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RESUMEN 

El presente trabajo se real1z6 con el objeto de purificar iae 

por1nae de membrana externa de Sdlmone11a typhl 9,12,Vi:d, 

para estudiar au part1c1pac16n en Ja 1nducc16n de protecc16n con­

tra el reto de lee cepa• hom61o¡¡a y heter6Jo¡a, en el modelo 

mur1no. 

Lee por1naa de S. ty Phl 9,12,Vi:d ee a1eJaron mediante Ja 

1olub1l1zac16n de la membrana externa y fueron e11tra1das con una 

aoluclbn re¡¡:ula<1ora d.e fuerza 16n1ca e1evada 1 posteriormente 

ae purificaron por cromato¡rafla de exclual6n m0Jecu1ar. sus pesos 

moleculares fueron de 114 Kd en estado nativo y de 38 a 41 Kd en 

1u forma monomtr1ca. No hubo contaminac16n de las por1na• por 

11popol1eacir1do (LPSJ, cuando éote fue medl<lo en forma 1na1recta 

por la <loo1f1cac16n del 11.ci<lo 3-<lesox1-D-mano-2-octuloe6nlco 

(IDO). 

La 1nmunizac16n de ratone• NIH con dosis <le 5 lii de por1naa 

lndujo protección hasta <lel aox al reto con 500 DL50 de la cepa 

hom6lo¡¡a; cuando se ret6 con la cepa heterblosa <le s. ty phlmu­

rJum no hubo protecc16n. 

Se obtuvieron siete h1br1domas productores de anticuerpo• 

monoclonales que reconocieron las por1nas por 1nmunoe1ectrotrans­

ferenc1a y que tuvieron actividad bacter1011t1ca 111 v1tro. La 

1nmun1zac16n paaiva. con 11qu1d.o d.e asc1t1s que contenta estos 

anticuerpos monoclonales, prote¡16 a ratones <lel reto de 2.5 y 5.0 

DLso· 

Loe resultados obtenidos demuestran que las porlnas son 

1nmun61enoa protectores en el modelo mur1no. 
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IITRODUCCIOB 

• Fiebre tifoidea. 

La fiebre uro1dea e• una enfermedad tebr11 1nfecto­

conta11oaa causada por la 1nsesl16n e 1nvas1on 1ntest1nal de 

s11Jmo1JelJa ty phi. Eata eu una bacteria 1ram-ne1al1va, m6v11, 

de la tribu SdJmoneJJae y de la tam111a Enterobacteriac­

e11e. De acuerdo a la cla61flcac16n de J:auffman-Whlte SaJmo­

neJJa ty phJ pertenece al 1rupo D y comparte con la• dlferenteo 

eapectes de ese srupo loe anlisenos somlll1co• 9 y 12; loa flaselo• 

contienen el anu.geno "d 11 y en la superf1c1e posee el ant\geno 

"V1•, La formula: 9,12,Vl:d denota a s. ty ph1 en forma 

a brev lada (75). 

• Aapectoa hlst6ricos. 

Thomae W lllls, en 1659, de•crlb16 loe diferentes uanos y 

s1ntomas de la fiebre tifoidea; sin embar10, durante ai'loe se con­

funcH6 con el Ufo. En 1762 Ruxham descr1b16 las dos enfermedade• 

febrllee como ent1dadea cllnlcas diferentes: la fiebre pútt•1da 

ma111na (fiebre tifoidea) y la nerviosa lenta (tifo). Jenner en 

1850, en su llbro utulado: "Sobre la Identidad y la no 1denlldad 

ele las fiebres t1fo1.d1ca y tlfosa", dernostr6 que las lesiones de 

la placaa de Peyer y nódulos 11nfll.ticoe eran eapec1f1cae de la 

fiebre tifoidea. \1t'1lllam Buctct, en 1656, establec16 que la enferme­

c1ad era tranemlttda a travt>s de alimentos y aguas contaminadas con 

materia fecal proveniente de rnd1v1duoe enfermos (54,56). 

Eberth, en 1880, descr1b10 la preaencla del bacilo tifoldlco 

en aecc1ones hleto1os1cae de sanslloe Unflltlcos meaentérlcos y en 

hilado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfelffer, en 1685, hizo 
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el primer aislamiento del bacilo a parur de heces. En el mismo 

afio, Pfelffer y IColle, demostraron que el suero de pacientes con­

valeliilcientes prote11a a cobayos contra dosts letales de bacilo 

tUoldlco y en 1895 Wldal descrlbl6 la presencia de a111uun1naa 

eapecHlcas en el suero de pacientes con fiebre tifoidea y su 

apllcaclbn en el d1a11n6st1co de la enfermedad (54). 

• Prevenc16n mediante la vacunaclbn. 

La primera inmunlzaclbn experimental con una suspenslOn de 

microor11an1smoa vivos de Salmonl'lla typhJ, fu• reallzada en 

conejos por Frankel y Slmmons en 1886 y en ratones por ea uner y 

Pfelffer en 1887. Kl1Kovlch posteriormente empleo bacilos muerto• 

con el mhmo prop6•1to. Lo anterior Indujo a Wr111ht en Jn¡¡laterra, 

y a Pfelffer y l:olle en Alemania, a emplear en 1897 por primera 

vez, vacunas 1nact1vad.aa en la 1nmun1zac16n de humanos. cuando 

e•taa vacunaa ae aplicaron en la India, E¡flpto, llalla y 

SuCS.•fr1ca, se encontró una d1sm1nuc16n e1gnlficat1va en la mor­

b1Ud.ad., asi como una atenuac16n d.e los e1ntoma11 en los lnd1v1ctuoa 

vacunado• que aufrleron la enfermedad (39). 

En 1925, BearedKa propuao el empleo de vacunas apllcadaa por 

v1a oral, hechaa a base de bacteria• completaa. El efecto de laa 

miamas fué eatucUado en el ej6rc1to franc•s, en donde, desafortu­

nadamente, hubo muertos entre loa Individuos vacunados (39). 

Las vacunas tlfold.1cas elaboradas con bacterias muei'taa 

a11u1eron utUlzlndose durante dtcadas sin conocerse su efecto 

protector real, ya que ae ca.recta de modelos an1malea para probar 

1u ef 1cac1a y no se io1raba relacionar el efecto pi~otector con 

al1'1n Indicador aerol681co. 
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En 1955, bajo los auap1c1os de la or1an1zac16n MundJal de la 

Salud (OMSJ, •e reallzaron estudios de campo en Yugoslavia, Guya­

na, Polonia y la un1on sov1étlca 1 con el fin cte probar la eflcacta 

d.e laa vacunas preparad.as a base de células enteras d.e sa1mo-

11ella ty phJ inacll vadas con acetona (vacuna Y.l y con calor-fenol 

(vacuna LJ. Estos est udtos demostraron que la vacuna r. fui. la 

meJor y se encontró que la protección era mayor cuando se apllca­

ban dos dosis (19,51,!l5,t35,t44J. 

El hecho de que laa vacunas parenterales presenten efectos 

colateralea Indeseables ha motivado la búsqueda de nuevos 

lnmun6renoa protectorea. Hasta la fecha ae han estudiado dos vacu­

na• que ae administran por vrn oral y que se elaboran a base de 

bacteria& vivas. Una <1e ellas se elabora a base cte una cepa de 

Salmonella ty phi dependiente de estreptom1c1na para su crec1-

m1ento y otra con una mutante cteflctente en UDP-4-salactoea ep1me­

rasa (destinada por aerman1er como Ty 2ta) (37,117). Los re•ulla­

dos obtenidos con la vacuna hecha a base de bacterias estreptom1-

c1na-depen<Uente fueron contracUctorloG, ya que en alaunos casos 

no hubo protecc16n (61). 

Los estuc11oe rea.Uzac.toe con la vacuna <1e Oermanter en Egipto 

demoatraron que era capaz de proteger al 967. de la poblac16n vacu­

nada, se1un loe resultartos obten1rtos durante un periodo de segui­

miento que duró 36 meaes, cuando la vacuna ee adm1n1strb a n1f\os 

en edad escolar con un esquema que 1nc1u1a 3 dos1s en una semana, 

previa neutrallzaclón de la actrtez 111.strica con 1.0 g rte NaHC03 

(38,138)¡ stn embar10, cuando se apl1c6 en Chile, se encontrb que 

con trea d.osts admtnlstrad.as (cApaulas con capa enttr1ca), con 

intervalo& de 2 o 2t <11as entre cada ctoa1s, solo se 1nduc1a pro-
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teccion del ~I al 67X, respectl vamente (40). 

Cuando ae h1zo el seguimiento de la protección conferlela por 

la vacuna de aerman1er dada en dos formas dlferentes en sanua10 

Ce Chile y AleJandr1a, E11pto, se v16 que en el primer caso dea­

pu6a ele cuatro allos, la protecct6n fue del 69X mlentraa que en el 

1e1undo, durante tres allos ele seguimiento fue del 96X. Estas ctlfe­

renc1as pueden atr1bu1rse no aolo a la diferente formulac1bn y 

fondo 1enétlco alno al hecho <le que en Sant1a10 <1e C!Hle ¡a inci­

dencia <le f1ebre tlfol<lea e• el <1oble (103/100,000 habltanteo) que 

en AleJandr1a (4G/IOO,OOOJ. 

Lo anter1or au¡¡lere que probablemente la 1nfecc16n y loa 

modos de tranam1a16n ele eata enfermeda<1 difieren entre taa doa 

c1 uda<les (62). 

• Vacuna• eaperlmentalea. 

Por otro lacto, se han estuttla<lo loe ant11enos de superficie 

upeclficos de S11Jmonella ty phJ como pro)Jable• candl<latos a 

vacuna; contra la Hel>re Ufoi<lea: ant11eno aomAUco "0" (endo­

to:una y/o 11popollsAcarl<1oJ, anti¡eno fla1e1ar "H" y el antl&eno 

capautar •v1•. Durante mucho tiempo se pena6 que el ant1geno 

aomt Uco •o• Jufaba un p!lpel lmportan le en la protecc16n, por to 

que ae elaboro una vacuna a base <lel ol11osacarido de repetlci6n 

4e1 Upopollaacarido (LPS). La protecc11>n obten11:1a con eata vacuna 

tu• eacaoa y de corta cturac16n (53,74). 

con respecto al ant111eno fla2e1ar "H", ae ha <lemostrado que 

tampoco uta re1ac1ona<lo directamente con la 10mun1aad protectora. 

Tully y cola. (19&2) observaron que al inmunizar chlmpanc•s con 

una cepa ru1ooa de s. typ/lJ, se inducia la prottuccibn de anti-
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cuerpo• contra el ant111eno "H", pero no se obten1a protecc16n &ún 

con t1tulos altos ele ant1cuerpos antlfla11e1os (134). Anc!erson en 

1968 <1emo&tr6 que en ratones 1nmun1zartos con una mutante ana1e1ar 

ele s. ty phl, se obten1a el m1smo 11rac10 ele protecc16n que en 

aquello• lnmun1zac1os con la cepa m6V11 (3). 

se ha tratado de demostrar la relac16n del antii¡reno 11 V1" 

(homopo11mero lineal ele •ciclo 2-N-acet1! 11alactur6n1co) (130) en 

loe mecanlamos c1e protección. Los primeros eatudloa datan d.e 1934, 

cuando Fellx y Pltt informaron de la preaenc1a del ant111eno en 

cepa a de s. t y phJ a1sl&c!as de pacientes con flebre t1fotc1ea, 

asi. como la presencia de anticuerpos contra. dicho ant11eno en el 

suero ele eatos mismos pacientes (28,29). 

Cuando el ant111eno Vi se adm1n1str6 por v1a parenteral, no 

solamente 1nc!uJo Utulos eleva<.10• de anticuerpos sino que protee16 

contra la fiebre tlfoldea, cuando ae hicieron los eetu<11os <1.e 

campo en Nepal y en Sudur1ca ll,72). El 1nconven1ente ele eata, 

vacuna, ea que por su naturaleza pol1sacar1dlca, el anti.seno pro­

tector es T-1ndepend1ente por lo que no induce memoria. Debido a 

eato ae ha su1erlc10 conJu1ar10 qu:i.m1camente a prote1nae para con­

ferirle caracter1sl1cas de ant111eno T-depenc11ente (131). 

Youm&na y Youmana en 1965, demostraron que la fracc16n r1bo­

somal de Hycobacterlum tube1•cu1osls era efecllva para inducir 

inmunidad protectora en el rat6n contra el reto del m1croor11an1smo 

homo10110 (142). Esto• reaultados llevaron a 1nvest18ar la capaci­

dad protectora ele estas fracciones en diferentes bacteria&. Gran 

número ele autores han demostrado loa resultados de la protecc16n 

conferida por ant1¡¡enos r1bosomales da m1crooraan1smos tales como 

V .1br1o cholerde, Psteudomonas ae1~u11nosa. Staphy lococcus 
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aureus, Streptococcus pneumonJae, Llster1a monocytogenes 

y Brucella abortus (45). En 1970 Venneman y C016. demostraron 

que las fracciones rtbosomales de Salmo11ella ty ph.lmurJUm 

1nduc1an protección en el ratón contra la bacteria virulenta 

(137). Resultado• s1m11area fueron obtenidos por Mollnar1 y 

Larralde (99). En trabajos poster1ores Mol1nar1 y Cabrera demos­

traron que las fracciones r1bosomales de Salmonel Ja ty phJ 

1nduc1an tamb16n protección en ratones (98). 

Con el fin c1e demostrar cuál de las fracciones rlbouomales 

era la reaponaable de la protecc16n, se reall'Zaron varios eotud.1oe 

con reaultadoa muy d1veraos. Venneman y cole. propusieron al ARN 

rlboaomal como el anu1eno protector (137), Jonnson presentó eV1-

4enc1aa <le que las protel.naa rlbosomale• eran la• que prote111an a 

loa ratone• (6C!J. Smltn Y Bl&lye su11r1eron que tanto el ARN como 

laa protel.naa, ae requerlan para obtener protección (127). Los 

trabajos reauzados por E1aenste1n y Jonnson <1emostraron que lao 

fracciones rlboaomale• de Salmonella estaban contaminadas con 

LPS y protel.naa de la envoltura celular 126,92). En trabajos 

poaterlorea, Jonnaon y cola. demostraron que las prote1nas de la 

envoltura celular de saJmonella ty ph1mur1um eran las que pro­

te11an a loa ratones contra la Infección por esta bacteria (93). 

B•toa experimento• ponen en duda el papel que jue11an laa frac­

ciones rU>oaomalea en la protección y apoyan lo su11er1do por Hateo 

y Yoaipov1ai, en el sentido de que loa anu11enos protectores de 

Salmonella ae locallzan en la auperflcle bacteriana (65). 

• Protelnaa 4e la membrana externa. 

Debido a la local1zaci6n de las prote1nas de membrana externa 
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!PllE) en le.a bacter111s 1ram-ne1a tl vaa tienen aran lmportancla 

en la relaclbn hospedero-paraslto. Esto se pudo enten<1er srac1as 

al adven1m1ento de métodos espec1f1coa que perm1ueron separar la 

membrana externa <le la c1toplaamát1ca. Hiura y H!zuahJma rteacr1-

bJeron por Pr!mera vez el awlamJento de la membrana eKterna <le 

Escht!rlC/IJd coJJ emplean<lo esferoplaatoa prepat•ados con llso­

z1ma y EDTA, Otos se Usaron por choque osm6tlco y posteriormente 

ce separo en un lifr"ddlent.e cte sacai'o&a ta membrana externa de ln 

c1toplaam1t.t1ca (95). El métorto anterior fut mo<1lf1ca<1o por Osborn 

con el fln <1e <1lsm1nu1r la cantl<1ac1 <1e LPS en las preparac1onee <1e 

PHE (109). Schnaitman rtescrlb16 una metorto1011a que evua la pre­

paraci6n <le esferoplutos y consiste en el romp1m1ento <1e laa 

hacter1aa en una prensa francesa, se1u1110 de la sert1mentac16n de 

la envoltura celular y de la eolub1llzllci6n de la membrana clto­

plasm•Hca con un c1eter1ente no Jónico (122). 

La 1<1entiflcac!6n <le las PHE oe hJzo por medio de electro­

foreau en celes de po1Jacr1lamlda. Schnaltman fué el primero en 

informar que Escher1cllJa cou conten1a una prote1na principal, 

la cual conat1tu111 el 701. <te las prote1nas totales <le la membrana 

(120)¡ poco c1espuu, •I y otros 1nveat111a<torea c1emoatraron por 

electroforeal• que en re111lc111c1 eran cuatro (9,57,123). Schmitgeo y 

Henntna 11eacribieron una prote1na pr1nc1pa1, que electro­

fortucamente ae po<lla separar en <loo bandas (119). Actualmente se 

sabe que el número rte las PHE es varlable y c1epen<1e de la informa­

c11>n aenéUca de la bacteria. Su eKpres16n puede veroe afectada 

por factores tales como laa conc11c1ones de cultivo, temperatura, 

etc. (88). 

La& PME que m:.a se han estudiado son las <le E. colJ y 
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s. ty ph1murJUm. 01 Rlenzo, Nakamura e Inouye en 1978 y Osborn 

y Wu en 1980, hicieron una revrn16n extensa de ellas (21,110) y 

laa clasificaron en protelnas principales y menores. 

El mo<1elo funcional de las por1nas que se ha propuesto de 

acuerdo a laa prop1edadea fls1coqu1m1cas y los resultados de 

microscopia electr6nlca es el de un trlmero compuesto principal­

mente de eatrUCtUras 8-pleladas, formando Un poro de d1fUSl6n 

tl1<1rof111co con un dU.metro promedio de t.5-2.0 nm. Cada una de 

laa portnaa eata f!Jada o eatab1llzada por una cadena triple de 

Upoprote1na en forma de trenza. consecuentemente, la 1lpoprote1na 

Jue1ll un papel estabilizador del poro (f111ura 1) (21). 

Las prote1nas pr1nc1pales pueden estar e1<presadas con m:.s de 

100 ooo cop1aa por célula y se han descrito alrededor de 10, sin 

embargo, ¡eneralmente solo se expresan 5. Dentro de las prote1nae 

principales ae encuentran: 

1) Prote1nlla matrices o portnas (Omp c, Omp D, Omp t<, pho E), 

que Intervienen en el tranaporte pasivo de uustanclaa de bajo peso 

molecular a travH de la membrana (103) (f11ura I); 

2) Prote1na modificable por el calor (Omp Al, Involucrada en 

101 proceaoa de conJusacl6n y que actúa como receptor para fa1os y 

col1c1nas (15,20,124) y 

3) L1poprote1na de Braun, la cual eat:. untda covalentemente a 

la pept1do1Ucana y cuya func16n es la de mantener la rnte1r1dad 

eatructural y funcional de la membrana (10). 

En la f11ura 2 se muestra la d1spos1c16n de los componentes 

<1e la envolturll celular de las bacterias 1ram-ne¡¡auvas y el arre-

110 <1e las protelnas de la membrana externa. 

Con respecto a laa prote1nas menores se ha demoatrado que 



ellaa 1nterv1enen como acarreadores en el transporte de sustan­

c1aa de alto peao molecular y que eatan relaclonadaa con la dlv1-

s16n celular. Entre ellas se encuentra la única prote1.na lle mem­

brana externa que llene acuv1dad de fosfollpasa A 1a1,103,llO). 

• Prote1naa de membrana esterna como 1nmuno1enoa protectore11. 

Las evldenclaa de que las PHE están expuestas al medlo 

externo llev6 a 1nvest1gar su ef1cac1a como 1nmun6genos protec-

torea, Fraacn. y cols. encontraron que la• PHE de NeuserJa 

me1un1r1t1dl'1 ¡rupo B eran buenos 10mun61enos cuando se inocula­

ban a conejos. Loa anticuerpo" anll-PHE presentaron acuv1dad bac­

ter1c1da Jn v lt1•0 medlal1a por complemento (33). 

Bucnanan y ArKo demostraron que el anuseno capaz 11e proteger 

a chlmpanctG contra la uretrltla eonoc6cc1ca eataba presente en la 

membrana externa de Nelsserla 1onorrhoeae 11a¡. Poater1or-

mente, oemoatraron que laa prote1.naa de <11cha membrana eran tas 

que confer1an la protecc16n espec1f1ca en cobayos a los que se 

nab1a 1nduc1110 una infecc16n 1onoc6cc1ca experimental (11). 

J:uoal y cols. demostraron que las por1naa extra1das de una 

cepa rugosa de s. t y phJmur 1um prote11an al rat6n de un reto 

con una cepa 11sa nom6losa. El mismo efecto ae obtuvo en forma 

paa1va con anticuerpos eapeclflcos (76,77). 

Eatudtos YUbaecuentes han demostrado que la 1nmun1zac16n con 

PHE derivadas de otras bacterias sram-ne1auvas, como Haemophl­

lus lnfluenza (48), Shltella f !ex nerl (a) y Pseudomonas 

aeruir1nos11 (41) tamblén confieren protecc16n contra la 1nfecc16n 

en animales experimentales. Inclusive, se ha elaborado una vacuna 

a baae de PHE de N. 1onhM•reae (6). 
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Filura l. Modelo tr1d1mene1onal que uuotra la un1bn de laa 
porlnaa a la p•ptido9Ucana. LP, 11poproteLna; POR, por1nas; y 
P<J, p•ptldo111cana. Tomado de (21). 
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FUura 2. Repre•entac16n esquem:..uca <1e la poslble arquitec­
tura molecular cte la envoltura <le las bacter1as 1ram-ne1at1vas. 
FL, foafolipld.os¡ HE, membrana externa¡ PG, pépt1<1og11cana¡ EP, 
espaclo perlplllsmlco; He, membrana c1top1aamát1ca; LPS, Upopol1-
sacár1<1o. Toma<1o <1e (21). 
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Loa ant11enos proteicos ofrecen la ventaja sobre los de na­

turaleza poUaacar1dlca de inducir anucuerpos de mayor afinidad y 

favorecer una respueata inmune celular (25,136). Esta, ac1emás c1e 

1enerar una 1nmun1dad mil• prolongada, es eructa! en la defenaa 

contra pat1>1enoa lntracelulare•, como s. typhl, Hycobacterlum 

tubercuJo.,la y Llsterla monocytoBenes entre otros (70). 

En el eatucHo de la fiebre tifoidea, un problema radica en 

que sa1mon1>lllll typhl ea pato1ena s1>10 en et numano y en cn1m­

panc.. (35). Lo que 1mp1de o hace costosa la reauzac16n ln 

v Jvo de eatudioa de protecc11>n. El modelo experimental aceptado 

para el eatudlo comparativo de tos mecanismo• pa tog1rn1cos de eata 

enfermedad, ea el rat6n infectado por Salmonella ty phlmurlum 

(105). La cleaventaja ele d1cno modelo es que la cepa lnfectante 

difiere ele la pat1>11ena natural del humano: sin embargo para deter­

minar la eficacia protectora de las vacunas ant1-Ufo1d1cas, ae 

emplea el modelo mur1no, usando 1nyecc1one• 1ntraper1lonea1ea de 

s. ty phl auapendlda en muc1na (126). con el modelo murlno, ae 

na analizado el papel que Jue1an las PME de s. ty Phl en la 

1nducc16n de protecc16n activa contra el reto ele s. tY Phl 

(~8), aa1 como la capacidad que llene el suero de conejo n1per1n­

mune contra PMB ele conferir protecc16n pauva al raton. Loa resul­

tado• obten1<1oa por I•lbas1 y cols., 1nc11caron que eran las PME 

lu que conferlan protecc1on eapeclf1ca a los ratones tanto al 

reto con la cepa hom6loga de s. ty phl como a la hetero1011a ele 

s, ty pblmur1um (56); sin embargo, como estas prote1nas estaban 

contaminadas con 61. de enc1otox1na cabia la duda en cuanto a au 

papel real como antlgenos protectores per se. Pat'a poder eu­

m1nar este problema se dec1d16 obtener las prote1nas en forma pura 



por vario• mttoaos. Uno <le 100 seleccionaaos por este ¡¡rupo <le 

inveou11ac1on cons1stiO en extraer a las porlnas mearnnte lnmu­

noa<loorbentes eopeclflcos eJaboraaos a bue <le anticuerpos poll­

clonaleo y monoclonales (ll3J. 

• Mecan1H1oa <le Vlrulencla, 

Ha pasa<lo máS <le un s11110 ctes<le que SaJmoneJJa tY phi fue 

alsla<la y reconoc1cta como el a¡¡ente causal de la fiebre tifoidea 

en humanos y sin embar10, tos mecanismos de virulencia cte esta 

bacteria no han s1elo entenell<los completamente. 

El ant1¡¡eno Vi ele s. ty pJli ha sldo obJeto ele muchas 

inveat111ac1ones desde los al'los 30 en que oe observo su 1mportanc1a 

en la pato11•nea1S e lnmuni<la<I de Ja fiebre tifoidea: invariable­

mente s. typhi a1s1ae1a ele san¡¡re de pacientes con fiebre 

tlfolelea contiene este anti¡¡eno (30). El anti¡¡eno v1 parece no 

actuar como un prerrequialto de 1nvae16n a las Célulaa ep1te-

11a1ea, alno mt• bien como un factor protector de los ant111enos a 

contra la acc16n cte loe anticuerpos o el complemento, evitando de 

esta manera Ja fa11oc1tosia y la accion bacter1c1da del ouero 

(66). La demootrac1on de que el ant111eno Vl no estll lnvoJucrado en 

la inva01vidad de s. typh1, se ha reallzado en un modelo 

empleando monocapas celulares como laa que ee encuentran en el 

ep1tello del carcinoma de cérv1x humano (ctlulas HeLaJ (141). 

Joneo et aJ reallzaron experimento• ae 1nvas1v1da<1 de 

SaJmoneJJa typh1mur1um a c&Julas HeLa y encontraron que cuando 

¡¡e uaaban mutantes cte esta especie, sin mot!lldad, no ee eeta­

blec1a el contacto entre los doo tipos ae ctlulas y por 10 tanto 

no ae pro<1uc1a la invas1on; sin embar110, cuanao las c61Ulas HeLa 
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H centr1fu1aron con lao cepao mutantes no m6tUeo, se produc1a la 

1nvaoi6n (66), Cuando eotoo experimento• ee repitieron para S. 

typhl empleando el modelo de monocapao colulares de r1L'l6n de 

perro (HDCIC), no oe obtuvo el mismo resultado, lo que ou¡¡1rl6 que 

Hta bacteria requiere de motillc1ad lntr1nseca para invadir 

c6lula• epite11a1ea, y que Uta no puec1e aer suat1tulc1a por fuer­

za• mecánlcao, como en el caso de s. ty hplmurJUm (66). 

Por otra parte, ee na demootrac1o que el ant11eno o aumenta la 

v1rulenc1a de laa bacterias, cuando la lnfecctbn ocurre por una 

ruta en ta cual •etas aon expueatas a macrofa10& capaces cte matar 

a las oalmonelaa (69). Eote efecto parece oer mec1la!lo por la act1-

vac11>n c1e la v1a alterna c1el complemento. Loe anu¡¡enoo o que evi­

tan eota act1vac16n, por una concentrac16n relativamente baJa c1e 

lo• componenteo c1el complemento en loe teJic1oe, escapan de la 

fa1ocltoa1e y muerte. 

En el modelo murlno, empleando a s. ty Phlmurium, oe na 

encontrado que Aata ea totalmente resistente a la acclbn del com­

plemento, en virtud de que el ant11eno o previene la lnte1racl6n 

del complejo lltlco HAC en la euperf!cle de la membrana externa, e 

1nc1ua1ve como el sistema del complemento del ratón es deflc1ente 

en el componente C9, ea Incapaz de usar a las bacterias oenslbleo 

a Aste (69). 

En cuanto a los mecanismos por los cuale• la bacteria evade 

•u deotruccl6n en el Interior de los fa1oc1too, se nan propueoto 

treo probableo (70): a) 1nnlblcl6n de la fue16n fa¡¡oaoma-lluosoma; 

b) interferencia con los metabolltos reactivo• del ox11eno o con 

la• enzima• lloo•omales y; c) tranelc16n en el Interior del clto­

pluma. 
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• Kecanlamoa eapeclficoa de defenaa. 

La respueata inmune ae 1n1c1a con la fasocltosls de la llacte­

rla por lu células del sistema fasocHlco mononuclear. Los 

macrbfa1oa y otras cuu1as presentadoras de antt¡eno (APC) 

dlileren las fracciones protetnlcau a p6ptldos (16) y 10 expresan 

en eu membrana en unibn a ¡llcoprotelnas codlflcadae por el 

sistema pr1nc1pa1 de histocompatlllilldad (MHC). Esta primera fase, 

llamad.a d.e procesamiento y preeentaclbn del anu1eno 1 es 1n<11s­

penaable, pu ea loe Unfocl toa T cooperad.oree (TH), responsables d.e 

<.Ur111r la reapuesta inmune, son incapaces de <1lst1ngu1r al 

anu1eno nativo. 

Loa TH tco4+¡ reconocen al anuseno asociado a mol6culas de 

hlstocompatlllllidad de clase II (125). La act1vacibn de estas 

célula• no aolo depende de la unibn del compleJo receptor 

(TCR)-CD2-CD3 al antl¡eno auoclado a molécula• de hlstocompatl­

bllldad, ya que extoten otras mo111culao en la uuperflcle de loe 

Unfocttoa T que Intervienen en la resulaclbn de la adheelbn con 

la APC. 

una vez activado• loa TH proliferan y producen diversas 

1lnfoc1naa que conducen la fase efectora de la respuesta Inmune 

(126). En el ratbn se han demostrado dos uullpoblaclones funciona­

les de llnfocltoa cooperadores con dlatlnta capacidad de produc­

clbn de diferentes lnterleucinas (!L): los THI se relacionan con 

la hiperaenulbllldlld de tipo retardado, ya que elaboran principal­

mente IL-2, 1nterferbn 1amma <IFH-~) y factor de necrou1e tumoral 

(THF-Pl: en cambio, los TH2, producen fundamentalmente IL-4, 5 y 

6, 1aa cuales aon factores de crecimiento y dlferenc1ac1bn de lln­

foc1 toa B (101). 



A<in cuando lou 11nfoc1tos B reconocen al anuseno en su forma 

nativa, para 1n1c1ar su actJvaciOn y diferenciación hacia células 

p1aamu1cas productoras de anticuerpos, necesitan la partlc1pac1on 

de lo• me1Uadorea solubles produc!Clos por los llnfocltos coopera­

dores. Por au parte, loe UnfocJtos B son capaces de procesar y 

presentar ant11enos, lo cual aumenta la eflc1enc1a del sistema 

inmune, sollre todo en respuestas secundarias (79). Los llnfocltos 

T también aon capaces c1e procesar y presentar anttgenos. pero lo 

hacen de manera muy 1neflc1ente debido a que au receptor tiene 

baJa aflnldad por loa pépt1dos ant111énicos (60). 

Lo• l1nfoc1tos T cltotóxicos (CTLJ (CD6'l participan en la 

fa1e efectora celular. A c1lferenc1a de los TH, reconocen ant1r,enoa 

en el contexto de mol6culas ae clase I ae histocompatJllUJda!l. Los 

CTL al act1varae secretan 11nfocinas, como la IL-2 y el IF'N-T, 

aunque en menor proporc!On que los TH· Los CTL tienen la propiedad 

de llaar ctlulaa lnfectaaas por virus o llacterias, asl como 

ctlula• tumoralea (5J; ademu, se les ha descrito funcion eupre-

1ora, la cual ea <11f1c11 de Interpretar baJo la luz de lo• conoc1-

m1entos actualea (94), 

Para que la cltotox1c1dad se lleve a cabo es necesario que en 

primer término entren en contacto la c6lula infectada con lo• CTL 

(42). La formac10n del conJusado es promovi!la en un medio rico en 

iones Hs2'. y •e lleva a travu del reconoc1m1ento de receptorea 

en la superficie de amlla• ctl u las como CD6, HHC I, LF'A-3 (anti seno 

funcional de leucocltoa), CD2, CD3, TCR y LFA-1 (4,139) (F'l¡¡ura 

3). 

En la 1111a especifica por CTL la un1on del complejo 

anuseno-HHC en la célula !llaneo, con las cadenas a y a del TCR 
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F11ura 3. Reconoc1m1ento del an l11eno por el Unfoclto T 
cllotox1co (CTL). La célula c1t<itox1ca es activada por me<1ladores 
ooluble• como la lnterleuclna 1 (IL-1) proveniente de un macrofaro 
acu vado y la 1nterleucina 2 CIL-2) proveniente de un llnfocllo T 
cooperacSor. una vez activad.a, esta ctlula reconoce al anuseno a 
través de su receptor (TCR) en asoc1ac1on con molécula• clase I 
codificadas por el complejo pr1nc1pa1 <1e hletocompatlbllldad (MHC 
!). La 1nteracclOn de estas protelnac en conjunto con las 1nterac­
c1ones entre las moléculas de a<1hes16n (LFA-1 con ICAM y CD2 con 
LFA-3) eatablece las sel'lales a traves del complejo CD3 para que se 
lleve a cabo el mecanismo de ltsls. El coa es un marca<1or de lln­
focllo• T cllotox1cos que es en parte responsable <1el reconoc1-
mlento <le! MHC !. (Esquema mo<11flca<1o <le: Arthur we1ss. 1989. T 
Lymphocyte acuvatlon. En: Fundamental Immunology. Secon<1 E<11Uon. 
Paul, W.E. e<11t. Raven Press. N.Y. U.S.A. pr. 360). 
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acuva la maquinaria llt1ca de las células citot6xica• (en un 

medio rtco en iones ca2•¡, con la exocltosis de compue•tos solu­

bles proveniente& de los gránulos clloplasmá ucos como la perfo­

rina (46), enzimas hidrou ucaa y proteogllcanos entre otros 

(112), Recientemente, tambUn se ha descrito la parllcipacion de 

una llpaca que es codificada por los CTL cuando éstos son esumu­

lados con IL-4 (47). 

Estos compuestos parece que llevan a cabo el "golpe letal" 

por un ataque cHrecto a la membrana de la célula blanco, de modo 

que ae forman poroc de 10 a 20 nm que permiten el paso libre del 

medio por una diferencia de presión osm6t1ca, ocasionando la lisis 

y muerte de la Célula (31). Se ha encontrado, sin embargo, que 

tamb16n puede llevarse a cabo la cllotoxic1c1ac1 en ausencia de los 

compueatos solubles secretados por el CTL (133). se cree que el 

mecanismo que ae lleva a cabo es una autbl1e1s 1enerac1a pof' un 

Intercambio de aei'lales a nivel de los receptores de ambas membra­

nas (43). 

Por otra parte, recientemente se ha demostrado la presencia 

del complejo CD3-TCR-CD8 y poslblemenle de otras moléculas (002 y 

LFA-ll en laa membranaa de los &rlrnulos clloplasm11.ucos que con­

tienen a la perfor1na y otras enzimas uucas (114). Estos resul­

tados auueren que los compuesto• cltot6Xlcos no son exocJtados al 

medio externo, alno que son transmltldos a través del contacto 

Intimo entre la membrana de los gránulos c1toplasmllt1cos con la 

membrana de la c•1u1a blanco, con lo que se asegurarla la unldl­

recclonalldad de los compuestos letales hacia la célula infectada, 

Independientemente del mecanismo que se efectüe, el CTL escapa 

de la lisis celular y entonces puede participar en una nueva 
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lnteracc16n nuca (145). 

una vez que el macr6fa110 presenta el anugeno a laa célulao 

T, se dan todos loe mecantemos de c1 totox1c1<1ad menclonadoe, pot" 

una parte, y por otra, se <1.esarrollan clonas de memoria que con­

fleren lnmunl<laa celular para lnfecclones posterloreo. Por tocio lo 

anterior, para el clesarrollo ae vacunas contra las bacterias 

intracelulares, tales como s. typJ11, aeben buscarse anl1&enos 

que pueaan establecer rnmun1aac1 celular pro1on1aaa y que carezcan 

de loa riesgos de una reacción attel"na, como cuando se 1nmun1za 

con bacterias muertas o 1nact1 vac1alj. 
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OBJETIVOS. 

ObJel1 vo General, 

Alslar y caracterizar las 

9,1a,v1:d, con el f1n de demoutrar 

porlnas <1e 

el papel 

sa1mo11<'Jla 

que Juesan 

typhl 

en la 

1n<1ucc16n <1e protecc16n en un mo<1elo murino contra el reto a la 

cepa hom6lo1a. 

ObJetl voa Parucularee. 

Alelar y caracterizar PHE de lae el¡ulentee cepas: Salmo­

nella ty phl 9,12,V1:<1 (alelada <1e paciente con fiebre t1fo1<1ea), 

Salmonella typhl Ty2 (cepa <1e la vacuna parenteral) y Sdlmo­

nella ty ph.Jmurlum. 

Alslar y caracterlzar por1nae <1e Salmonella typhl 

9,12,Vl:<1, me<11ante m6to<1oe b1oqu1m1coe. 

Evaluar la capac1<1a<1 <1e las porlnas <1e Sa/monella typhl 

para ln<1uc1r proteccl6n en el mo<1elo experimental murlno <1e sal­

moneloo1s emplean<1o como cepaa <1e reto a la homblosa y a Salmo­

nella ty phlmurlum. 

Pro<1uc1r y caracterizar lnmunoqu1m1camente a los anticuerpos 

monoclonales cUr1U<lo• contra porlnas <1e Sa/mone/Ja typhl 

9,12, V 1 :<1. 

Evaluar la capac1<1a<1 <1e 1n11uc1r protecc16n pasiva <1e loe 

anticuerpos monoclonales anu-porinas <1e Salmone//a ty Phl en 

el mo<1elo experimental murlno <1e salmonelos1• emplean<1o como cepas 
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lle reto a la hom61osa y a saJmoneJJa ty phlm111•1um. 
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llATERIAL Y HETODOS. 

l. HBTODOS BACTBRIOLOGICOS. 

!.J. Cepaa 1Jacter1anaa. 

se emplearon las s11u1entes cepas llacterlanas: saJmonella 

typh1mur1um y Sa/monell/J typh1 TY2 donada• por el Instituto 

1ac1onal de H111ene y Salmonella typhJ 9,12,Vl:d alelada de un 

paciente con f1ellre tlfo1dea. 

!;!! ~ ~ bacterias. 

1.a.1 Bacterias empleadas para la obtenc16n de PllB. 

Se crecieron durante 8 h a 37oc y 200 rpm (Hew Brunsw1cl< 

Sclentlf1c co.) en medio m1n1mo A (58) suplementado con o.ir. de 

e•tracto de levadura y 0.5X de 11ucosa. Posteriormente laa llacte­

rtaa ae coaecharon. en fase cte crec1m1ento lorart tmtca, por cen­

tr1fu11ac16n a 11550 K 1 durante 15 m1n a 4oc, La pastilla bacte­

riana ae reauapend16 en amoruruador de Hepes 0.01 H PH 7.4, con-

1ervtrndose a -2ooc haata su uso. 

1.a.2 Cepa• 1Jacter1anaa uuuzadaa en la determ1nac16n de la 

doala letal •edta (DL50). 

se crecieron durante 16 h a 37oc en a11ar BHI seguido de una 

reo1eml:>ra en el mismo medio, laa 1:>acter1aa se coaecharon a las 8 

h de cultivo (fue de crec1m1ento 1011ar1tm1co). 

~ Deter•1nac16n !!.!! !.!! doa18 letal ~ 

Los culU voa llacter1anoa coaechados en la fue de crec1mento 

losar1tm1co ae aJustaron a una concentrac16n de 109 llacter1as/ml 

(0.6 de o.o. a 540 nm¡; a partir de esta auspens16n empleando Para 
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ello un factor ele el1luc16n constante ae prepararon las a1su1entes 

concentrac1onea: 

S.tYPhl 9,12,Vl:el 

8 ooo ooo bact/ml 
1 600 000 

320 000 
64 000 
12 800 

2 560 

s. typh1mur1um 

200 ooo bact/ml 

40 ººº 
6 000 
1 600 

320 
64 

0.5 mi ele las bacterlaa resuspenellelas en muc1na cmucina 
Hllalr1ca cle cerclo al 5Y. en soluc1on sauna estérUJ ae 1nocu­
laron, por via 1ntraper1loneal, a srupos cle 10 ratonea NIH cle 18 
a 20 1 cle peso. Como srupo testlso se emplearon ratones 1nyecta­
c1os con 0.5 mi cle muc1na. 

Para s. ty pJ11 9,12,Vl:cl se res1alr6 la sobrevl venc1a tres 

d1as deapués de la ac1m1n1atrac1on del 1n6culo bacteriano, mientras 

que para s. ty ph1mu1•1um se hlzo al cl6c1mo clla; y 1a OL50 se 

cleterm1n6 cle acuerclo al m•todo cle Reecl y Huench (116), seaún la 

s11u1ente fórmula: 

Lo1 OL50 ' 101 cl11 <50Y. - (O.P.) X 101 factor cle cl11UC16n. 

en cloncle: 

Lo1 cl11 <50Y. ' lo1Br1lmo cle la d1luc16n 1nmed1ata lnferlor a 

la d1luc16n que mata al 50Y. de la poblac16n. 

50Y. - <50Y. 

O.P. dlatancla proporc1onal 

>50Y. - <50Y. 

50Y. ' d1luc16n de la concentrac16n que mata al 50Y. de la 

poblac16n. 
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<50X ' c111Ucibn inmediata inferior a la <11lucibn que mata al 

sox ese la poblacibn. 

>50X ' csuucibn inmediata •Uperior a la c111ucibn que mata al 

sox ese la polllacibn. 

2. KBTODOS BJOOUIKICOS. 

!k! AUla•l•nto ~ PKB. 

La olltencibn ese PHE ese la• cepas trabaJac1au oe reaUzb ese 

acuerdo al m•tocso ele Schnaitman (122), para ello la• bacteria• 

coaecnacsaa en la fase ese crecimiento 101aritmico se aJu•taron a 

una c1ensielac1 6pt1ca ese 1.0 a 650 nm; po•teriormente oe rompieron 

aec1lante •onlcacilln a 180 watt• (Lall Une Ultratrlp Labuonlc aya­

tem •onicator) por per1oc1o• ele 2 min en llaflo ese hielo nauta <118mi­

nuir la allaorllancla a 0.3. Para ellminar las bacter1au enteras ese 

la suspenuibn 1onicaela, Hta ge centrlfURb a 7000 x 1 csurante 15 

ain, c1el sollrenac1ante ae aeellmentb la envoltura celular por ultra­

centrlfu1acibn a 200 ooo x 1/45 mln a 4•C (Le 60 ultracentrlfu1e 

lecl<.man Inatrument•, Inc.J, la cual se aolullil1zb con Trltbn X-100 

al 2X en Hepea 0.01 K pH 7.4. La fracclbn inaoluble en Tritlln 

X-100 (membrana externa y pept1c101l1cana) se aec1lmentb por ultra­

centrifu1aci6n en las conc1lcionea antea mencionadas (200 ooo • 

1/45 min a 4•C) y para 101rar la extracci6n ese las PHE •e reaua­

peneli6 en Tri•-HCI pH 7.2 que conten1a Tritbn X-100 al 2X y 5 mH 

4• EDTA, se incubb durante 10 mln a 37•c y posteriormente H 

Ultracentrlfulb a 200 ooo x 1/45 mln./37•C (122). Las PHE •e 

recuperaron en el aobrenac1ante y ae mantuv1eron a -1ooc naata que 

ae utUizaron. 
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ª'-ª Purificaci6n rui porinaa ~ eJ<clu•i6n molecular. 

La obtencit>n <1e por1nas se efectuó empleando el m6todo des­

crito por Hil<.aldo (102). Las bacteria• coaecha<1as en la fase <le 

crecimiento 101ar1lm1co ae ajustaron a una <1eno1<1a<1 6pl1ca <1e 1.0 

a 660 nm, pooterlormente •e rompieron por son1cac1on (Lab line 

Ultratrlp Labsonlc system aon1catorJ en per1o<1os <1e <1os minutos en 

ba!lo de hielo hasta <1lom1nu1r la ctens1<1a<1 óptica a 0.3. suu1<10 <le 

la e11m1nac16n <1e la• bacterias enteras por centr1fu1aclón a 7000 

x 1/15 m1n, la envoltura celular se obtuvo por ultracentr1fu1ac1on 

a 100 ooo x 1/30 mln a 2ooc, oata oe oolubll1ZO en Tris 10 mH, pH 

7.7 a<11ciona<1o <1e sos al 2X y se incubo 30 min a 32•C, posterior­

mente H u1tracentr1fu10 y el Be<11mento oe oomeuo a una se1un<1a 

oolubll1zac1on en las condiciones <1eocr1tae anteriormente. El 

oe<11mento <1e eote se1un<10 proceso, conten1a pept1<10111cana, <1e 

don<1e me extrajeron las prote1nas un1<1ao a ella aol ub1llzlln<1ola 

con Tria 50 mH, pH 7.7 que contiene sos al 2x, EOTA 5 mH, HaCI 0.4 

H y 11-mercaptoetanol al o.o5r.: <1eapuH <1e un per1o<1o <1e Incubación 

de 2 h a 37oc, ee ultracentrifu¡¡o a 100 ooo x 1/30 m1n a 25•C y el 

sobrenadante ee paao a trav•• de una columna de Sephacryl s-200 

(60 cm 11 2.6 cm, Pharmacia Chemlcal Co.) con una velocidad de 

flUJo de 40 ml/h. Se recupero la fracc10n que eluye 1nme<1latamente 

deepu•• <1el volumen de e11clus1on (Vo), detectada por absorl:lanc1a a 

280 nm. 

3. llSTODOS A•ALITICOS. 

3.1. Cuant1f1cac16n ~ protetnaa. 

La cuant1flcac1on del contenido de prote1nas tanto en las 

preparacloneo de PHE (obtenida& por Schnallman) como en laa de 
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por1naa pur1f1cadas; se reallzb de acuerdo al mttodo de Lowry (67) 

que cons1ste en bacer reaccionar a la protelna con el cobre en 

med1o a\cauno formando un comp\eJo colorido, cuya 1ntennldacl de 

incrementa al a1re11arae el reactivo de Fo11n-c1oca\leau. como 

protHna ele referencia se empleb albúmina sér1ca bov111a (S111ma 

co.J. 

g Cuant1f1cac16n !!J! Upopollaacl>r1do. 

La cantidad de LPS conten1do en las preparaciones ele PHE y 

por1naa se determlnb ele manera lnellrecta cuanl1f1canelo el conte­

nielo de :.clelo 2-ceto 3 mo.nooctulbn1co o::no¡ de acuerc1o al móloclo 

ele Karithan1s (68), empleando una curva patrbn ele KDO (S111ma co.J. 

Bl métoelo conaiate en el tratamiento <1e la mueatra problema con 

leido sulfúrico 0.2 N a 1oooc c1urante 30 minuto• para llberar el 

LPS, posteriormente se hace reacc1onar con :ic1<10 pery6<.Hco, arse­

nito de noc1io y 1>c1ao llobarbitúrlco. El compueato colortc1o lroJoJ 

que se formo. ae mantiene a temperatura ambiente y en so1uc1bn 

a1re¡anclo <11metUaulfoK1do. La 1ntens1<1ac1 <1el color se determ11;a a 

!5411 nm. 

hl cuantUicaci6n !!J! LPS 22.!: cromatocrafla liquida !!J! ™ 
reaoluci6n !HPLC). 

Esta determinaclbn se rea\1za en forma indirecta, cuanllf1-

cando el ester fenac110 del llc1do 8-bldrox1 m1r1at!co (EFABMJ, 

preaente en Jaa preparac1onea de prote!naa. 

3.3.t Obtenc16n de lc1doa 1raaoa en auapenaionea de por1naa. 

A \as porina• lloflllzadas oe les a¡re¡¡b 1 mi ele NaDH 4N, 

colocando 1a soluctbn en una ampolleta, la cual se sellb y se ce.-
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lent6 a 10000 por 5 horas. La hldrOUals se acldlflcO con 2 ml de 

HCl 4H y los llclclos graaos Ubres se extrajeron con cloroformo, 

posteriormente se a111c1on6 Na 2so4 anhidro, el extracto se filtro y 

el cloroformo fue evaporado en un bario maria a 1ooc. 

3.3.2 Cromato1raf1a en capa flna (CCF) para llc1<1oo 1rasos. 

Loa ácidos grasos Ubres obtenidos anteriormente fueron 

anallzados por CCF, empleando como estándares los ácidos láur1co, 

m1rist1co, fl-hldroxl mlristtco y palmttlco (obtenidos de Hax­

PlancK-Insutut fur Immunb101oue, Fre1bur1, Repúbllca Federal 

Alemana), ut111zando ptacaa de s111ca1e1 y un sistema de disol­

ventes or1án1cos constltutdo por Cloroformo/Eter et1llco/Ac1cto 

ac&tlco (15:35:1), revelando las placas en una ci.mara de yodo 

(actsorc16n 1nespeclflca del yodo sobre las moléculas or1llnlcas). 

3.3.3 Determ1nac16n de LPS por el Acldo fl-h1dro"1 mlrlsllco 

(ABHK). 

3.3.3.1 Obtenc16n de esteres fenacUos de llc1<1os 1raaos 

(EFAG), 

La preparac1on de loa t>steres se real1z6 por el m&todo de 

Woo<1 y Lee (140), a 1 mg del ácido 1raso se le adlclono 250 µl de 

una soluc1on de 2-bromoacetofenona (10 m1/ml en acetona) y 250 µl 

de tr1eu1am1na (10 m1/ml en acetona), calentando la soluc1on por 

15 minutos a ebull1c16n en bal'lo maria, deJando enfriar la soluc1on 

para ac11c1onarle poster1omente 750 µI de ácido acético (2 mi/mi en 

acetona), calentando 5 minutos y finalmente se evaporo el 111so1-

vente por calentamiento. 

3.3.3.2 Croma to1rafla en capa Una de los esteres fenacllos 

de los llc1<1os 1rasos. 

se derl va ron los aci<1os 1rasos Ubres obtenidos de las por1-
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naa, conforme al método de '<lood y Lee (140) y fueron anallzado• 

por CCF, ut111zanao como eetllndares los EFAG lle los :..cilio• 

laur1co, mlr1"t1co, B-h1drox1 mlrl.st1co y palm1t1co, en placa" de 

•1Uca11el fluoreacentes y un 11stema lle disolventes oro.n1coG de 

Hexano/P.ter etu1co (90:10). 

Despuée de reallzada la CCF del EFABH en 1as cond1c1onee 

antes menc1onadaa, se eluyeron las manchas que correspond.1.an al 

EFABM, se le ad1c1on6 acetona, se flltr6 (papel wnatman 401 y 

po1ter1ormente ae evapor6 el d.laolvente. El extracto ae d.1solv16 

en acetonltrllo y ee trazó su espectro de abeorc1bn en la reglbn 

u1trav101eta, conjuntamente con el ABHH y 2-bromoacetofenona. 

3.3.3.3 cromatografl.a HqU!da lle alta reao1uc1bn (HPLCJ. 

Loe EFAG obtenidoa de tao porlnas y los estllnllarea de :..c1dos 

1raaoe, se anauzaron por HPLC, en las u1BU1entes cond.1c1ones: 

Columna: CDS c 16 

Eluyente: Acetonltrllo/Agua (90:10) (HercK Co. 11rado HPLCJ 

Velocidad de Flujo: 1 ml/m1n (pres16n 55-60 atm) 

Volumen de muestra: 20 111 

Rango: 0.1 AUFS 

Lon111tud de Onda: 242 nm (BecKman 165 Variable wave1en11nt 

Detector) 

Velocidad de la carta: 0.25 cm/m1n (BecKman 427 Intesrator) 

M Electroforee1• !!! protelnae !l.!! Jele• !!J! pouacruam1da 

~ ~ aulfato !!J! aodlo ISDS-PAGEJ. 

La SDS-PAGE de PHE y por!nae ee rea11z6 en una unidad elec­

trofor•llca para 11e1ee verllcalea en placa (LKB InstrumentsJ en 

cond1c1ones reductora• y 11rad1ente d1sconunuo de pH (76), El 11el 
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superior contenia 57. <le acr11am1<1a, 0.137. <le b1s-acr11e.m1<1e., O.IX 

<le SDS en e.mort1aue.<1or <le Tr1s-Hc1 0.125 H pH 6.6. El ¡el separe.­

<1or contente. 11.2r. <le acrllam1<1a, 2.5X <le bis-e.crile.mi<la, o,19r. <le 

sos en amort11ua<1or <le Tris-HCI 0.35 H pH 6.6. como e.mortlsue.<1or 

<le mueatre. oe us6 Trl• 0.125 M pH 6.6, que contenla sos al 2r., 

~-merce.ptGetanol e.I 5X, Slicerol al IOX y azul <le bromofenol al 

0.0057.. 

El corrimiento electroforellco se lleV6 a cabo emplean<lo 30 

mA por ple.ca y como amorti¡ue.<lor <le corrimiento Trl• 0.025 M, 111-

cine. 0.192 H, sos al O.IX pH 6.3. Posteriormente los ¡eles se 

tii'\eron <lure.nte 1 h en una 001uc16n <le azul <le coome.sle R-250 al 

0.25X en metanol-aci<lo e.c•tlco-asue. (45:10:45) y el exceso <le 

colorante se ellmin6 empleanclo une. soluc16n <le metanol-ácl<lo 

e.cellco-a¡¡ue. (5:10:65), 

3.5 Inmunoe1ectrotran•ferenc1a. 

La electrotransferencla <le PHI> y porlna• de los geles <le 

pollacrllami<la a pe.pe! de nllroceluloae. (PHCJ, se llevó a cabo 

durante 16h e. 100 mA en un equipo Transpnor (LJ:B Instrumente). Se 

emple6 como e.mort1suador pa1•a la transferencia &llcina 192 mM, 

metano! al 20X en Trls 20 mM, pH 6.3 (132). Transcurrido este 

tiempo y para comprobar que la transferencia se llev6 a cabo, una 

parte del PNC se tli'\6 con tinta china y la otra se co1oc1> 1 n a 

3~oc en aoluci6n de bloqueo (Sele.t1ne. e.1 0.25X, Tween 20 al O.IX, 

en PBS (Ne.CI 0.15 H, fosfato• O.O! H pH 7.2)]. OespUH <le 4 le.va­

dos con PBS-T (Tween 20 e.I O.IX en PBSJ, el PNC se 1ncub6 n e. 

temperatura amblente con el suero problema; posteriormente ee lavo 

4 vecea con PBS-T y se rncubo 1.5 h a temperatura ambiente con la 
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anusuero de 

o antl-I8(s) 

cabra conju1ado a perox1daoa 

de raton (Cappel Lab.)J. Una 

Yez paoado el tiempo de 1ncubac1on, se lavo dos veces con PBS-T y 

2 vece• con PBS para finalmente colocarlo durante 20 m1n en so1u­

c1on de suotrato (4-cloro-1-naftol 2 mH, H2o 2 al o.oex en PBS). 

~ Enaaro 1nmunoenzlm:.uco !m fase 10l1da: !b.!J!!, 

Para determinar ta presencia c1e ant1cuerpoa ant1-PHE, antl­

LPS o ant1-por1nao en 101 sueros de conejo y de raton y en los 

aobrenadante1 de hlbrldomas, oe empleo el mHodo de ELISA (27). 

Para ello, oe recubrieron placas de pol1eot1reno de 95 pozos (Nunc 

Co.), con 50 111/ml de PME o porlnas y con 20 11g/ml de LPS en amor­

t11Uador de carbonato• (carbonato/bicarbonato de sodio pH 9.5), 

durante toda la noche a 4oc. una vez trancurrldo este llempo se 

lavo dos veceo con PBS-Tween al O.IX (PDS-T) y se llenaron los 

pozos con 001uc1on de bloqueo (PBS-¡¡elatina al 27.) y se dejaron 

doo noras a temperatura ambiente. Posteriormente, se a¡¡rego 100 111 

de la muestra problema y se 1ncub6 la placa durante 3.0 h a 37oc; 

deapués de cuatro lavados con PBS-T se a1regaron 100 111 de conju­

l•do (1nmuno1lobullnao de cabra antl-rnmunoalobullnas de coneJo o 

raton conJu1adu a peroxldasa (Slgma co.) y se 1ncub6 la pJaca 1.5 

ll a 37oc; deopu•o de 4 lavados con PBS-T se a1re1aron 100 u.l de 

aoluc16n de 1u1trato (o-fenllend1am1na y H2o 2 (307.l al 0.047. en 

amorl11uador de citratos pH 5,0) y a los 20 mln, la reacc1on oe 

detuvo aare1ando 1 gota de :.c1do sul!úrlco 2.5 M. Los pozo" oe 

leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Mlnlreader II Oynatec¡. 
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4, llE'l'ODOS IlllUNOLOOICOS. 

La capac1dall de las pol'1nas de 1nduc1r 1nmun1dad activa, se 

cvalub, en el modelo experlmental murlno (taa¡. Para ello, 11rupos 

de 10 ratones HIH de 13 a 15 11 ae peso, se lnmuntzaron y retaron 

por v1a 1.p., de acuerdo al s111u1ente e•quema: 

Ola 

o 

15 

a5 

Inmun1zac16n 
porlnas (Ull) 

a.5, 5, 10, 30 

a.5, 5, 10, 30 

ao,5oo 

•· Las cepas ele 
s. ty Ph.lmurwm 
sallna eHérl!. 

reto fueron: a) S. t y ph.1 9,12,Vl:cl 
resuspencttcla" en mucina al 5r. en so1uc16n 

•1t como srupos teetteoe se empJearon ratones 1nmun12aaos. con: 
a) Trie 50 mH·EDTA 5 mH, pH 7.4 y lll Huclna al 5Y. en so1uc16n 
sallna esuru. 

1 La sol!rev1venc1a se regatl'o durante 10 dlas cespués del 
reto. 

4.a Ol!tencibn rui antlcuerpoa monoclonale• ™ill mol6cu1a11 ~ 

superficie ~ Salmonel111 !~ 9,te,Vt:d. 

4.a.t Obtenc16n de macrbfa11os de cavidad peritoneal. 

se ol!tuv1eron macr6fa¡¡os ele la cav1c1ac1 perltoneaJ ele ratones 

BALB/c, en cona1c1ones estl>rlles. Los macr6fa1os as1 ontentdos se 

resuspenclteron en 5 ml rte medio ele cultlvo DUll!ecco mo!11flcado por 

Eaale, auplementado con 15% ele suero fetal nov1no (Slgma Col, gJu-
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lamina 2 mH, ¡llclna o.3 µH, 2-me1•captoetano1 50 µH, estreptomi­

cina 100 u11/ml y pen1c111na 100 U.!./ml (DHE-sJ. 50 µl de la sus­

pens1bn de macrófa¡on, oe colocaron en las Placas de cultivo de 96 

pozos (Nunc Co,J y se mantuvieron en una incubadora a 37oc, con 

95X ele humedad y 51. de co2 hasta su uso. 

4.2.i! Llnea celular de mleloma. 

se emplearon células ae la anea de mleloma ae ratón SP2/0 

l<leflclente en HGPRTJ. Las células SP2 en OME-s, se mantuvieron en 

inculladora a 37oc, con 9'SY. de numedad y 5X de co2. Las células se 

cosecharon en fase <le crec1m1ento lo¡ar1tm1ca para emplearlas en 

la fUalón. 

4.2.3 C6lulaa eapllrn1cas lnmunna. 

Eaquema de 1nmun12ac16n: ratones BALB/c fueron 1nmun12ados, 

por Vla lntraperltoneal (lp), el <!la o, con 70 µ¡¡ <le porlnae de 

s. ty phJ 9,12,Vl:d en ACF y los c!ias 30, 60 y 90 con 50 µ¡¡ <le 

por1naa en Trls (50 mH)-EDTA (5 mHJ. 

Obtención ele células <le bazo: cuatro <liaa después de la 

úJtlma. 1nmun1zac16n, en condlclones de ester111dad, se extra.Jo el 

l>a:z.o y ae deposlló en una caJa <le petr1 conteniendo 5 mi <1e solu­

c1on de HanKa (34), Dentro <le una campana de flUJO laminar, con el 

ollJeto de llberar las células pl&smétlcas, se a1s11re1ó el JJazo. La 

suspeno16n as1 obtenida, ae <leJO sedimentar durante 5 m1n con el 

fln de ellmlnar los restoa tl6ulares. El sobrena<lante se recupero 

y se centrlfuso a taoo rpm/5 mln. El aedlmento •e resuspenCl16 en 

5ml de DHE y el número de colulas viables ae contó en una cámara 

de Newbauer, mezclando do• ¡¡otas <le la suapens1on de células con 

<los sotas ele azul tl'lpán al o.2x. 
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4.2.4 FuU6n. 

La fus16n ae efectu6, <1e acuer<1o al méto<1o <1escr1lo por 

ICllller y H11ate1n (36,73), Para &oto, en un tubo de centrlfu1a 

c6nico <1e 50 mi, se colocaron y centrlfu1aron (1200 rpm/5 minJ 6.6 

s 106 c•1u1aa <1e bazo/mi y 3.3 x 106 células SPé!/ml; Ja pastllla 

celular reaultante se reauspen<116 en 0.1 mi de DHE y se Je a1re16 

lentamente 1 mi <1e p0Uetllen11Uco1 4000 (Al<1rich co.), Deopulls <1e 

<1eJar repooar la mezcla 1 min a 37oc, ae a1reuaron 6 mi <1e DHE, 

iota a gota, y ae eleJ6 reposar 5 mln a 37oc. Posteriormente se 

a<1icionaron 30 mi de DHE y después de 5 mm se centrlfu16 a 600 

rpm/5 m1n. La pastilla se resuspeneli6 suavemente en 5 mi de medio 

DHE-s y se a11re1aron 50 111 de esta suspens16n en cada uno ele lo• 

96 pozos de una placa <1e cultivo (Nunc Co.), la cual ha1J1a ai<1o 

recubierta con macr6fa1os. Ve1nt1cuatro horas d.espu6s, se reem­

plaz6 el medio DHE-s por medio HAT (DHE suplementado con hipoxan­

tina, aminopter1na y tlm1elina) (65), Posteriormente el cambio de 

medio se reaUz6 cada tercer ella. Al décimo primer dla de cultivo, 

el me<11o HAT ae aubstitUY6 por medio HT (DHE auplementado con 

hlpoxant1na y tlmtdlna). Las ctJulas se mantuvieron en este medio 

huta el ella 17. 

4.2.5 Selecc16n y clonacl6n <1e hlbr1c1omaa. 

cuanelo loa h1bri<1omas cubrieron la tercera parte del fon<1o 

del pozo cte cultivo, ce tomo el sobrenac1ante para cuantlflcar, por 

el método de ELISA, la presencia de anticuerpos especlftcos. Los 

hlbrldomas secretores de anticuerpos anu-por1nas, se clonaron <1os 

veces por el mttoelo de dlluc16n llmltante a 1 y posteriormente a 

0,3 célula• por pozo. 



47 

4.2.11 KapanH6n de hll>rldo•aa productorea de anticuerpo• 

aonoclonale•. 

4.2.6.l La eapanal6n J/l vJtro, ee realizo en botella• <1e 

cu1uvo <1e 60 cm2 rnunc Col. Lo• sobrena<1ante reau1t.1nteu ae 

uuuzaron para determlnar la ""peclf1c1<1a<1 <1el anucuerpo por 

e1ectro1nmunotranaferenc1a1 con el un de determinar loa 1aot1po1 

'f reallzar loa enaayoe de protecc1on pasiva. 

4.2.6.2 La expanaton Jn vJvo se reallzo en ratonea 

IALB/c, 1nocu1•n<1olos con 10~-106 c~lula• <1e n1brl<1oma en 0.5 mi 

de DHE o HanK'1 por v1a 1p., 101 cuales nab1an •1<10 trata<1oa. un 

•H antes, co n 0.5 mi de prutano (2,6,l0,14 tetramet1lpenta<1e­

cano. Sl8ma Co.), Cuando el tumor se hlZO eV1<1ente, ae obtuvo el 

liquido <1e aac1l11 mediante punc1on perlloneal (91). 

4.2.7 Almacenamiento <1e c61u1aa. 

Con el objeto <1e conaervar a loa n1brl<1omaa productores de 

anticuerpos monoc1onale1, ae prepararon v1ale& contenlent\o de 1 a 

106 a ~ x 106 cels en aoluclOn crloprotectora (9 volúmenes de 

1uero fetal bovino y 1 volumen <1e dlmelllsulfOx1c10), loa cuales ae 

almacenaron a -Tooc durante 24 n y poater1ormente en nltrouno 

Uqu1do, 

4.3 capacldad 1>acter1011uca ~ lo• anucuerpo1 •onoclonalu. 

se a1re1aron <111uc1ones del anllcuerpo monoclonal (aobrena­

dante de cultlvo) a 50 1>acter1aa, y posteriormente, como fuente de 

complemento (20 un1<1a<1ea), ae uuuzo suero <1e cobayo. Esta mezcla 

11 Incubo a 3TDC en preaenc1a <1e tone• ca1c10. L.a cuenta de colo­

n1aa viable• ae efectuO como unidades formadoras de colontaa 

(UFC), 16 n aeapuu por plaqueo y por duplicado en a1ar 1nfua1on 
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cerebro-corazon (BHIJ. El efecto nuco ae expreso como el por-

ciento e1e d1"mlnuc1on en la cuenta e1e UFC, comparado con la bacte­

ria incubad.a a1n anllcuerpo monoclonal. 

y Bnoaro ~ proteccl6n paaiva aee11ante !..! adalnl1trac16n ~ 

~nttcuereoa •onoc1on1111ea. 

Grupo de 10 de ratonea NlH de I& a 20 1 de peao, se 10mun1-

Z6ron paa1vamente por vla 1.v. con 0.2 mi de 11quldo de aac1t11 o 

uobrenadantea de cult1vou de hlbr1domaa productores de ant1cuerpo11 

monoclonalp¡¡¡ t h deapuoa, ae retaron por v1a 1.p. con 2.5 y 5.0 

DL~o de Salmon~J/a typlJJ 9,12,Vl:d. Kl 1rado de protecc1on ae 

eva1uo como la aobrev1venc1a a tos to cHaa del reto. 
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RESULTADOS, 

A. Aialaa1ento y caracterlzacH>n de PMH. 

De acuerdo al método de Scl\nllltman 11221, se obtuvieron PHE 

ese s. typhJ 9,12,Vl:d (Uolac1a de un paciente con c11a1n1>at1co 

cl1n1co de fiebre tlfoldeaJ, de s. typhJ TYZ. ccepu vacunall y 

11. typhJmurium cresponaable ele la aalmoneloala munnaJ. Bl 

coaportam1ento electroforttlco en ge!e• ele pollacrllamlela-aoa ele 

la• PHE oe muestra en la f11ura 4. Las protelna• obtenldaa tuvie­

ron peaoa moleculares deac1e 14 Kel naota 70 t<l, oba.,rvanoooe 

•l•111tucseo 1mportantea entre la• tres cepaa en un 1rupo de 

prote1naa con peaoa moleculares entre 36 td y 41 t<l etataa correa­

poncsen a laa prote1na1 formadora.a d.e canalee o por1na¡il). a1u. como 

lll doa protelnu de 17 ld y 26 ld. 

8. Pur1f1cac16n ese por1na1 de S. ty pbJ 9,12,Vl:<l. 

La obtenc16n de por1naa me<llllnte la tecn1ca de Ntkllldo ae 

fundamenta en el hecho de que eaaa protelneu ae encuentran un1ctaa 

por enlaces 16n1coa a la pept1c101llcana, por lo tanto ae puec1en 

nparar de tata mea1ante la aolub111-.ac1on en un amorucuador que 

contenaa SDS y o.& H de NaCI. Lu prote1naa ae1 obten111u ae pur1-

f1can mea1ante cromato1raf1a de exc1uu6n molecular con sepnacryl 

S-200. 

En la f11ura 5 se mueetran el perfil cro111ato1ru1co obtenido 

Ge la columna de sepnacryl s-200 ele laa por1naa cte s. IY PIU 

O,tl!,Vl:a. En •I H oboerva que la fracc1on que elUYb 1nmect1ata­

••nte aeapu•a del volumen vac16 contenía las por1nas en forma de 

tr1111eroa (114 J:d a ta3 ld). Eato se demuestra por electroforeau 
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F11ura 4. Electroforesis en seles de pollacr1lamida-SDS, 
teí'l!da con azúl de Coomas1e, de PHE de SaJmonella ty phi ale­
lada por el método de SchnaHman [30 l.LS por carrll). carrlles l y 
5, marcadores de peso molecular (Biorad, Labora torles): fosfori­
lasa b (95 Kdl. albúmina sérlca bovina (56 l:dlo ovoalbúm1na (42 
Kd), anhldrasa carbónica (31 KdJ, 1nh11J1dor de trips1na (21 Kdl y 
11sozima de huevo (14 KdJ; carru 2, PHE de s. ty ph 9,12,V!:d: 
carr11 3, PHE s. ty phi Ty2 y carru 4, PHE de s. t y phimu­
rJ.um. 
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s-200 (Pharmac1a Chem1ca1 co.¡, con una velocidad de fluJo de 40 
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(f11ur11 &), puu 101amente ae ob1erv11n ctoa ban4aa proteico cte 38 

Id ll 41 ra. t.aa porlnu IU1 purlflcada• estuvieron llbrea de t.PS 

(cuantlf1ca4o a travos Clel conten1cto <le ICOOJ, aln embarao, cuando 

M emple6 una ttcn1ca m•a aena1ble, como ea la <leterm1nac16n de 

•c1do ll-h1droz1m1r1st1co por HPt.C, como Indicador 1n<11recto de 

contam1nac1on 4a t.Ps, ae encontr6 que uta era del o.041'l.. 

c. KYaluacl6D de Ja acl1Yidad protectora <le 1a1 porlnaa de 

•• tTPhJ 9,l2,V1:d, 

Para analizar la capacidad de laa porinu de s. IY phJ 

9,t2,V1:<l de 1nduc1r 1nmuntdad protectora contra la f tebre 

Ufol<lea, •e empleo el modelo experimental propuesto por la OHS 

.. ra mecs1r la ef1cac1a 4e Ja vacuna tlfo1<ltca parenteral •t,•. Eate 

cona1ate en determinar la aobrev1venc1a 10 <11U desputa cte retar 

por v1a lntraperiloneal con la cepa de s. ty phJ reauapencs1aa 

en una auapena16n de muc1na al 5i<, 11 ratones previamente lnmun1za-

En la tabla 1 se mue•tran los valoree <le la <lo•IB letal al 

IOX (Dt.5oJ encontrado• para cada una de l<U cepas de Snlmo-

n•lla que ae emplearon en el reto. 

TaDla a. Valores <Se OL50 empleada• en loa retos. 

Bacteria DL50 

saJmon,.JJd typhJ 
9,12,v1:a z K 103 bacterias/mi 

SaJmon,.JJd typhJ 
Ty Z 103 llacter1aa/ml 

s111moneJJn tY PhlmurJum 10ª 1>acter1aa/ml 
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F11ura 11. Electroforesis en ¡eles de poliacrilamida-SDS 
tei'lida con azul de Coomassie de por1nas de s. typh.1 9,12,Vi:d 
aisladas como se describie6 en el texto. carriles 1 y 2, PME de 
s. ty ph.1 obtenidas por el método de scnnaltman, carriles 3 y 4 
porinas de la misma bacteria obtenidas por el método de NiKaido y 
carril 5, est~ndares de peso molecular CB1orad Laboratoriea). 
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Loa reauuaa.oa c1e protecc16n actl va, empleanc1o doa 1nmun1za­

c1oneu con 2.5 1.11, 5.0 u1, 10 1.11 y 30 1.11 <le por1na• ue mueelran en 

la tabla 2. Como ae puede ob11ervar en ella, concentrac1onea cie 5 

1.11 ele por1nu Inducen protección del 1oox y del 60X al reto con 20 

y 500 DL50 <le Salmon11JJa typhJ 9,12,Vl:<I reapecllvamente. 

E&toa reaultadoa 11u11eren que las por1naa llenen epi.topea acce­

ulbleu que confieren inmunidad protectora en contra de la bacteria 

v 1 va. Sin embar10, cuando oe empleo s. t y phJmurJum como cepa 

c:te reto, toa reaultac1oa fueron ctlferentes, ya que 30 ua ese por1na11 

(la <loau <le reto m•• alta), confirieron aolamente 45X <le protec­

c1on al reto ele 500 DL50 (tabla 3), Lou ratoneu Inoculado• uolo 

con muc1na al 5X <1rupo teutl¡¡o) mueren con retoa <le 20 DL50 <le 

s. typh1 9,12,Vl:<I y <le SaJmonelliJ typhJmur1um. Eutos 

resultadoa mueatran que ex1ote una correlac1on entre la canucta<.1 

de porlnau a<1m1n1etradau y la protecc16n obtenida. 

En la tabla 4 ue mueatra la clnttlca <le eobrev1venc1a del 

1rupo ele ratoneu 1nmun1za<1os con 5 1.11 <le porlnaa <le s. ty phJ 

9,12,Vl:<I durante loa 10 <llU poater1oree al reto. Como ae puede 

obuervar en ella, eata 1nmunizac1on confiere una protecc1on del 60 

x al reto de 500 DL50 ele s. ty ph1; mientra• que la protecc16n 

en contra de s. 1yph1murJUm fue del ox y ue eleva al 2ox 

cuando 101amente ae emplean 20 DL50. Eatou reuulta<loa 1n<11can que 

extute un 111ero 1rado <le protecc1on cruzada entre s. ty phJ 

y s. typhJmurJum, aunque parece que los ant11enoa mle 1mpor­

tantea en la 1n<1uccl6n ele protecc1on aon epttopos no comparll<loa. 
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TABLA 2 

Proteccll>n en ratone. NIH 1nmun1zados con por1nas de s. 
ty phJ 9,12,Vl:c1, al reto hom1>lo10. 

canllc1ad adm1n1atradaª 

2.5 lll 
5.0 lll 

10.0 lll 
30.0 lll 

Sobrev1v1en1es1tota1a 
Reto: 20 DL50 Heto: ~00 DL50 

6/10 
10/10 

9110 
9/IO 

1/1 o 
6/10 
9/lO 
9/10 

a Se 1nmun1zaron, por v1a 1.p., arupos de 10 ratoneu loG c111!w o y 
10 con porlnaa resuapendldas en 0.2 mi de amort11uador TE. se 
retaron el dla 25. 

9 La protecc11>n ae expreaa como el número de sobrev1v1entes entre 
al total de ratone• de1pu6s de un periodo de observación de 10 
c11as. 



TABLA 3 

HIH 
Protecc16n heterblo1a 1 contra 
1nmun1zado11 con porlnas de 

cantidad ad.m1nu1traoaª 

s. typhJmurium, 
S. ty Phl. 

ele 

sonrev1v1entee/tota1P 

ratones 

Heto: 20 DL5o Reto: ~00 DL50 

2.5 UI 
5.0 Ull 

10.0 111 
30.0 111 

KR 
2/10 
3/10 
7 /10 

HR 
0/10 
3/10 
4 /10 

a se 1nmun1-zaron, por vta i.p., srupoa de to ratones loe di.a& o y 
10 con por 1nae resuapenc11elas en 0.2 mi ele amoru1uaelor TE. Se 
retaron el ella 25. 

a La protecc1t>n 11e expreaa como el número de 1i1obrev1v1entes entre 
el total ele ratonea, eleopu6& elel eltc1mo ella ele onaervac16n. 

HR : Ko reauzaelo. 
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TABLA 4 

C1n6t.1ca de protecc16n de ratoneu NUI 1nmun1zadoo con porl· 
naoª <le S. typJi1 y retado• con s. typhl y s. typ111mu­
r1um. 

Doel• <le reto 01as pout-reto 
s. 

o 
t 
2 
3 

10 

o 
1 
2 
3 

10 

Sobrev1v1ente•/totel 
tYPhl s. typh1mur1um 

tO/tO 10/1 o 
tO/tO t 0/ 10 
10/10 7 /lo 
10/10 2/10 
10/10 2/10 

tO/tO t 0/ 10 
tO/tO 5/tO 

6/10 tito 
6/tO 0/tO 
6/10 O/tO 

a Lo• ratonea •e inmunizaron por vta l.p. con 5 1111 de porlna• de 
s. ty PhJ en 0.2 mi de amort111uador TE to• dlas o y to. Se 
retaron el <lla 25. 

P Deapu•• <lel reto, •e reauzo un re11l•tro diario de lo• a111maleo 
muertoa. 



D) Oblencl6n de anticuerpo• monoclon•lea 

~ ant icuerpoa e&pecUtcos. ~doma& pro<1uc~.2J:!! 

De la fu•16n de la• célula" SP2 con los egplenocllo• de 

ratonea lnmun1zadoa con por1naa. se obtuvieron 46 hlbrlc:toma¡¡, De 

•Gto&, alele proc1uJeron ant1cuerpoli antl-POI'lnag, 

Loa hlbrldomaa productores de ant1cuerpo11 espec1.flcoo fueron 

subclonado¡; por d1luc16n l1m1tante a 0.3 c•lulaa por pozo, 

P•)Gter1ormente au react1v1t1ad eapecif1ca estut11a11a por ELISA. Se 

obtuvieron doa aubclonns c1el ?1lbrutoma 5F2 productor <1e anucuer­

poa ant1por1nas. Eatoa ¡;e dea11rnaron como Pt y P2. Posteriormente, 

Be derivaron la• clonau denomlnadaa 6F5, eF6, 9E6, !4C2, 14C6, 

1405 Y P3 1111ura 7). Los alete ll1brldomas secretaron anticuerpos 

monoclonaleu del l•ollpo I1H. 

An•llol_! ~ toa hlbrlctomns ant1-eor1na E2!: 1nmunotransferen-

En la f111ura 6 ae mueatran ldG 1nmunotranaferenc1as obtenidas 

cuando ae hici.eron reaccionar lo& sobrenadantes de cutuvo de los 

lllbrldomu menc1onados (antl-porlnül con la• PHE t1e s. typhJ. 

como puede obuervaru:e, loa AmC &ecretadoa ¡;oto reaccionan con la 

b<lnda t1e 36 1«1, que correoponde a las por1nao de s. ty PhJ. 

~d.ad btlcter10Uticd ~ loa ant1cuerpoa monoclonaleG 

ant1-por1na~_. 

Para evaluar el papel <1e los ant1cuerpoa monoc1ona1e& ant1-

por1naa en toe mecanu¡mo de defensa. contra la lnfecc1on del m1cro­

orsan1emo. se uuuzo la 11s1u celular med.lad.a por complemento 

(tabla 5). t.os Ame 14C2 y llFó, a una dl1Uc16n de 1:40, lnll1b1eron 

en un 95Y. el crec1m1ento de colon1ao de S. ty phJ y el 20Y. de 

las UFC t1e s. typhJmurJum. Tambltn se puede observar una 
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F11ura 7, O?ltenc16n de anticuerpos monoclonales ant1-por1naa 
de Salmonella ty plll, medidos por el m6todo de BLISA. 
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OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONA­
LES ANTl-PORINAS DE §_. typhi 

8FS 14C2 9E6 14C6 8F6 1405 P3 SP2 

SOBRENAOANTES DE CULTIVO 

F11ura 11. ll:apeclflcldacl ele antlcuerpos monocJonalea 01HJ 
preaentea en loa aobrenadantes de cultlvo de los t11br1domas, hacla 
por!naa de s. tYPhl 9,12,Vl:d, detectaaa por lnmunotranaferen­
cla. Carril 1, 8F5: z. 14C2; 3, 9E6; 4, i4C6; 5, 8F6; 6, 1•105 y 1, 
P3. 



61 

TABLA 5 

capac1clacl bactel"lolltlca clel anticuerpo monoclonal 14Ca 
anll-por1na1 ele s. typbJ. · 

Dllucion clel anucuerpo 
monoclonal 

1:40 
1:60 
1:160 
1:320 

SP2/0 (control) 

s. 
Porcentaje <le 1lacter101i.1aª 
1ypn1 s. 1ypn1mu1•1um 

95 20 
70 1 5 
55 5 
48 2 

2 o 

a Expreaa<lo como lA <1l•m1nuc1on <le llll UFC con reapeclo a la 
bacteria 1ncuba<la Un et anticuerpo monoclonal. 



correlac1on entre la dlluc1on del anticuerpo y el porcentaJe de 

110brev1venc1a del mlcror1an1emo como UFO. 

B) Tran•ferencla PaelYa 4e 1nmun14e4 protectora mediante Ja 

ad•lnUtrac16n 4•1 anticuerpo •onoclonal 1402. 

Finalmente ae anaUz6 el papel que los Ame ant1-pnr1na 

podrlan Ju1ar en la protecc1on pasiva contra la 1ntecc1on por s. 

trphJ en el modelo murtno. Loo estudio• de 1nmun1zac1on pao1va 

M realizaron mediante Ja 1nyecc1on intravenosa de loo oobrena­

Clantes de h1br14oma o Jlquldo de ascitis a ratone• no inmunes una 

llora antea del reto con bacterias v1vas aucpenctll1as en muc1nd. La 

tabla 6 mueotra Jos reaulladoo que oe obtuvieron en eote exper1-

••nto. Esto• ou11eren que los Ame ant1-porina pueden conferir una 

litera protecc1on contra el reto rte 2.5 y 5.0 DL50 de s. 

trphJ. Comparando eoto• resultado• con 100 estun100 re1U1zado• 

previamente, en loa que ee emplea un heteroantu:uero de coneJo 

ant1-PHE, podemoe decir que loa AmC no ion tan efectivos como el 

anusuero policlonal en la tnducc1on ele protecc1on pasiva. 
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TABLA 11 

Protecc1on <le ratonu NIH contra la 1nfecc1on <le s. typhJ 
mediante la tranaferenc1a <le un anticuerpo rnonoclonal liH antl­
porina• <le s. typhJ. 

Anticuerpo a<1minl•tra<10° Sobrev1v1entea/total 
Reto: 2.5 DL50 Reto: 5.0 DL50 

Ame 14C2 3/10 2/1 o 
(aobrena<lante <le CUltl VO) 

AmC 14C2 6/10 4/10 
(llqUl<IO <le 86Clt1GI 

Su•ro <le conejo antl-PHE 10/10 1o/1 o 

SP2/0 (control ne1at1vo¡ 0/10 0/10 

0 Grupoa 11e <11ez ratonea fueron reta<loa Lp, con 2.5 DL50 o 5.0 
DL50 <le s. t y phJ una nora 11eapuea <le la a<1min1strac1on <le o.a 
ml <le 1obrena<lante <le cultivo <le los h1br1<1omas o 1lqu1<10 <le 
8l>Clt18. 



DISCUSIO•. 

El concepto de vacuna no ha variad.o deade qur fue propue1to 

en el •Urlo paaado par Lou1s Paateur. Eate ae reflere a la 11H1Uc­

C10n de protecc16n con m1croorean1smos muertoa, 1nacuvac1oa o 

al1(ln producto di!! m1amo. Una vacuna 1cteal <lebe 1ne1uc1r 1nmun1ctad 

pro1on1ada, aer espec1ftca y no provocar efectos co1aterale1 

adveraoa. Entre las vacunas que cumplen con eaov requ111ttoe ae 

encuentran laa vacunaa contra la viruela, la <1lfter1a. el t•tano1, 

el uaramp1on, la rubeola y la po11om1e11ua. Extsten otras vacunau 

como la cte la rabia y fiebre \lfoldea qui! tienen los 1nconvl!-

1uentea de conferir proteccion <le corta durac1on y pr0duc1r efec­

to• colateralea adversoa: por 10 tanto el ctesarrotlo de nueva¡¡ 

Yacunaa conttn6.a siendo un campo importante ctentrv de la 1nve.uu-

1ac1on c1enl1flca. 

Dentro <1e loa conceptos mod.ernoa en la elnborac1on de vacunae 

H incluyen tre. Upoa Cllferentl!s: a) Jaa vacuna• s1nt•t1cas, ela­

lloradaa con lo• c1eterm1nantea antlgen1cos 1nvo1ucrac1os en la 

lnducclon lle 1nmun11lac1; b) vacunas recombinantea, elaborada• 

•ediant" Ja elrpreuon en bacteria• o v1ruo lle! 1ene que coc11flca 

para la protelna responoable lle la inmun111ad y c) vacunaa anu-

1dlollp1cas, baaadas en el concepto teor1co ele la red ele 1d10\lpoo 

propueato orJ11nalmente por Jerne, en laa cualen el dnUcuerpo que 

representa la 1ma1en interna ctel antlgeno, Ge emplert pard inctuc1r 

11 estallo ele 1nmun11lac1 protectora (6,52,64,129,1461 

El primer paso en ta elaborac1on de nuevaH vacunas, e¡; 1cten· 

Uflcar los anu1enos rl!aponsables ele la inmun111a11. Las moléculas 

protelcaa locallzallas en la superflc1e celular, son laa que pre-
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uentan mayorea ventaJao para ser empleadas como 1nmuno1enos pro­

tectore1: éato eu, porque habitualmente 1nducen anticuerpos de 

alta af1n1ctad y favorecen una respuesta inmune celular, la que 

aenera una lnmun1da<1 prolon(il'ac:Ja, que eu cruclal en la ctefenaa con­

\ ra lo• pa to11eno• l n t racel u lares tale• como s. ty phJ, H yco-

bdcte r ium tuberculos1a, H ycobtJcter1um lflPrae. etc. (16,49). 

Lo• hallaz110• ma• importante& de este tt•abaJo fueron los 

•t11u1entea: 11 la• PHE <le s. typh1 obten1<1a• mediante la 

s::olub1llzac1on con un cteter1ente no 1on1co, tuvieron pesoa molecu­

lar•• <le 14 [<1 a 70 1:<1. Además presentaron como contaminante 6X de 

LPS ; Zl la• por1na• de s. t y ph1 ae al81aron por el m•toelo de 

Ntl<alelo y •• encontro que estaban contam1naela• con un 0.041X ele 

llpopoluacárJelo, meel1'1o 1ne11rectamente por HPLC, meellante la 

cuantlftcacH>n ae •c1do S-h1ctrox1 mlr1st1co. El peao molecular de 

estaa prote1naa fue ae tt4 ~d a 128 k:ct en estacio nativo (cuando se 

encuentran a•oclaelo• en forma <le homotr1merosl y ele 36 Kel a 41 Kel 

f.>n su forma monom6r1ca; 31 la vacunaclbn a ratones HIH. con s.o utt 

(el intervalo ele conc@ntrac1ones usaelaa fue ele Z.5 1-11 a 30 1-1111 ele 

por1naa ele s. ty PhJ, lnelUJO protecc1on elel toor. al reto con 20 

DL 50 <le s. ty phJ 9,12,v1:<1 y elel 60X al reto con 500 DL50; 4) 

cuanelo el reto se efectuo con 500 DL50 ele s. typh1mur111m la 

prot@cc1on fue elel 40X con la <1osl8 más alta <le inmun1zac1on 

empleada (30 u1>: 5) anticuerpos monoclonale• (l¡¡H) antl-porinas 

ele s. tYPhJ 9,12,Vl:d, con act1v1e1ae1 bacterlolittca m@eliaela 

por complemento, conf1r1eron una ligera protecc1on al reto con 2.'.l 

y 5.0 DL50 ele S. typhJ 9,12,Vl:el. 
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Se han d.eacrlto doa m•toctos para Geparar la membrana ext~rna 

4• la cltopla.mt.tlc11 en b11cter11,. gram-ne11at1vaa. r.11 el primero, 

laa bacterla& aon tranaformada¡ en eaferopltlsto¡¡: med1antf.' el 

••Pleo de EDTA Uaoz1ma; posteriormente se llsan pard formar ve•l­

cula& membranaie• (96,108) taG cualeL; a su vez, puectfn aer aep,1ra-

4A• por 1radlent°" de den•1dad (63), ttcn1cao elect 1•ofor•llcas y 

a1re11ac16n a pH 5 y ultracentrlfugac1on (66). La• deoventaJaa de 

e1te m6lodo le deben sobre todo a la dlflcultad de f•)rmnr estero­

plaatoa; al uao de EDTA, que oca¡¡1ona la reor¡ran1zac16n de laa 

•Oltculaa a.e LPS y ttl tiempo prolongado que ue requ 1ere parn au 

obtenc1on. Sln embargo, au mayor venta Ja res1cte en la certeza de 

tener la membrana externa Ubre e1e membrand c1 top1n1:m~t1ca. 

En el otro m6toe1o, ae alsla la membrand extern11 un1cta a la 

pept1do111cana¡ para osto, primero las bacteria.a lie 1·ompen en una 

prenua france&a y poster1ormente la membrana cltuplasmauco ae 

eUmlna, colublllzt.ndola con Tritón x-100 al 2Y. en preu•ncln de 

1one& ma1neato. En el complejo insoluble ele membrana externa­

pepu<101111cana, nay una tercera parte del contenido total de toa­

fOllPldoo, la mltad del LPS y toaas la prote1na• (121). Para e•te 

trabaJo ae obtuvo primero el compleJo membrana externa­

pepUdo1111cana, y a partlr de ti, •e aolub11lzaron lao PHE con 

Tr1ton x-100 al ax en pre•enc1a de EDTA !1221. Un<1 mod1flcac16n 

taeclla al mttoao or1111na1, fu6 la ruptura de las bacterias por 

1on1caclón. Dunn y cole. no encontraron c1lferenclaG en prepRra­

clones de PHE CampyJobacter, obtentdas cuando lfl bactcr1ag 11e 

a .. tru1an por aonlcac16n o pren•a franceoa (24). 

Laa PHE U•l11das de las cepas de .r.. typ/11 9,12,Vl:d y 

•· typhJ Ty2, en 1e1es de pollacr11am1cta-sos, llenen pesos 
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mol•culare• <le 14 K<l a 70 r:a, <leGtlican<lo la presencia <le ó a 8 

prote1nu pr1nc1pale• <le 17 l:cl a 41 [<l. Con el objeto <le analizar 

01 esas ba11<1aa prote1caü conten1an Golo una prote1na, Jae PHE de 

s. typh1 9,12,v1:c1 se 1omet1eron a electroforesis en c1l)6 

dlmene1ones;, t•cntca qut" en base al punto 1noeléctr1co y peco 

molecular eG capaz de resolver ele 5000 a 10 000 dlferenteG 

protetnaa preeentei:i en una mue1Hra (106,107), Los resultac.tolil e.te la 

G<'KUncta c11mena1on mostraron que di 1gual qut' para ChlamydJd 

(IJJ, Nt1JGser1a 160) y Cdmpy/,1bac1er (24), las prote,nao 

pr1 ne l paleo de s. tJ'PhJ contienen solamente una formd 

1eamc:ir1ca. 

E:l patrón electrofor•tlco de PHE s. typJJJ ea semeJante al 

<leacr1to por r:am10 y NIKaJ<lo (~71 para s. typ1umur1um, qu1e11e• 

empleando un mttol.1.o eemeJante de extracción al de este trabajo, 

ldentlflcaron de t\ a to prote1nali pr1nc1pales con pecos molecu­

lares de 12 K<1 a 46 Y.d. Pa1·,, S. typJJJmur1um en la re¡1on de 

36 td a 41 td se han ldentlflcadu cuatro prole1naa pr1nc1pales, 

tres de e11uo denominadas OmpF', OmpC y OmpD que pertenecen al 

grupo <le porinau y una cuarta denomlna<la OmpA o protelna mo<lUJca­

ble por el calor. En la• preparac1one• <le PHE <le S. ty phJ 

e¡tu<.11ac.1a1, se encontraron proteinali pr1nr.1paleG con peso molecu-

lar y pi semejante• al <le la• por1na• <le s. typhJmurlum 

(68,102). Lau a1m1l1tuctea encontrad.as entre estas prote1n1u;, 

su¡1ere que exlste una alta t11.1moloi;:1a no solo entre las portnas de 

aml>Bii eapec1es de Sdlnl•'l1e1Ja. s1n0 probablemente tamb1t>n, ct'rn 

lali 1te otr.iG bactPr1as aram negativas (22.23/10,103). A<lem~s l• 

comparac10n de las ¡¡;ecuenclaG nucteottc11cas entre los seneu que 

codlftcan para por1nas de cHferentea bacterias 1ram-ne1at1vas, 
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muestra que existen homoloUao entre ellas, hasta del 60X 

(97,143). Por todos estos datos, ee ha 11e1ado a la conclue1on de 

que loa renes que cocUUcan para las por1nao, provienen de un sene 

ancestral común, que ae ha conservado d.urante la evo1uc1on {97). 

El an:.11sia de las unidades monom•ricas de por!nas de E. 

coJJ por eapectrometria en la re¡¡i6n de JnfrarroJo y cl1c1•oiemo 

circular. mueatra que uenen una estructua secundarla en forma de 

hoJa 1l-ple1ada antlparalela, sin que ae obaerven sesmentos en 

a-héllce (118), conalderando la estructura secundaria de las pori­

nae ee ha propuesto que deben cruzar varias veces la membrana 

externa para poder anclarse en ella (fisura 9l: de acuerdo a eate 

modelo de prote1na transmembranal, las secuencias de amJnoá.cldos 

expueatas al medio ambiente deberán ser los receptores para rasos 

J' colicinas (104), y probablemente también de la• re¡¡iones menos 

conservadas entre las porinas de diferentes especie• bacterianas. 

lito hace, que a pesar de la alta homolosla entre lae porinas de 

41ferentes bacterias 1ram-negat1vas, existan determinantes 

antlgénicoe privados (propios de cepa) en la euperflcie bacte­

r111na. 

Es~udioa recientea, hechos por Jap, (61) han propuesto que 

laa pol'lnae eon poros individuales que se asocian en tr1meroe, 

formando una unidad funcional de tres poros. Eoto se fundamenta en 

eat u dios de criatalograf1a electrónica de la por in a phoE de E. 

coJ1 (fleura 10), 

se ha estudiado la respuesta inmune-humoral del hombre hacia 

a11unos ant111enoa de superficie de la bacteria y se han encontrado 

anticuerpo• en el suero de paciente• con fiebre tJfoldea dir1g1dos 

contra los anuaenos o, H y vi. Los titulas altos de estos antl-
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Ft11ura 9. Estructura secunaar1a de porlnas ompF ele E. 
co11 B. La por1na presenta estructura ae hoja a-ple11aaa ant1-
paralela. caaa hoja a-ple11aaa se inserta en la membrana externa 
con por 10 menos se1a am1nollc1dos (am1noac1aos enmarcados) (118). 
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Ft1ura 10. Ho<lelo eatructural <lel tr1mero <le la por1na phoE <le 
~. cólJ en baae a eatu<11os <le cr1stalogra~1a electr6nlca con 
una resol uc16n <le 16 A. Tomado <le 61. 
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cuerpoo no tienen relac16n con el eata<1o <1e protecc16n nl con la 

evo1uc16n <1e la enferme<1a<1. Ante estos reaulta<1os, ae ha contlnua­

<10 la búsque<1a <1e antlsenos especlflcos que estén involucra<l.os en 

los mecanismos de protecc16n (24,55). 

Por el m•todo de 1nmunoelectrotransferenc1a, et cual permite 

1dent1f1car y caracterizar por peao molecular el número de 

protel.nas reconoci<1as por los ant1cuerpoo especlflcos (132), oruz 

y cole. (107) demostraron que laa PME: de s. typh1 son buenos 

1nmun61enos en los pacientes con flebre tlfol<1ea. La reapuesta 

humoral hacia lac por1nas de s. ty ph1 pudiera estar rela­

cionad.a con algunos de loa mecan1Gmos de protección debido a que 

en loa inicio• de la enfermedad solo hay anticuerpos dir1¡i<1os 

contra una prote1.na de 28 ~d; mtentrau que en la fase c1e conva1es­

cenc1a aparecen antlcuerpou ct.1r1s1ctoa contra las por1nas. 

La actl vac16n de complemento por los anticuerpo• anu-porlnas 

probablemente repreaente uno <1e los mecanismos efectores del 

sistema inmune en la flebre tifoidea, debll1o a que la reacci6n 

anti.seno-anticuerpo oe lleva a cabo sobre la superficie <le la 

bacteria, <le manera que el complejo C5-C9 (MAC) puede lnsertarae 

en la membrana y ejercer au efecto 11.tlco: ~sto no ocurre con loe 

anticuerpos c:11r181dos contra el ant1geno somá..tlco O, pues la reac­

cl6n antl.¡eno-anucuerpo ocurre en lao unidades de repetlcl6n 011-

¡osacarl.<licas o, lejos <le la superficie bacteriana (111). Lo 

anterior po<lrl.a exp!1car la falta de correlac16n ent1'e titulo• 

altos de anticuerpos anu-o y un entado d.e inmunidad protectora 

(64,65). 

La lmportanc1a de la presencia de anticuerpos eupecl.flcos 

contra rte PME: también •e ha sugerido en 11lfecc1ones cauaadaa por 
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Pseudomona.o aerug.tnosa (32), Campy Jobacter yeyun1 (7), 

Chlamyd.ta trachomat.t.o (14). Sin embar10, en las infecciones 

1ntracelulare• ae espera que la respuesta inmune celular sea la 

mfls importante en el control <1e la enferme<1a<1. 

El principal problema para el estu<110 <1e la fiebre Ufo1<1ea 

ea que s. tYPhl es pat6Bena solo en humanos y chimpancés (35J 

y <1a<1o que reaulta coatoso y poco practico el trabajo con primates 

fué necesario emplear un mo<1elo murino para anal1zar la partlclpa­

c16n <1e las por1nas <1e s. ty phi en la rn<1ucc16n <1e protecc16n 

contra la fiebre l1fo1<1ea. concentraciones de 2.5 µg a 30 µg <1e 

PME <1e s. ty phi 9,12,V1:<1 (Ubres <1e anl11eno flaielar "H" y 

con 0.041?. LPSJ, conflr1eron protecc16n <1el lOOr. a ratones NIH <1el 

reto hasta con 500 DL50 <1e s. ty plll; es te efecto <1e pro tecc16n 

1e c1eb1o a la11 por1naa, ya que en exper1enc1as anteriores (58) en 

las que se emplean PME, como 1nmun6genos, el LPS presente en la 

preparación no Juega nln1un papel en la rnd ucc16n <1e protección ya 

que la 1nmun1zaci6n con t.2 lli <1e LPS (concentracion contenida en 

30 µg <1e PMEJ no se observa protección a la <1os1s m:.xima <1e reto 

empleada•, lo que slgn1f1ca que para el control <1e la enfermeda<1, 

1e requiere de una e•l1mulac16n especifica del sistema inmune. 

Ea importante el1m1nar de las por1nas y PHE el contaminante 

de LPS ya que se ha <1emostra<1o w v Jt ro que él es capaz <1e 

1nhlb1r la 1nmun1<1a<1 eapec1fica al estimular a los macr6fagos en 

tal ma1nltu<1, que evita la pro<1ucc1on <1e fra1mentos antlgénlcos 

necesarios para la est1mulac16n espec1flca <1e Unfocl tos T 

(17,83). 

El uaero efecto 4e protección cruzada obsevado en el reto 
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con s. ty phJmurlum, inllica que en nuestro modelo experimental 

de fiebre tifoidea, probablemente el alto ¡¡rallo lle protección, al 

reto homólo¡¡o, esté dallo por ep1lopea de las por1nas especle­

eapec1ficoa. Esto au¡¡iere la importancia que pueden tener los 

rteterm1nanteo ant1&6n1cos compartidos, en el desarrollo de ta 

inmunidad. 

Aún cuando la funciona!lllad de los anticuerpos monoclonales 

anti-porinas se evaluó Jn v1tro mediante ensayos de bacte­

riollsia mediada por complemento, éstos no indujeron un alto 11rado 

de protecc16n pasiva¡ en contraste con la protección activa con­

ferida por las porinas. De esta manera podemos inferir, que para 

obtener una respuesta efectiva de protección pasiva es mejor el 

uso de anticuerpos po11clonales (56,59,111). Por otro lado, es 

posible que los anl1cuerpoa antl-S. ty pJ¡J puedan ¡¡enerar una 

protecc16n contra 1n6cutos pequers.oe. Sin embar&o, para tener una 

protección contra lnóculoa mayores, o para controlar la infección 

misma, cuando la bacteria se encuen tI"a en au fase intracelular, es 

de esperarse que solamente ln inmunidad celular, es decir la 

intervención de macrófagoa y linfocito• T-eapecíf1cos, puede pro­

veer una ad.ecuada protecclOn, como en el caso de loa experimentos 

de protección activa. 

Los experimentos de pro!lferación celular in vJtro nos 

han demostrado, preliminarmente, que las porinas aon moléculas 

capaces de est1mulal"' esptenocHos provenientes cte ratones inmuni­

zados con el complejo de PME (44). Esto podr1a indicar que, proba­

blemente, son las porinas, las PME inductoras lle uno lle los 

mecanismos lle protección en el mollelo murino. 

La protección conferH1a por lan porinas lle s. ty plll pro-



babl•aente se <1eba a la 1n<1ucc16n <1e una respueta inmune-celular 

eapeclf1ca, ya que 6lla es la <1e mayor 1mportanc1a en el control 

<1e la• 1nfecc1onea intracelulares (16,49). Un mo<1elo para eKPl1car 

este mecanismo aer1a el a111u1ente: la Uberac16n <1e INFy e IL-2 

por 11nfoc1toa Th! (100) ant111eno-espec1f !coa, acu varia 

macr6fa11oe capaces <1e <1estru1r bacterias, as1 como clonas ant111eno 

eapeclf1cas <1e Unfoc1tos LY2• que eJercer1an act1v1<1aa c1tot6Klca 

aobre macr6fa11oa 1nfecta<1oa con s. typlll, <1e manera semeJante 

a lo que suce<1e en el mo<1elo murlno 1nfecta<1o por Llsterla mono­

c yto1enes (691 (f11ura 11). 

Por otro la<1o, la preaenc1a <1e anticuerpos anu-porlnas en el 

auero <1e pacientes con fiebre t1fol<1ea y an1ma1ea 1nmun1za<1os con 

PME, 1u111ere que hay acuvac16n <1e Unfocltoa Th2, con la subse­

cuente. pro<1ucc16n <1e Unfoclnaa (lL-4, IL-5 e IL-6) necesarias 

para la proUferac16n y <11ferenc1ac16n <1e 11nfoc1tos B a c•lulas 

pla111aucas (71) (f11ur11 11). 
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Fl1ura u. Modelo de eaumu1acl6n del slstema inmune murlno 
por por1naa de s. typ111 9,12,Vi:d. Hodiflcado de (69 y 71). 
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