciones ribosamales de Salmonel/a 

typhimurium 

virulenta(95J· 

Larralde(64 J· 

que 

induc i an protección en el raton contra Ja 

Resulta dos simll ares fueron obtenidos por 

En trabajos posteriores Molinari Cabrera 

Sal mane/la las fracciones ribosamales de 

bacteria 

Mollnari 

demos­

t y phi traron 

lnduci an 

Con 

!amblen protecclon en ratones( 65)· 

el 

responsable de 

se realizaron 

fin de demostrar cu~I de 

por la protección Inducida 

varios estudios con resultados 

las 

el 

muy 

fracciones 

antígeno 

diversos. 

era la 

rlbosomal, 

En los 

primeros trabajos al respecto, Venneman e ol s. propusieron como 



antígeno 

demostro 

protector 

que las 

13 

al ARN rlbosomal¡95)' 

rlbosomales 

Por 

lnduclan 

otra parte, Johnson 

proteccl6n en 

ratones(43)· Smith 

prote·;nas 

Blglye sugirieron que tanto el ARN como 

los 

las 

proteínas 

steln 

Sa/monel!a 

eran necesarias para obtener 

Johnson demostraron que las 

estaban contaminadas con 

tal proteccl6n( 9!)• El sen-

fracciones rlbosomales de 

la LPS proteínas de 

en vol tura celularc22,So)· En trabajos subsecuentres, Johnson 

celular col s. demostraron que las proteínas 

Sa/monel!a typhlmurium responsables 

ratones contra la lnfeccl6n por esta 

!mentas ponen en duda el papel que 

de 

de 

la 

la 

envoltura 

protección 

bacterla(61)• Estos 

juegan las fracciones 

a 

de 

los 

exper-

rlboso-

males en la protección apoyan lo sugerido por Mates y Yoslpo-

vlsl, en el sentido de que los antígenos protectores de Salmo-

ne/la se localizan en la superficie bacterlana(59)• 

En los ültimos años, las proteinas de membrana externa (PMEl 

las bacterias Gram-negatlvas han adquirido gran Importancia. de 

Asi Cfiversos investigadores han enfocado sus estudios hacia el 

papel 

tanela 

m~todos 

que 

de 

desempeñan 

ellas se 

en 

pudo 

la relacion 

comprenaer 

hospedero-par ~sito. La Impar-

gracias al advenimiento 

especificas que permitieron separar la membrana externa 

ele 

de 

la 

de 

el topl asma tic a, Miura 

externa 

Ml2ushlma describieron el aislamiento 

la membrana de [ sch1:r/ch/a coli empleando esfera-

con lisosima EDTA; estos se lisaron plastas 

choque 

preparados 

osmotlco posteriormente se separaron en un gradiente 

por 

de 

sacarosa la membrana externa de la cltoplasmatlca (62)• El metoao 

anterior fue modificado por Osborn con el fin de disminuir la can-

ti dad de LPS en las preparaciones de PME¡72¡· Schnaltman describiO 

una metodolog·;a que evita la preparación de esferoplastos con-
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sis te en el rompimiento de las bacterias en una prensa francesa, 

seguido de la sedlmentaclon de la envoltura celular de la sol u-

blll zacl on de la membrana cltoplasmatlca con un detergente no 

l6nico(86)· 

La 

rore sis 

ldentlflcacl6n 

en geles de 

de las PME 

pollacrllamlda. 

Informar que 

que constituía 

Escherichia CO/i 

el 70 de las 

(84); POCO después, conjuntamente 

traron por electrororesls que en 

se hizo por medio de electro-

Schnaltman rué el primero en 

contenía 

proteí n·as 

una proteína 

totales de la 

con otros Investigadores 

realidad se trataba de 

principal, 

membrana 

demos­

cuatro 

proteí nas¡9,39,85 )• Schmltges y Hennlng describieron una proteína 

principal, que se podía separar el e c trof oré ti e amen te en dos ban-

das(83)· Actualmente se sabe que el número de las PME es variable 

y depende de la lnrormaclon genética de la bacteria. Pudiendo var-

lar su expreslon por factores tales como las condiciones 

ti vo, la temperatura, etc.(5S)• 

Las PME que mas se han estudiado son las de E. 

1978 s. t ;·ohimurium. 

Wu en 1980, 

clasiricaron en 

Di Rienzo, 

hicieron una 

Nakamura 

revls1on 

proteínas principales 

Las proteínas principales pueden 

e lnouye en 

e:densa de ellas¡19,73) 

menores. 

estar expresadas con 

100 000 coplas por c!!lula y se han descrito alrededor de 

embargo, generalmente solo se expresan 5. Dentro de las 

principales se encuentran: 

de cul-

col i 

Osborn 

las 

m11s de 

10, sin 

proteínas 

1) Proteínas matrices o porinas (Omp e, Omp D, Omp f', pho 

[), que intervienen en el transporte pasivo de sustancias de 

bajo peso molecular a trav!!s de la membrana¡59¡: 

21 Proteína modificable por el calor (Omo A), involucrada 
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en los procesos de conjugación que actúa corno receptor para 

fagos collcinas(13,17 ,89)· 

3) Llpoproteina de Braun, unida covalenternente a la peptldo-

glicana cuya runclon es la de mantener la Integridad estructural 

funcional de la rnembrana(10)• 

En la figura se muestra la dlsposlcl6n de los componentes 

de la envoltura celular de las bacterias Gram-negatlvas y el arre-

glo de las protei"nas de la membrana externa. 

respecto a las proteínas menores se Con 

Intervienen como acarreadores en el transporte 

ha 

de 

alto 

lar. 

peso 

Entre 

molecular oue esHn 

se encuentra 

relacionadas con la 

la u ni ca protei"na 

demostrado 

sustancias 

división 

que 

de 

celu-

de membrana 

externa 

Las 

QUe 

ellas 

tiene 

evidencias 

actividad 

de QUe 

de 

las 

fosfollpasa 

PME estén 

A(l9,73,69)• 

expuestas al medio 

externo 

tares. 

llevó 

Frasch 

meningitidis 

a investigar su eficacia 

col s. encontraron QUe 

corno 

las 

grupo B resultaron ser buenos 

inrnun6genos protec-

PME de Neisser/a 

inmunogenos cuando se 

inoculaban a conejos. los 

vitr o 

anticuerpos anti-PME presentaron acti-

vi dad bactericida in mediada por c ompl emen to¡25 ¡· 

Buchanan y Arko demostraron que el antígeno capaz de proteger 

a chlmpanc!ls contra 

membrana externa 

demostraron que las 

la 

se habia 

pro tec ciün 

Inducido 

hallazgos 

la uretritis gonococcica estaba presente en la 

de Neisseria g on orrh o ea e ( 11)· Posteriormente, 

protei nas de dicha membrana eran las que con-

especi flca en cobayos a los que previamente 

infecc;on gonococclca e xper 1menta1 ( 12 )' 

mas importantes en cuanto a la capacidad Los 

lnmunugena 

Sa/monel/a 

protectora de las PME porlnas ante la lnfecclon por 

1 y phi son: 



ílgura 1: Esquema ~ !..!! envoltura celular ~ las bacterias 
Grarn-negativas. 

ME: mP.mOrana externa; LPS: lipopolisacarido; iL: fosfolipidos; 
ACE: ant 'yen o ccimuri en teroDat t eriano; POR: porina; OMPA: proteína 
mod1ficao1e por el calor; PG: pe¡1t1cJoylicana; LP: lipoproteina; 
PP: pr·oteina periplasmica; MC: membrana citoplasmática; PC: poli-
sacar1Clc1 capsular; co: cadena o. 
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kussl y col s. demostraron que las porlnas extraidas de una 

cepa rugosa de S. typhimurium proteg;an al raton de un reto 

con una cepa lisa homologa, El mismo efecto se obtuvo en forma 

pasiva con anticuerpos es pe c if 1cos¡5 o, 51 l. 

lslbasl y col. han demostrado que pacientes con fiebre 

tifoidea producen anticuerpos de clase lgM hacia una PME de 28 kDa 

durante Ja fase aguda de su padecimiento. En la convalescencla, Ja 

respuesta fué de lgG se dlrlgl6 hacia las porlnas (36 a 41 kDa). 

Adem!is que Ja vacunación de ratones NIH con 10 µ.g a 30 µ.g de PME 

de S. typhl, Indujo protecclon del 100:1. al reto con 500 DL50 

de S. typhi 9,12,Vl:d S. typhl Ty2; del 30:1. al reto 

con Ja misma dosis de S. typhlmurium.(l,0,41,42) La admlnlstra­

t yphi 9,12,Vl:d, clón pasiva de suero de conejo antl-PME de S. 

confirió proteccion del 100X al reto con 100 DL50 de S. typhi 

9,12,Vi:d S. typhi Ty2; del eox al reto con S. typhimu-

rium. El suero de conejo anti-PME utilizado en el ensayo de pro-

tecclt>n pasiva reconocio por inmunotransferencia, todas las PME de 

ambas cepas de S. typhi empleadas en el reto, pero solamente a 

las porlnas de s. t y phi muri um.¡ 4 o, 4 1,42l 

Anticuerpos monoclonales (lgM) antl-porinas de s. t y phi 

9, 12,Vi:d confirieron una protecclon del 60X al reto con 20 DL50 

de s. t y phi 9 ,12,Vi:d, mientras 

ant i-LPS no produjeron ningún 

anticuerpos monoclonales anti-ldlotiplcos 

BALB/c normales genero una respuesta 

que 

de 

de 

anticuerpos monoclonales 

La 

las 

administrac!On de 

porinas a ratones 

anticuerpos capaces de 

reconocer a las por in as por inmunoel ec t ro transf er enci ª·<datos no 

publicados) 

La vacunaclon de ratones NIH con 30 µ.g de PME de s. 
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typhi, lnduJo respuesta prollferatlva in v/t ro de llnfocl-

tos, en presencia de porlnas de s. typhi, s. typhlmurium o 

c. col/. La Inmunización de ratones C5781/6 con PME de s. 

t y phi indujo una respuesta proliferatlva in vi tro especrflca 

de 

typhi 

DL50 

linfocitos T ·(datos 

La vacunación de 

9,t2,Vl:d• Indujo 

con la misma 

no publicados) 

ratones NIH con 10 µ.g de porlnas de S. 

protección de 100:1. contra el reto de 500 

bac terla( ·40,41,42)· 

Los esplenocltos de ratones NIH Inmunizados con 30 µ.g de PME 

s. t y phi de 

en presencia de 

rompimiento con 

9,12,Vl:d, se 

péptldos de 

bromuro de 

activaron in vi tro al cultivarse 

porlnas de s. t y phi obtenidos por 

clan6 geno.(dat os no publicados) 

La respuesta Inmune celular consiste en una Intrincada red de 

Interacciones celulares que Inician con la captaclOn del antígeno 

por las c!!lulas del sistema f agoc i tic o mononuclear. Los macrOfagos 

degradan las diferentes fracciones anti génicas a péptldos de menor 

tamaño (14,82,102); despul!s, por un proceso no bien definido 

expresan 

proteínas 

estos 

de 

fragmentos 

superficie 

en su membrana en 

codificadas por genes 

conjunto con glico-

de ll del 

sistema principal de hl s t ocompa tibil id ad (denominados 

clase 

HLA-DR, DQ 

DP en el humano). Solo entonc~s los linfocitos T Inductores son 

capaces de reconocer al anti geno e iniciar una respuesta contra l!I 

(14,102)• Despues del 

y 

reconocimiento antigl!nlco los linfocitos T4 

son actlvados¡ 97) las 

epi topes 

una serie 

Jos cuales 

factor de 

son 

de 

se 

expandidas; 

factores 

encuentra 

crecimiento de 

clonas especificas contra 

como consecuencia estas 

solubles de comunicaciOn 

IL2 cuya funclon principal 

linfocitos como 

los diferentes 

células secretan 

celular(82)• entre 

como es actuar 

sistema aut 6crlno 



lo que permite la expanslon de clonas especí flcas contra el 

Esta llnfoclna adem3s funciona como factor de crecl-antígeno. 

miento dlferenclaclon de linfocitos B (6) que bajo la Influencia 

de ésta y otras llnfoclnas dan lugar a la formaclOn de células 

plasm!itlcas secretoras de anticuerpos. Por otro lado, la IL2 es 

necesaria (4) para la dlferenclaclon de linfocitos T cltot6xlcos y 

para (71) la expansión de 

los 

gran 

llnfoclna secretada 

(99)· Este tiene 

diversos tipos 

por 

una 

celulares: 

celulas 

linfocitos 

variedad 

efecto 

asesinas naturales (NK). 

T4 

de 

es el 

efectos 

antlvlral¡a 7 ), 

lnterfer6n 

blol6glcos 

activación 

Otra 

gama 

sobre 

de 

macr6fagos¡a7,BB) y actlvacl6n de diversos genes entre los cuales 

se encuentran los del sistema principal de hl s t ocompatl b 111-

dad.(15,79)' 

en Infecciones Intracelulares como es este caso la Inmunidad 

celular juega un papel importante en 1 a protecclon contra la 

lnfeccl6n¡45
1
47

1
se,Bf) 

En algunos estudios llevados a cabo con Sa/monella typhimu-

rium se pone de manifiesto la Importancia de Ja Inmunidad celu-

lar para el control de esta infeccion(501 . Se ha demostrado que la 

presencia 

antígenos 

de inmunidad 

proteicos de 

celular 

Sa/monella 

(hiper sensibl 1 id ad 

typhimurium, 

tardia) 

est~ en 

contra 

rela-

clon directa con el nivel de proteccl6n contra la enfermedad. Por 

otro lado, estudios en ratones Indican que por medio de transfer-

encla pasiva 

Sa/monella 

ratones no 

de linfocitos 

typhimurium 

lnmuni z ados.¡ 7 4 ) 

T especrficos 

es posible 

contra 

conferir 

antigenos 

resistencia 

de 

a 

E 1 principal problema para el estudio de la fiebre tifoidea 

es que S. typhi es patogena solo en humanos chimpances(26) Y 
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que resulta costoso y poco pr;ictlco el trabajo con primates dado 

fue 

clón 

hacia 

necesario Idear un modelo humano para analizar la participa-

de las PME porlnas de s. typhi en la respuesta inmune 

esta bacteria, para lo cual se formó el siguiente modelo 

experimental: 

Se tomó como nuestra a 10 voluntarios sanos del personal del 

laboratorio donde se realizó este traba Jo, las cuales fueron divl-

di dos en dos grupos aleatoriamente, se valoro 1 a respuesta inmune 

celular humoral a porlnas de S. typhy, typhymuriun y E. co/i 

a través de trasformación blastolde de CMN y ELISA esta medición 

que se conclder6 como testigo negativo o bien como "respuesta" 

basal. Posteriormente se puso en contacto a las personas con la 

bacteria a traves de la vacuna, asr un grupo fue vacunado con la 

vacuna L el otro con la vacuna Germanler. Diez días después de 

haber 

Inmune 

completado 

celular 

ant;genos. 

el esquema de 

humoral por 

vacunaclbn se evaluó la respuesta 

las mismas técnicas ante estos 

Ademas se mldib la respuesta inmune celular humoral las 

porinas de s. typhi, typhimuriun y coli por los mismos 

métodos a las personas que en forma natural estuvieron en contacto 

con la bacteria es decir, los enfermos con fiebre tifoidea. 
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(porlnas) 

Ja 

en 

en humanos. 
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OBJETIVO PRINCIPAL. 

participación de las 

la respuesta Inmune 

proteinas 

celular 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Alslar y caracterizar PME y porlnas de 

cepas: Sa/monel/a 

CD Ji, 

t y phi 9 1 12, VI ,d, Sa/monella 

y E. 

Valoración 

antes 

de 

de 

la 

la 

respuesta Inmune 

vacunación, a las voluntarios 

diferentes enterobac terl as ya mencionadas a 

cion linfoblástica ELISA. 

Valoraclon de la respuesta Inmune 

voluntarios posterior a la vacunaclon, a las 

diferentes enterobacterlas ya mencionadas a 

cion llnfobl ástlca ELISA. 

Valoraclon de la respuesta Inmune 

celular 

PME 

trav!!s 

celular 

PME 

trav~s 

celular 

de membrana 

a Sa/monel/a 

las siguientes 

typh/mur/un 

humoral en 

porlnas de las 

de trasforma-

y humoral 

porlnas de 

en 

las 

de trasforma-

humoral en 

pacientes 

tifoidea, 

mencionadas 

con diagnostico e 1 i ni c o bacterlologlco de fiebre 

las PME porinas de las diferentes enterobacterlas ya 

a través de trasformaclon linfoblast1ca ELISA. 
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MATERIAL Y METODOS. 

t. HETODOS BACTERIOLOGICOS. 

!_J Cepas bacterianas, 

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas: Sa/monella 

typhimurium, 

Salmone//a 

tifoidea, 

Higiene. 

y 

donadas por el 

typh/ 

E. 

9,12,Vl,d alsl ada 

co/i donada 

bacterias. 

Instituto Nacional 

de 

por el 

un paciente 

Instituto 

de Higiene, 

con fiebre 

Nacional de 

~ 

t.2.1 Las bacterias empleadas para la obtención de PME 

porlnas se crecieron durante B h a 37oc y 200 rpm (New BrunswlcK 

Sclentlflc Ca.) en medio mínimo A suplementado con O.IX de 

extracto de levadura 0.5X de glucosa. Posteriormente las bac te-· 

rlas se cosecharon, en fase logar"! !mica de crecimiento, por cen-

trifugaclon a 1650 xg durante 15 mln a .¡oc. El botan bacteriano se 

resuspendl6 en amortiguador de Hepes 0.01 M pH 7 .4, con serv~ndose 

a -20ºC hasta su uso. 

2. HETODOS BIOQUIHICOS. 

Aislamiento ~ PME. 2.1 

La obtención de PME de las cepas trabajadas se realizo de 

acuerdo al mi; todo de Schnaltmancas)' para ello las bacterias 

cosechadas en la fase logari"tmlca de crecimiento se ajustaron 

una densidad opt1ca de t.O a 660 nm; posteriormente se rompieron 

mediante sonicaclon a 180 watts (Lab llne UI tratrlp Labsonic sys-
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tem sonlcator) en baño de hielo por períodos de 2 mln hasta dismi-

nulr la absorbancla a 0.3. Para 

la suspension sonlcada, esta se 

eliminar 

centrifugo 

las 

a 

bacterias enteras de 

7000 xg durante 15 

mln, del sobrenadan te se sedimento la envoltura celular por ultra-

centrifugación 200 ººº xg/45 mln (LB 80 ul tracen trlfuge 

BecKman lnstruments, lnc.), la envoltura celular se solubllizo con 

Tritón X-100 a.1 2X en Hepes 0.01 M pH 7.4. La fraccion insoluble 

en Trlton X-100 (membrana e:derna y peptldoglicana) se sedimento 

por ul tracen trlfugaclón 

extrayendose 

Tritón X-100 

de 

al 

ahí las 

2Y., EDTA 

en las 

PME por 

5 mM, e 

posterior ul tr acentr 1 f ugaclon a 

condiciones antes mencionadas 

resuspensión en 

Incubación durante 

200 ººº xg/45 

Tris-HCI 

10 min 

pH 7.2, 

a 37oc. 

mln./370C ( 91). 

Las PME se recuperaron en el sobrenadante se mantuvieron a - 700C 

hasta que se utilizaron. 

2.2 

La 

descrito 

logar; tmica 

Puri~lcación de 

obtencion de porinas 

por 

de 

Nikaido(69)' 

crecimiento, 

Las 

se 

exclusión molecular. 

se efectuo empleando el m!!todo 

cosechadas en la fase 

ajustaron a una densidad Opt1ca de 

1.0 660 nm, posteriormente se rompieron por sonicaclOn (Lab line 

Uitratrip 

de dos 

bacterias 

la 

Labsonic 

minutos 

enteras 

envoltura 

system sonlcator) en ba~o de hielo por periodos 

hasta disminuir la 

se eliminan por 

celular se obtuvo 

densidad optica a 0.3. 

centrifugacion a 7000 

por ul t racent ri fugaci on a 

Las 

/15 

100 

000 xg/30 min a 2ooc, esta se solubilizo en Tris 10 mM, pH 7. 7 con 

SOS al 2% se Incubo 30 min a 32oc, posteriormente se uitracen-

tri fugó el sedimento se 

las condiciones descritas 

segundo proceso, conteni a 

sometiO 

anteriormente. 

peptldoglicana, 

una segunda solubi11zacion en 

El sedimento de este 

de donde se extrajeron 
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las proteinas unidas a ella solublllz!indola con Tris 50 mM pH 7.7, 

SOS al 2X, EDTA 5 mM, NaCI 0.4 M f!-mercaptoetanol 0.05x; despues 

de un período de lncubaclon de 2 h 37oc, se ultracentrlfugo a 

tOO 000 xg/30 mln a 25DC el sobrenadante se paso a traves de una 

columna de Sephacryl S-200 (80 cm 2.6 cm, Pharmacla Chemlcal 

Co.) con una velocidad de flujo de to ml/h. Se recupera la frac-

cl6n que eluye Inmediatamente después del volumen vacío, detectada 

por absorbancla a 280 nm. 

3. METOOOS ANALITICOS. 

ª-.:..!..: Oetermlnacl6n de proteínas. 

La cuantificación del contenido de proteínas tanto en las 

preparaciones de PME (obtenidas por Schnaltman) como en las de 

porlnas purificadas (Nikaido); se reall z6 de acuerdo al método de 

Lowry¡55¡ con albúmina serlca bovina como prote·1na de referencia 

(Sigma Ca.). 

3.2. Determlnaclon LPS. 

La cantidad de LPS contenido en las preparaciones de PME 

porinas se determino de manera Indirecta cuantificando el cante-

nido de ~cldo 2-ceto 3 manooctulonico (KDOl de acuerdo al melado 

de Karkhanis¡ 441 , empleando una curva patron de KDO (Sigma Co.). 

Electroforesis 

con dodecll sulfato 

La SOS-PAGE de PME 

troforétlca 

condiciones 

para geles 

reductoras 

¡52)· El gel separador 

proteínas en de poliacrilamida 

sodio (SDS-PAGE). 

porlnas se realizo en una unidad elec-

verticales 

sistema 

en placa (LKB lnstruments) en 

de amortiguadores discontinuos 

con tenia 11.2 X de acrllamlda, 2.5 X de 
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bls-acrllamlda, 0.19 Y. de SDS en amortiguador de Trls-HCI 0.35 M 

PH a.a. El 

bis-acrllamlda, 

gel 

0.1 

Introductor contenia 

X de SDS en 

5 X de 

amor tlguador 

acrll amida, 0.13 X 

de Tris-HCJ 0.125 

de 

M 

pH s.a. Como amortiguador de muestra se uso Tris 0.125 M pH s.a, 

que contenía SDS al 2 X, 13-mercaptoetanol al 5 X, glicerol al 10 Y. 

azul de bromofenol al 0.005 Y.. 

El corrimiento electroforétlco se llevó a cabo empleando 30 

mA por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, gil-

clna 0.192 M, SDS al 0.1 X pH a.3. Posteriormente Jos geles se 

tiñeron durante h en una solución de azul de Coomasle R-250 al 

0.25 en metanol-licldo acético-agua (45:10:45), se decoloraron 

empleando una solución de metanol-!icldo acético-agua (5:10:a5} 

hasta que el fondo del gel fué transparente. 

Ensayo lnmunoenzlmétlco en 

Para determinar la presencia de anticuerpos antl-PME en Jos 

sueros de las personas estudiadas, se empleo el método de ELISA 

(23)' Placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co.J, fueron recu-

blertas con 50 1.1g/ml de PME en amortiguador de carbonatos (carba-

nato/bicarbonato de sodio pH 9.6), durante toda la noche a 4oc. 

Una vez transcurrido este tiempo, se Javo dos veces con PBS-Tween 

al o.1x (PBS-TJ, se llenaron Jos pozos con soluclon de bloqueo 

(PBS-gelatlna al 2X) permaneciendo las placas dos horas a temper-

atura ambiente. Posteriormente, se agregaron 100 1.11 de la muestra 

problema e Jncub.:i la placa durante 3.0 h a 37ºC; despu!!s de cuatro 

lavados con PBS-T se añadió 100 1.11 de el conjugado (Jnmunoglobuli-

nas de cabra antí-inmunoglobullnas de humano conjugadas a per oxi-

dasa (Sigma Co.J e Incubo Ja placa 1.5 h a 37oc; despu!!s de 4 

lavados con PBS-T se agregaron 100 1.11 de solución de sustrato 
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(o-fenllendlamlna, H202 al 3Y. en amortiguador de citratos pH 5.0) 

y a los 20 mln, la reacclon se detuvo con gota de !le. sulfúrico 

2.5 M. Los pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (mini-

reader 11 Dynatec). 

.C. METODOS INMUNOLOGIC09. 

Preparación de mononucleares. 

En tubos de 50 mi se mezclaron 25 mi de sol. salina Isotónica 

con 15 mi de sangre venosa heparlnlzada de las personas de la 

muestra antes y después de la vacuna; con una Jeringa una aguja 

larga se 

de sodio 

depositaron 

(Hystopaque, 

'º 
Sigma 

mi de 

Chemlcal 

F'lcoll/Hypaque, F' lcol I / dlat ri zoato 

Ca., St. Louls, MO). debajo 

de la mezcla de sangre y sol. salina. Después de aplicar el 

F'lcoll/Hypaque debe verse una Interfase ni'tlda entre la sangre 

el F'I col 1 / Hypaque. Se centrifugaron los · tubos en una centrifuga de 

inicio lento (para evitar disrupclOn de la interfase) a 1000 rpm 

(O 400g) durante 45 mln, al terminar, aspirar el plasma sobrena-

dante (hasta aproximadamente 2 cm arriba del boton celular) 

desecharlo. Se aspiro la Interfase cuidadosamente, tomando hasta 

aproxlmadamern te 3/4 partes del F'lcoll/Hypaque (evitando aspirar 

los eritrocitos PMN que se encuentran debajo de éste). Se depo-

sltaron las células en un tubo nuevo esteril de 50 mi, se 

lleno con solucion salina, se centrifugo a 600g ( aproximadamente 

1500 rpm) en centrifuga refrigerada, se repitió este procedimiento 

dos veces, la tercera vez con solucion salina, centrifugando 

360g durante 15 min para deshacerse de las plaquetas. Al terminar 

el tercer lavado, las células se resuspendleron en medio RPMI 1640 
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(GIBCO, Grand lsland, NY) suplementado con suero fe tal bovino al 

10 inactlvado a 56ºC (SHN), al 10Y., penicilina G (200 U/mi), 

gentamlcina (10µg/ml), L-glutamlna (0.3 mg/ml). Se colocaron las 

células en placas de 96 pozos de tal manera que quedan 300 000 

células en 100 µI, se agrego el antígeno a una concentración de 40 

µg/ml en un volúmen de 20 µJ se ajustó el volúmen a 200 µ!/pozo. 

Las placas permanecieron en una Incubadora de co 2 a 37ºC por 7 

días 18 h antes de cosecharla se les agrego µe/pozo de tlml-

dina trillada. Posteriormente se cosecharon las ce lulas con un 

cosechador de células (Mini Machs 11), se retienen los restos cel-

ul ares, 

vidrio, 

especíPlcamente el DNA en un papel f I 1 tr o de fibra de 

que pasa a un contador 

lnst) report!indose los resultados 

4.2 Obtención de macrMagos 

Se depositaron h10 7 ci>lulas 

de 

en 

centelleo 

cuentas 

mononucleares 

liquido (BeKman 

por mlnuto¡67)• 

de sangre perlfér-

ica resuspe¡;¡didas en RPMI 1640, en un volumen de 4 mi en cajas de 

Pe tri, se agregaron 10 mi de medio con suero al 10::, colocandose 

en incubadora de C02 a 37oc durante una hora. Despu!!s del peri.oda 

de incubación, se re suspendieron las c!!lulas cuidadosamente se 

aspiró Ja suspensión de ci>Julas no adherentes, se agrego PBS pH 

7 .4 (aproximadamente 5 mi), 

añadiO 

temperatura ambiente libre de car+ 

Mgt+, Enseguida se entre 5 8 mi de soluclon 

EDTA/PBS/glucosa, fria e incubo a 4oc, por 2 horas en el refriger-

ador. Con ayuda de un gendarme de hule, se talll'.l toda la super-

fic\e asplr1lndose en seguida las ce lulas, depositandolas en un 

tubo de 50 mi, se lavaron las cajas dos veces m1ls con solucion de 

Hanks'. Esta suspension con el resto de las celulas desprendidas 

anteriormente, se lavaron dos veces m/ls con Hanks, se resuspen-
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dieron en medio con suero 

de 

4.3 

10 

Eritrocitos de 

mi de sangre de 

Alsever¡66)• se colocaron 

al 

tratados neuramlnldasa. 

carnero esterll diluida 1:1 con soluclon 

en un tubo de 50 mi, lavMdose 3 

veces con Hanks. Se agrego 50 µ.I de neuramlnldasa (GIBCO) de Vibro 

se llevaron a 40 mi con Hanks. Se Incubó 37oc durante 

una hora (con agitación). Y se lavó 3 veces con Hanks, se resus-

pendlo en un volúmen final de 48 mi de RPMI 1640 sin suero. 

cajas 

das, 

de 

Purificación de linfocitos 

Después de Incubar las c1'!Julas mononucleares por 60 

de Petrl de vidrio, las células no adherentes fueron 

lavadas veces con solucl6n salina 

eliminar 

dos 

los macr6fagos residuales se 

flslol!lglca, 

trataron 

con 

con 

metílico de L-leuclna (LME, Sigma), de acuerdo al método 

por Thiele Los linfocitos se purificaron 

min en 

aspira-

el fin 

éster 

descrito 

mediante 

formacion de 

cols.¡ 5 ¡. 

rosetas con eritrocitos 

T 

de carnero tratados con 

neuramin1dasa (ECNJ, pasados por gradientes de ricoll/Hipaque. 
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RESULTADOS. 

~ A1slamlento 

obtuvieron 

Caracterlzaclon de PME. 

Se PME de s. typhi (aislada de un 

paciente con diagnóstico clínico de fiebre tifoidea). De 

al método de Schnaltman¡BG)• figura 2) Las proteínas 

acuerdo 

obtenidas 

tuvieron pesos moleculares que varían desde 14 hasta 70 

donde las que tienen pesos moleculares de 30 Kd a 41 Kd correspon-

den a las proteínas formadoras de canales o porlnas¡69)· 

exclusión molecular. Por 

La obtenclon de porlnas mediante la técnica de NIKaldo(69) se 

fundamenta en el hecho de que estas protei·nas unidas por enlaces 

lonlcos a la peptldogl 1 cana, pueden separarse de ésta, mediante su 

solubillzaclon en un amortiguador que contenga SOS y 0.5 M de NaCI 

(fuer za 

mediante 

16nlca al ta). Las 

de 

proteínas obtenidas se purifican 

cromatografía exclusion molecular con Sephacryl S-200. 

La figura 3 muestra la calibracion de la columna de Sephacryl 

S-200 con azul dextran, albumina, lisosima. 

muestran 

t y phi' 

En las figs 4' 5 

tograficos de las porlnas 

[. coli, obtenidos de la 

observa que la fracclon que 

6 

de 

se 

s. 

los 

s. 

perfiles croma-

typhimurium 

columna de Sephacryl S-200. Se 

eluyo Inmediatamente despues del vol u-

men vacío contiene las porinas en forma de trímeros 1114 a 123 

Kdl. Esto se demuestra por 

clón (flg pues solamente 

electroforesis 

se observan 

en 

dos 

condiciones de reduc-

bandas proteicas de 

38 

LPS 

Kd a 41 Kd. Las porinas asi purificadas estuvieron libres de 

1 e uantlfl cado a travt!s del contenido de KDOJ. Sin embargo, 

cuando se empleo una tecnica mas sensible, como es la determina-
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Figura 2: Perfil electroforético en g_!:.] de poliacrilamida SOS 
PAGE para proteínas de membrana externa: 

Las proteínas de - membrana externa (PME) se obtuvieron por el 
método de Schnaitman. En el carril A se presenta el patrón de co--
rrimiento elctroforético para las PME de Salmonel/a typhi 
9,fé!,Vi,d; en el carril B las PME de Sa/mone//a typhimurium 

el el carril e las PME de [, coli. Se utilizaron como marca-
dores de pesos rnoleculares: albúmina sérica bovina (66.2 KDa), 
ovoalbúmina (45 KDa). anhidras a carbónica (29 KDa) y lisozima 
(14.4 KDa). 
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figura 3: Calibración de @ 
Se muestra el patron de 

lisozima. En las abscisas la 
tubo, horas y mililitros y en 

columna !!~ Scphacryl ~ 
elucion -p¡ira azu dextr;in, ult•uminiJ 
escala es expresada en numero oe 

las or·denadas la densidad optica. 
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Figura •: Patrón de 
9,f2,Vi,d. ~ cromatograr í a 
S-200: 

Posterior a la e~traccion 

columa ae Septiacryl S-200 
cual se carac:ter·11ó oor 
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lfilMHI H fHO ''º "º 

eluclón de 
d-¡;--¡;-x e 1 u sió n 

porlnas de ~ IJ..l!..!!..!. 
molecular ~ Sephacryl 

de membranas con 
y se obtuvo este 
elctr·oforesis. 

sos 
patrón 

se paso oor 
de elución, 

la 
el 
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Figura 5: Patrón de eluci6n !!!! porinas de §_,, tt_f!.himurium 

~ cromatografía ---c;e exCrusl6n molecular ~ Sephacr~I S-?.00: 
Posterior a 'ª extracc,on de membranas con S!)S 5e o aso oor la 

columa oe Sephac:r·yJ s-zoo 6€' obtuvo este p~tr on oe elut:ión, el 
cual se carac:ter·izo ~·c•r el c:tr·of or·esis. 
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rigura 6: Patrón de 
cromatograrí a ~ exciusióñ 

Posterior a la extracc1.:1:1 
col urna de Sephacryl s-200 
cual se caracterizó por 

300 
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e lución de 
molecular ~ 

dE memoranas 

HO 

porinas de 
Sephacrll 

con sos 
y se obtuvo este patrón 
elctrororesis. 

400 

c. coli ~ 
S-200: 
se paso por '~ 

de eiución, el 
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Figura 7: Perfil electroforétlco en 9!Ú de pollacrllamlda SOS 
PAGE de porlnas_: __ 

Las porlnas se obtuvieron por el método de Nlkaldo. En el 
carril A se presenta el patrón elctroforetico para las PME de 
Sa/mone//a typhi 9,té!,Vi,d¡ en el carril 8 el patrón de corri-
miento elctroforético para las PME de Salmonella t YPhimurium¡ 
el el carril e el patrón de corrimiento electroforético de porinas 
de Sa/mone/la typhi y en el carril D el patrón de corrimiento 
electroforético de porinas de Salmonella typhimurium. Se uti-
lizaron como marcadores de pesos moleculares: albúmina sérica 
ouvlna (66.2 KDa), ovoalbúmina (45 KDa), anhidrasa carbónica (29 
KDa) lisozima (14.4 KDa). 
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ci6n de !icido 13-hl droxlmiri s tic o por HPLC, como indicador lndl-

recto de contamlnaclon de LPS, se encentro que ésta era del 0.014 

Y.. 

!!, Respuesta celular. 

Con el fin de estandarizar las 

c11ltlvos celulares en el laboratorio, 

condiciones 

se mi dio 

óptimas de 

la cln!!tlca 

los 

de 

respuesta de las células mononucleares a mltogenos 1 ne s pe c i'f I co s ¡ 

concanavallna A (con-A), Figura B observamos que la mejor 

respuesta est!i dada en concentración de 300 000 células/ pozo con 

15 µg de con-A, encontrándose ademas en la curva el fenómeno de 

dosis respuesta. 

A fin de validar el 

hicieron cultivos celulares 

sistema 

antrgeno 

que pensabamos 

especí fices con 

utilizar, se 

PPD como 

antígeno, ya que en nuestra población la respuesta a PPD es un 

evento normal. Se practicaron pruebas de PPD a personas que no se 

pensaba lnclulr en la muestra. Las que resultaron positivas, se 

les extrajo sangre para hacer cultivos celulares, encontrandose la 

mejor respuesta a un concentración de 37 µg/ml de PPD, como se 

puede apreciar en la figura 9, en 

fenómeno de 

En la 

mononucleares 

porlnas 

dosis respuesta. 

figura 10 se observa el 

de 

de 

las personas 

diferentes 

sanas 

cepas 

la cual tambl!!n vemos el 

comportamiento de las c!!lulas 

(antes de la vacunaclon) ante 

bacterianas ya mencionadas, las 

por dos métodos: 

las 

el primero que consistiO en colocar las CMN en 

presencia del 

trasformaclOn 

el pozo las 

antígeno, (porlnas 

bl as tolde. El segundo 

c!!lulas presentadoras 

c!!lulas efectoras, (linfocitos 

PME), evaluar la respuesta de 

m!!todo, consistlo 

de Ag con el 

T. J Encontramos 

en poner 

anti'geno y 

ausencia 

en 

las 

de 
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figura 8: Cinética !!! respuesta ~ células mononucleares !! 
mlt6geno inespe"CffiCO (con-A). 

Este experimento rue con la rinalidad de estandarizar los cul-
tivos celulares para encontrar las condiciones óptimas de 
respuesta a traves de trasformacion blasto1de. En las oroenadas se 
expresan CPM X 1000 en las abscisas concentraciones crecientes 
del mitógeno (con-A). 
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Figura 9.: Respuesta celular antígeno específica (PPO) 
~ humano. 

~experimento 
ciones adecudas del 
validar el sistema 
respuesta a 
del anti geno 

través 
(PPOJ. 

fu~ con 
anti geno en 
a utilizar. 
de CPM y 

el fin de encontrar 
cultivos celulares 

En las ordenadas 
en las abscisas las 

las concentra-
con el fin de 

se mide Ja 
concentraciones 
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F'lgura tO: Respuesta Inmune celular !! porlnas de 
trphlmurium l f: co/i ~ personas sanas antes de !.!! vacuna. 

Las subpoblaclones celulares se -otituvleron por formacion de 

s.tlphl, s. 

rosetas con eritrocitos de carnero con el fin de observar la 
respuesta a las porinas por los limfocitos T¡ se utilizar-en 
c!!lulas presentadoras de antígeno mas las porinas y poblaciones 
puras de linfocitos T en placas de 96 pozos y se les agregó timi-
dina tritiada 24 · ti r s antes de cose c ti ar. 
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respuesta las porlnas por Jos dos m!!todos. Sin embargo, en Jos 

dos casos la respuesta a mlt6genos Inespecíflcos (Con-A) como tes-

tlgo de viabilidad fué bueno. 

En la figura 11 se muestra la respuesta celular de las per-

sanas antes después de la vacuna L (Intramuscular). Se puede 

observar que las porlnas de las diferentes cepas bacterianas no 

son reconocidas por las células T en ninguno de Jos dos momentos y 

en ninguno de todos los casos. Con esto se demuestra que en Já 

protección conferida por este tipo de vacuna no participan las PME 

o las por In as; probablemente 

las proteínas de membrana 

al Inactl varl as 

externa sufren 

por calor o 

desnaturallzcl6n 

acetona 

por 

esta razón la vacuna protege por corto tiempo, ya que al no tener 

participación moléculas protélcas, suponemos que la protección 

conferida es predominantemente a través de la Inmunidad humoral. 

Al comparar con el grupo en que se aplicó la vacuna 

oral, (figura 12) se encentro que 10 días después de la vacunaclOn 

las CMN reconocen las porlnas y reaccionan contra ellas a con-

centraclones similares a las obtenidas con el PPD, (cpm de 8000), 

de tal manera que en Ja protecclon que se confiere con la vacuna 

oral, los componentes 

específicamente las porínas, 

respuesta Inmune celular. 

proteícos de 

Juegan un 

la 

papel 

membrana 

relevante 

celular, 

en la 

En este mismo grupo encontramos que la respuesta a las peri-

nas no es especifica de s. t y phi 1 sino 

epi.topes compartidos en las porlnas de S. 

blecl!!ndose respuestas 

que a los antígenos 

En una cinética 

similares o aún mayores 

Sal mane/la t y phi. de 

de tiempo (figura 13), 

que se reconocen 

typhlmuriun, esta-

en algunos casos 

encontramos que la 
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Resouesta inmune celular 
~ tu!.hlmurium ! f., coll l PME ~ -U:.1 recibieron !E vacuna l!arenteral 

Se ootuvier~elulas mononucleares 
gradiente de ricoll/Hypaque, se colocaron 
con 40 ug de anti geno (¡1orinas y 
respuesta a las porinas y PME antes de 

!! 
~ 

de 
300 

PME). 
la 

aplicar ésta. En las ordenadas se expresan 
abscisas los diferentes antígenos. 

porinas ~ ~ '-11!.!J.j_, 
tl!!..i!.i en l!ersonas ~ 

sangre per1ferica por 
000 células por pozo 
AQUi se compara la 

vacuna (L) y después ele 
CPM X 1000 y en las 
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Resl!uesta inmune celular ª !!Orinas 
l {: co/i ~ PHC de ~ .U!!.l!.!_ ~ 

recibieron la vacuna oral (Germanier }. 
Se obtÜvieronc!!lulas mononucleares de sangre 

de ~ 1.1..J!..!!.i.. 
l!ersonas ~ 

perlf!!rica por 
gractiente de ticoll/HypaQue, se colocaron 300 000 c:elulas por pozo 
con 40 ¡¡g de anti geno (porinas y PME). Se compara la respuesta a 
las porinas y PME antes ele Ja vacuna oral (Germanier) y después ele 
aplicar ésta. En las ordenadas se expresan CPM X 1000 y en las 
abscisas Jos diferentes ant igenos. 
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rigura t3: Respuesta inmune celular ~ 

~ · typhimurlum l f.: coli r PME de S. 
~ recibl6 la vacuna oral (Germanler) tres 
cada la vacuna. 

lllO 

porinas !!!: ~ U1!J!i_, 
tl!!.J!.j_ en una persona 

meses después !!!: apli-

Se - obtuvieron c!!lulas mononucleares de sangre periít!r1ca por 
gradiente de f'icoll/HypaQue, se colocaron 300 000 células por pozo 
con 40 µg ae antigeno (porinas y PMEJ. Se presenta la respuesta 
las por1nas y PME tres meses r.espués de haber recibido la vacuna 
oral (German1er). En las oraenadas se expresan CPM y en las absci-
sas concentración crecientes de antigenos. 



respuesta 

erísticas 

Inmune 

que la 
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celular se 

respuesta 

mantiene con 

Inicial, dos 

las 

tres 

mismas 

meses 

caract­

después 

respondiendo 

anti'genos 

con la misma Intensidad a la misma concentraclon de 

nas de 

La 

con la misma magnitud de respuesta cruzada a las peri-

s. typhimurium. 

respuesta Inmune en pacientes con fiebre 

figura 14, fué similar a 

celular 

la de las personas a quienes 

tifoidea 

se les 

23,000 

modelo 

administró la vacuna de Germanler, con respuesta de hasta 

cpm 

empleado 

que se utilizaron como test 1 go s positivos del 

previamente. En la enfermedad aparentemente no hay 

clón cruzada con por In as de otras enterobacterlas. Presumiendo 

en el modelo natural (enfermedad) la respuesta Inmune celular 

dada contra un epí tope específico de la porina de S. typhl 

reac-

que 

esté 

que 

no es compartido aparentemente por las porinas de otras especies. 

La 

diados, 

figura 1!3 muestra la comparación de los 3 grupos estu-

º"' 
En 

observando 

Respuesta 

La figura 

de personas antes 

las diferencias entre ellos. 

16 muestra la respuesta de anticuerpos s!!rlcos 

despu!!s de la vacunaclon oral esta medición se 

utilizó como un m!!todo de corroboraclon del sistema empleado, los 

la resultados 

respuesta 

son similares a los 

Inmune 

encontrados en la valoraclon de 

La figura 

antes 

17 

y 

celular. 

muestra la respuesta de antlcuer pos s!!ricos de 

personas despu!!s de la vacunaclon Intramuscular, encentra-

mas que los resultados son similares a los vistos en la valoración 

de la respuesta inmune celular. 
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rigura 14: Respuesta inmune celular a porinas ~ ~ IJ.J!l!.j_, 
s. typhimurium l C. co~ PHrde s: tyhpi ~ pacientes con 
fiebre tifoidea. 
--S-e obtuvieron ce lulas mononucleares de sangre periférica por 
gradiente de ricoll/Hypaque, se colocaron 300 000 células por pozo 
con 40 µ.g de antígeno (porinas PME). Se compara la respuesta de 
enfermos con Ja c1bten1da de Jos sanos antes dt' recibir Ja voruna. 
Esta respuesta fue utilizada como testigo positivo. 

En las ordenadas se expresan CPM x 1000 y en las abscisas Jos 
diferentes ant igenos utilizados. 
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de la resl!uesta 
typhimurlum l. c. 

estudiados. 
la respuesta inmune ceiular de 

Inmune celular a 
col/ ~ PME de ~ -- -
enfermos con f iEbre 

tifoidea con la respuesta obtenida en los grupos que recibieron la 
vacuna oral 
vücuna. 

En las 
diferentes 

rrarenteral 

ordenadas se 
ant 1 ge nos 

y !o~. ÍÍllf·ÍÍl(15 

expresan CPM 
utilizados. 

gru¡1os ante:. Clie r·ecib1r la 

1000 en las abscisa!; los 
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Res(!uesta Inmune humoral a 
l!arenteral~ reclbi6 la vacuna 

PHC de §._, !.1.!!J!..!.. !W 

Se val oro -¡a--;:espüfista-----¡nr;¡-une humoral a PME de s. typhi a 
traves Cle la técnica de CLISA utili1ando sueros de per·sonas antes 

despues de la vacuna parenteral y corno testigo positivo los 
sueros de enfermos con fiebre tifo1de11. 

En las ordenadas se expresan o.o. •90 mn en las abscisas los 
diferentes gr·upos en estudio. 
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Resl!uesta inmune humoral a PHE: 
oral ¡Germanler). recibió !.!! vacuna 

~ 

Se valoro la respuesta inmune humoral a PME 
traves de la técnica de ELISA utilizando sueros de 
y después de la vacuna or·al (Germanier-) ~amo 

ios sueros de enfermos con fiebre tifoidea. 
En las ordenadas se expresan D.D. 490 mn en 

Oiferentes grupos en estudio. 

~ 1.1..!!.J!.j_ ~ 

ae 8. t )'pn1 a 
personas antes 
testigo ¡1ositivo 

las atisc1sas los 
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OISCUSION. 

El concepto de vacuna no ha variado desde que fu!! propuesto 

en el siglo pasado por Louls Pasteur. Este se refiere a la lnduc-

cl6n 

algún 

de protección con 

mismo. 

microorganismos muertos, lnactlvados o 

producto del 

protectora 

colaterales 

prolongada, ser 

adversos. Entr'e 

Una vacuna 

específica 

las vacunas 

Ideal 

y 

que 

debe Inducir 

no provocar 

cumplen estos 

Inmunidad 

efectos 

requlsl-

tos se encuentran las vacunas contra Ja viruela, Ja 

Ja 

difteria, el 

tétanos, 

Existen 

tifoidea 

efectos 

el sarampión, Ja rubeola, tosferlna y poliomielitis. 

rollo 

de 

de 

la 

otras 

que 

vacunas 

confieren 

como Ja 

protección 

colaterales adversos, por 

de la 

de 

esta 

rabia Ja de Ja 

corta duración y 

otras razones el 

nuevas vacunas continúa siendo un campo Importante 

Investigación científica. 

fiebre 

producen 

desar­

dent ro 

Dentro de Jos conceptos modernos en Ja elaboraclon de vacunas 

se incluyen tres tipos diferentes: a) las vacunas sintéticas, 

boradas 

lnduccion 

mediante 

con los determinantes antlg!rnlcos Involucrados en 

ela-

1 a 

de Inmunidad; b) vacunas recomblnantes, elaboradas 

la expresión en bacterias o virus del gene que codifica 

para Ja proteina responsable de la 1 nmunldad y c) vacunas anti-

ldlot·, picas, 

propuesto 

representa 

basadas en 

originalmente 

Ja irnágen 

el concepto teor ico 

por Jerne, en las 

interna del anti geno, 

el estado de Inmunidad protectora(8,35)' 

El primer paso en Ja elaboracion de 

en Identificar Jos antigenos responsables 

tora. Las moleculas prot!iicas localizadas 

de la red de idlotipos 

cuales el anticuerpo que 

se emplea para 

nuevas 

de 

en 

la 

la 

vacunas, 

inmunidad 

superficie 

inducir 

consiste 

protec-

celu-
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lar, son las c¡ue presentan mayores ventajas para ser empleadas 

como 

inducen 

inmunogenos 

anticuerpos 

protectores¡ esto 

de al ta afinidad 

es, porc¡ue habitualmente 

favorecen una respuesta 

Inmune celular, la c¡ue genera una Inmunidad protectora prolongada, 

c¡ue es crucial en la defensa contra los patógenos Intracelulares 

tales como s. t y phi 1 H ycobacterium tuberculosis, H ye o-

bacterium /eprae, etc 

Los hallazgos més 

(30,32)• 

Importantes en cuanto a la capacidad 

lnmunógena y protectora de de las PME y porlnas ante la Infección 

por Salmonella t y phi son: 

Los pacientes con fiebre tifoidea produjeron anticuerpos de 

clase lgM hacia una PME de 28 KDa durante la fase aguda de su 

padecimiento. En la convalescencla, la respuesta fué de lgG y se 

dlrlgl6 hacia 

NIH con 10 

del 100:1. al 

las porlnas 

µ.g a 30 

reto con 

(36 a 

µ.g de 

500 

41 

PME 

DL50 

KDa). La 

de S. 

de S. 

vacunaclon de ratones 

typhi, 

t y phi 

Indujo protección 

9,12,Vl:d y s. 

typhi Ty2; y del 30:1. al reto con Ja misma dosis de S. typhlmu-

rium. 

La administración pasiva de suero de conejo anti-PME de S. 

typhi 

DL50 

9,12,Vi:d, 

de s. 

conflrio protecclOn 

t y phi 9,12,Vi:d s. 

reto con S. typhimur/um. El suero 

del 100:1. al 

t y phi Ty2; 

de conejo 

reto 

del 

anti-PME 

con 

BO:I. 

100 

al 

utilizado 

en el ensayo de proteccion pasiva reconoclo por i nmuno tr anf eren-

cia, todas las PME de ambas cepas de S. typh1 empleadas en el 

reto, pero solamente a las porlnas de S. typhimurium. 

Anticuerpos monoclonales (lgM) an t 1-p orinas de s. t y phi 

9, 12,Vi:d confirieron una protecclon del 60:1. al reto con 20 DL50 

de s. t y phi 9,12, Vl:d, mientras c¡ue anticuerpos monoclonales 
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anti-LPS no produjeron ningún efecto. La administración de anti-

cuerpos monoclonales anti-ldlotípicos de las porlnas a ratones 

BALB/c normales generó una respuesta de anticuerpos capaces de 

reconocer a las porinas por inmunoel ectrotransf erenci a. 

La vacunación de ratones NIH con 30 µg de PME de S. 

t y phi' indujo respuesta proliferativa in vit ro de linfoci-

tos, en presencia de porinas de s. typlii, s. typhimurium o 

[, cal i. La inmunización de ratones C57Bl/6 con PME de S. 

t y phi indujo una respuesta proliferativa in v it ro específica 

de linfocitos T. La vacunación de ratones NIH con 10 µg de porinas 

de s. typhi 9,12,Vi:d indujo protección de 100Y. contra el reto 

de 500 DL50 con la misma bacteria. 

de 

Los 

s. 

espJenocitos de 

typhi 9,12,Vl:d, 

ratones NIH inmunizados 

se activaron In 

con 30 ug de PME 

v it ro al cultivarse 

en presencia de peptldos de porinas de S. typhi obtenidos por 

rompimiento con t•romuro de cianógeno. 

Los hallazgos más importantes en esta investigación son los 

siguientes: 

El patrón electroforético 

s. t yphimuriun [, coli 

de PME porinas 

obtenido para la 

de s. 

activación 

typhi, 

ce Ju-

lar· fue semejente al descrito por Kamio NiKaido(69)· Las simili-

tudes encontradas entre estas proteínas, sugiere que existe una 

alta t1omolo¡11a no solo entre las porinas de ambas especies de 

Salmone//a, sino (1rot1abl emen te 

bacterias Gram-nega t ivas (20,í' 1,33 ,69 )· 

las secuencias nucleot i dicas entre 

porinas de diferentes bacterias 

también, con 

Además la 

los genes que 

Gram-negativas, 

1 as de 

comparación 

codifican 

muestra 

otras 

ele 

para 

que 

existen homologías entre ellas, hasta del 60Y. (63,100)· Por todos 
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estos datos, se ha llegado a la conclusl6n de que los genes que 

codifican para las porinas, provienen de un gene ancestral común, 

que se ha conservado durante la evolucl6n(63J· 

Considerando la estructura secundarla de las porlnas se ha 

propuesto que deben cruzar varias veces la membrana externa para 

poder anclarse en ella de acuerdo a este modelo de proteína trans-

membrana!, las secuencias de aminoácidos expuestas al medio 

ambiente deberán ser los receptores para fagos y collclnas(70)• Y 

probablemente también de las reglones menos conservadas entre las 

porlnas de diferentes especies bacterianas. Esto hace, que a pesar 

de ta alta homología entre las porlnas de diferentes bacterias 

Gram-negatlvas, existan determinantes anti génicos privados (pro-

plos en la superficie bacteriana. de 

En 

linfocitos 

cepa) 

esta lnvestlgaclon se comprueba la participación de los 

T en la respuesta Inmune hacia la Sal mane/la 

específicamente hacia las porlnas s. ti phi despues de 

typh/ 1 

haber 

Instruidos in VÍV O (fiebre tifoidea). 

manera se suponía por la existencia de 

sido 

alguna 

porinas en sueros de pacientes conv al escle ntes. 

Impar tan te 

Importante 

establecer que 

en el control 

la Inmunidad celular 

de la enfermedad(HJ· SI 

evento que de 

lgG dirigida contra 

Sin embargo, es 

juega un papel 

pensamos en el 

estado 

celular 

de convalescencia como estado de protecclon, la Inmunidad 

en este 

reconocimiento de 

son las 

Otro 

de 

porinas 

aspecto 

las 

caso, est~ participando en ella a través del 

anti ge nos proteícos, que para esta lnvestlgaclon 

de s. typh/. 

importante de esta lnvestigacl6n es el reconocl-

porinas (antigenos proteicos) por células mononu-miento 

cleares en personas vacunadas con Sa/mone/la viva. Lo 
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que demuestra que las porlnas son Importantes lnmunogenos y que 

participan activamente en la protección puesto que esta 

contlere una protección entre un 55 a 90 Y. la cual es aparente-

mente de largo plazo.(28,29,96) 

El polo opuesto lo encontramos con las personas vacunadas con 

la bacteria muerta e lnactlvada por calor, en donde no se d!i el 

reconocimiento por la 

que en el proceso de 

células T 

lnactlvacl6n 

a 

de 

las porlnas. 

la bacteria las 

Es probable 

proteínas se 

desnaturalicen con lo que pierden capacidad lnmunogénlca, mientras 

que el resto 

(antígeno VI, y 

de sus 

antígeno 0) 

antígenos, 

son más 

generalmente 

resistentes 

lnactlvacl6n, por lo que persisten como lnmun6genos 

pollsacari'dlcos 

al proceso de 

se monta una 

respuesta Inmune contra ellos. Estos ant í genes 

protección 

generalmente no 

generan memoria 

como realmente 

para obtener 

endotoxlna en 

este 

la 

por lo que confieren 

sucede y con la necesidad de 

protección adecuada, sufriendo 

cada lnmunizaclon. 

trabajo ratifica la partlclpaclon 

a corto plazo, 

varias Inmunizaciones 

los efectos de la 

de la Inmunidad 

mediada por células 

t y phi 

a 

en 

las porlnas en la respuesta Inmune a la 

Sa/monel/a humanos. 
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