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I. RESUMEN.

En base a los resultados de proteccién reportados por el grupo
de Isibasi acerca de las porinas de Salmonella typhi, se decidié
elaborar una preparacién vacunal a partir de dichas proteinas, que
presente la ventaja de eliminar los efectos colaterales producidos

por las vacunas ya existentes.

Una vez que se obtuve el producto terminado se llevaron a cabo

los ensayos bioldgicos necesarios para su control de calidad.

Los resultados satisfacieron 1los requisitos gque exige la
Secretaria de Salud, lo gue sugiere gque la vacuna estd lista para

probarse en adultos voluntarios.



II. INTRODUCCION.

En la década de ios afios 70's del siglo pasado fue cuando se
llevaron a cabo los primeros intentos de '.hacer una vacuna contra la.
fiebre tifoidea y desde entonces han surgido diferentes vacunas
contra esta enfemedad. Entre ellas se encuentran las vacunas L y K,
las cuales est&n hechas a base de bacterias inactivadas con calor
¥ acetona respectivamente y anbas se administran por via parenteral
{30,80); la vacuna coral de Germanier hecha a base de una cepa de S.
typhi deficiente en 4-UDP-galactosa epimerasa (24); y la vacuna de

Robbins, elaborada a partir de antigeno Vi (70).

L.os resultados obtenidos con estas \;acunas no han sido del
todo buenos, ya que generan entre otras cosas reacciones
secundarias por la presencia de endotoxina (3%,46), no inducen’
memoria y su periodo de proteccién es corto (58). Isibasi y cols,
empleando un medelo murino, han demostrado que la inmunizacién con
porinas de Salmonella typhi induce una respuesta inmune protectora

contra el reto de la bacteria hom&loga (33,34).

En base a los antecedentes descritos se propone el desarrollo
de una vacuna elaborada a base de porinas de salmonella typhi. Esta
tendra las caracteristicas idoneas para su aplicacién en paises

donde la fiebre tifoidea es endémica, como es &l casc de México.



III. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Evaluar las caracteristicas quimico-biolégicas de una vacuna
contra la fiebre tifoidea, a base de porinas de Saimonella typhi,

para su posible aplicacién en humanos.

OBJETIVO8 PARTICULARES.

a) Identificar la cepa S. typhi por ensayos bioguimicos y
serolégicos.

b) Obtener un lote purificado y estéril de porinas a partir de
dicha bacteria.

¢) Evaluar la inocuidad de esta preparacién vacunal en ratones
y cobayos.

d) Evaluar la potencia y efectividad de esta vacuna en modeles
murinos, teniendo como referencia la vacuna celular.

e) Determinar la estabilidad del producto final.



IV. GENERALIDADES.
Generalidades de la Piebre Tifoidea.

La fiebre tifoidea es el resultado de la invasién de S. typhi
al organismo, infeccién gue es adquirida por wvia oral, se inicia
por la colonizacién de la bacteria en el intestino delgadoc a través
de las cé&ilulas M de las placas de Peyer, posteriocrmente el
microorganismo se disemina a la circulacién por via linféatica,
donde es fagocitade por macréfagos del bazo y células de Xupffer
del higado, siendo estas «c¢élulas su sitio principal de
multiplicacién, durante esta etapa de la infeccidén (49). Una vez
que la bacteria penetra al sistema biliar,‘la invasién al sistema
hepdtico es facilitada por su resistencia a sales biliares,
permitiendo asi su multiplicacién en foxma masiva. De ahf, 1la
salmonela pasa al sistema digestivo para ser finalmente eliminada
en las heces; es en esta etapa donde el portador asintomético es el
elemento m&s importante en la cadena de transmisién de 1la

enfermedad.

cuando la invasi6én ha sido provocada por grandes cantidades de
bacteria, la participacién de macréfagos es indispensable para el
contreol de la infecci6n, mientras que frente a pequefios in&culos,
la accién de 1los anticuerpos secretorios ° (IgA) impiden 1la

adherencia de Salmonella typhi a la pared intestinal (40,49).



La enfermedad se caracteriza por sintomas sistémicos como
fiebre, malestar general, cefalea, dolor abdominal e hipotensién,
puede presentarse con exantema, esplenomegalia, leucopenia y
estimulacisdn policlonal de linfocitos B (41); sus complicaciones
mis graves son hemorragia y perforacién intestinal pudiendo causar,
peritonitis. Se sabe gque gran parte de estas manifestaciones son

provocadas por la liberacién de endotoxina.

Aungue la fiebre tifoidea y otras enfermedades relacionadas,
han sido controladas en paises industrializados a través de medidas
de salud plblica, en paises en vias de desarrollo sigue
representando un grave problema, siendo el grupo mis afectado el
que se encuentra entre las edades de 15 a 44 afios (3). Por otro
lado, los individuos de mayor edad parecen poseer una relativa
inmunidad, probablemente por el hecho de exposiciones frecuentes a

dosis moderadas o subinfecciosas del bacilo de la tifoidea (10}.

En México, la infeccidédn presenta caracteristicas endémico-
epidémicas ligadas al saneamiento ambiental y al almacenamiento de
agua potable, asi como al rapido incremento de su poblacién y

urbanizacién (25}.

Generalidades de Salmonella typhi.
El género Salmonella comprende especies pat6genas para el
hombre o animales o para ambos. Son bacilos flagelados, gram-—

negativos, aerobios, fermentan glucosa y otros carbohidratos, rara



vez producen abundante &cido sulfhidrico, descarboxilan la lisina

y ornit.ina, son lactosa y sacarosa negatives.

De acuerdo a la- clasificaciétn de Kauffman-White, S. typhi
pertenece al grupe D y comparte con las especies de su grupo los
antigenos somaticos 9 y 12; los flagelos contienen el antigeno "d"
y en la superficie se encuentra el antigene Vi, de naturaleza

polisacaridica, ademds de ser indicador de virulencia (19).

Otros componentes de antigenicidad poco estudiados son 1la

lipoproteina de Braun y las porinas.

Factores de virulencia.

Los mecanismos de virulencia de S. typhi no han sido
esclarecidos del teodo hasta ahora; sin embargo, se ha comprobado
que la iwmportancia de su wvirulencia depende de la etapa de

infecciétn en la gue se encuentre la bacteria.

Fase de entrada.

Nnalue y Lindeberg demostraron que el lipopolisacarido (LPS)
facilita la sobrevivencia del bacilo en el tracto qastrointestinal'
(62) . Esto lo comprobaron, mediante el uso de tres cepas mutadas de
S. c¢holeraesuis defic¢ientes en antigeno O que fueron inoculadas por
tres vias diferentes a ratones BALB/c. Cuando los ratones
recibieron estas cepas por via intraperitoneal o intravenosa

resultaron ser tan virulentas como la cepa criginal, mientras gque



cuando la via de inoculacién fue oral resultaron ser avirulentas.

Fase de penetracién.

Durante esta etapa la movilidad, capacidad de adherencia y
penetracién de la bacteria, son factores importantes en la invasién
de la mucosa gastrointestinal; por esta razén Jones y cols.
comprobaron la importancia de la movilidad del bacilo, mediante
experimentos de invasividad de S. typhimurium a células Hela,
encontrando que en cepas inméviles no se producfa la invasién, pues
no habifia contacto entre los dos tipos de células, sin embargo,
cuando ambas células se centrifugaron la invasion se produclia (36).
Estos experimentos se repitieron con §. typhi, dando resultados
contrarios, lo que sugiere que la bacteria requiere de movilidad

intrinseca para invadir células epiteliales (47).

Fase de diseminacién.

Una vez gue ha penetrado el tejido mucoso, la bacteria se
encuentra en el torrente sanguineo, durante esta fase es probable
que el antigeno Vi funcione como factor protector del antigeno O,
contra la accién de los anticuerpos o el complemento, evitando asi,

la fagocitosis y la accién bactericida del suero (49).

Fase de crecimiento intraceluluar.
Existen evidencias que apoyan la hip6tesis de gque 1la
sobrevivencia de Salmonella en macrdfagos es un factor primordial

en la patogenia de la bacteria, por lo gque se han propuesto tres



probables mecanismcs por los cuales evade su destrucclén en el
interjior de los fagocitos (39): a) inhibici6én de 1la fusi6n
fagosoma~lisosoma; b) interferencia con los metabolitos reactivos
del oxigeno o con las enzimas lisosomales y; ¢) transicién en el

interior del citoplasma.

Se ha comprobado que Salmonella posee cuando menos el segundo-
mecanismo de evasién. Buchmeier y Heffron demostraron que este
procesc requiere una regulacién en el genoma bacteriano, dque
provoca la sintesis de mis de 30 proteinas selectivas del periocdo

de infeccitn de S. typhl a macr&6fagos (6).

Al respecto, en estudios simulténeos, los grupos de Mekalanos
(52) y Heffron (26), demostraron que S. typhimurium con mutaciones
en el locus requlador phoP (responsable de la sintesis de una
fosfatasa &cida periplé&smica) son avirulentas cuande se inyectan en
ratones BALB/c, son incapaces de sobrevivir en macréfagos y son
extremadamente sensibles a p&ptidos con actividad antimicrobiana, .
tales como las defensinas. El1 locus phoP esti compuesto de dos
genes presentes en un operén: phoP y phod, y las secuencias de
aminodcidos de los productos génicos tienen alta homologia con
otros miembros de reguladores transcripcionales bacterianos de dos
componentes que responden a estimulos ambientales, tales como PhoB
Yy OmpR; por los gue se ha propuesto gque existe en Salmonella un
sistema regulador de dos componentes phoP/phoQ gque regula la

expresién de dgenes involucrades en virulencia, que codifican para



proteinas de superficie que participan en la resistencia del

microorganismo a factores microbicidas del ambiente (53).

Recientemente se han identificado un grupe de proteinas de
membrana externa (PME), denominadas porinas (llamadas asi por
constituir poros de difusién) (59,72) involucradas en 1la
patogénesis de ciertas bacterias, uno de los ejemplos son las
porinas de S. typhimurium que inducen la activacidn del complemento
por la via clésica y por la via alterna (21); ademi&s de que son
capaces de unirse a leucocitos polimorfonucleares de humanos,
afectando la integridad de su membranas y su actividad funcional.
(78) ; aparentemente parecen tener relacién con la adherencia e
invasién de las bacterias a células epiteliales y; son capaces de

inducir la liberacién de histamina en células epiteliales (20).

Generalidades de vacunas.

Una wvacuna ideal debe inducir inmunidad prolongada, ser
especifica y no provocar efectos colaterales adversos. Entre las
vacunas que cumplen estos requisitos se encuentran las vacunas
contra la viruela, difteria, tétanos, sarampidn, rubecla y
poliomielitis. Sin embargo, se han desarrollado otras vacunas como
la de la fiebre tifoidea que tiene los inconvenientes de conferir,
proteccién de corta duracién y producir efectos colaterales

adversos,



Dentro de los conceptos moderncs en la elaboracién de vacunas

se incluyen:

a) Las vacunas' de péptidos sintéticos elaboradas en base a la
secuencia de algunos determinantes antigénicos involucrados en la
induceién de la inmunidad (71).

k) Vacunas recombinantes, elaboradas mediante la expresién en
bacterias o virus no patégenos, del gen que codifica para la
proteina responsable de la inmunidad (15).

c) Vacunas anti-idiotipicas, basadas en el concepto tebérico de
la red de idiotipos propuesto originalmente por Oudin vy
posteriormente por Jerne, en las cuales el ;nticuerpo representa la
imagen del antigeno, gue se emplea para inducir el estado de

inmunidad protectora (29).

La Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS), a través de su
programa para el desarrollo de vacunas, ha establecido una
estrategia especifica para usarse  en las investigaciones
concernientes al desarrollo de vacunas, la cual comprende los

siguientes puntos:

1.~ Definir el mecanismo inmunolégico por medio del cual se
genera la proteccidn después de la adquisicién natural de la
enfermedad.

2.~ Identificar las partes antigénicas del organismo gque

inducen la proteccién.
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3.,=- Identificar los genes gque codifican para la expresitn de
los antigenos importantes para la induccién de proteceiédn.

4.- Utilizar 1las nuevas té&cnicas de biotecnologia para
preducir diches antigenos,

5.— Determinar inocuidad y eficacia de 1los antigenos
producidos en mocdelos animales.

6.~ Optimizar disefio y sistemas de produccién de la vacuna.

7.- Seleccién del mejor candidato para vacuna.

Fases en el desarrollo de una vacuna.

Durante el desarrclle de una vacuna la participacién de
técnicas epidemiolégicas que estudian los ensayos de seguridad y
eficacia del producto, asi como cualquier cambio que pudiese
ocurrir durante las pruebas clinicas, son de gran ayuda ya que de
los resultados reportados por ellas, dependeri la elaboracién de
programas de vacunaci6tn, cuya finalidad es tener el control sobre
la enfermedad a través de la erradicacétn, eliminacién o simplemente
por nredio de su vigilancia (4). Para algunas enfermedades la
erradicacisén y eliminacisén son imposibles por lo gue el control es

su Gnlca opcidén, como es el caso de la fiebre tifoidea.
El objetivo de los estudios preliminares a Fase I, es

determinar titulo de anticuerpos, eficacia y reacciones colaterales

en un nimero reduclide de voluntarios.

11



Fase I (Pruebas clinicas).

En esta etapa se evalGa la seguridad del producto mediante la
cooperacisén de des grupos (control y prueba) de 50 voluntarics, su
edad no serd mayor de 50 afios, para evitar que las posibles
reacciones secundarias que se generen no se atribuyan a la edad del

individuo.

Durante esta fase se debe de tener un buen control sobre los
participantes para asegurarse que el riesgo sea minimo, ya que
algunos de ellos no recibirdn beneficio profildctico ni
terapeGtico; sin embargo, la ausencia de riesgo no se puede

garantizar (4,28).

Fase II.

Una vez gue se ha comprobado su eficacia en humanos, el
proceso de manufactura, toxicidad, inmunogenicidad y ensayos de
proteccién realizados en animales, asi como los resultados de fase

I, se muestran a la Secretaria de sSalud.

Su objetivo al igual que en fase I, es medir el titulo de
anticuerpos, asi como la naturaleza y frecuencia de las reacciones
mis comunes, ademis de que se estudia la relacién dosis-respuesta

(24).

Se continfia trabajando con dos grupos, cuyo tamafio es de 100

a 200 participantes.

12



Fase III.
Etapa principal en el desarrollo de un producto, por estar
dirigida hacia la poblacién susceptible, ademés de gue se determina

su eficacia en regiones de alta incidencia (1,38).

El ntinero de participantes depende primordialmente de tres’

factores:

1.~ Incidencia de la enfermedad, indicando factores de riesgo.
2.~ Eficacia. de la vacuna

3.- Analisis estadistico

Ademads, se considera edad, sexo, salud y susceptibilidad entre

otras (7).

La poblacién elegida no debe estar afectada por diferencias

biolégicas, demogréficas y de costumbres presentes entre ellos.

La finalidad del grupo placebo es fftil solo cuando 1la
incidenéia de la infecci6n es alta, su inclusién requiere de
cuidado por dos razones, no todos los participantes reciben
beneficio y la existencia de evidencias de que en otros pafses la
vacuna sea efectiva; en este dltimo caso no se debe incluir al

grupo contrel (1).
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Una vez que la vacuna ha pasado todas las pruebas clinicas, su
manufactura y distribucién pueden llevarse a cabo, asi como la
realizaci6n de pregramas de vacunacién a nivel nacional, siempre y
cuande se compruebe gque la nueva vacuna es igual o mis segura ¥y
eficaz gue la vacuna en use, esto se logra mediante la observacién
en la reducecién de la enfermedad durante el tiempo de prueba, las
notificaciones y cartas de defuncidén también son Gtiles en el
monitoreo de los programas por la informacidn que proporcionan, la

que es recopilada por laboratorios y hospitales (4)-.

En caso de gque se presenten infecciones o intoxicaciones en
individuos vacunados, se debe determinar la etiologia de 1la

enfernedad, para evitar resultados erréneos.

Ninguna vacuna puede considerarse enteramente segura, esto es
por cambios gue puediesen ocurrir en potencia, manufactura,
almacenaje, via de administracién y aGn en 1la poblacién
susceptible, por lo que nuestras representativas de cada lote

deberén ser almacenadas para pruebas posteriores (4).

Vacunas contra la fiebre tifoidea.
Los intentos para obtener una vacuna contra la fiebre tifoidea

se remontan a fines del siglo paéado.

Estos se iniciaron con la inmunizacién de suspensiones de S.

typhi viva, teniendo éxito en conejos y en ratones. Posteriormente

14



se emplearon bacilos muertos con el mismo propésito, lo que dié pie
a que durante los 70 afios posteriores, las investigaciones se
enfocaran en vacunas parenterales de bacterias inactivadas por
calor gque fueron aplicadas en India, Egipto, Italia y Sudéfrica,.
generando una disminucién significativa en la morbilidad, asi como
en la atenuaci6tn de los sintomas en los individuos vacunados que se
contagiaron con el bacilo (67,80); el uso de este tipo de vacunas
continué durante décadas sin demostrarse su eficacia real. En 1925,
Besredka propusc el empleo de bacterias vivas atenuadas
administradas por via oral, aplicé&ndose a scldados del ejército
francés, los resultados no fueron alentadores ya gque algunos de los

individuos vacunados murieron (23,40).

No fue hasta 1955, cuando se hicieron estudios de campo
auspiciados por la OMS en Yugoslavia, Polonia y la Unién Soviética,.
en donde se comprobd la efjicacia de tres vacunas preparadas con
c&lulas enteras de S. typhi, inactivadas ya sea con acetona, calor-
fenol o alcohol. La primera también es conocida como vacuna K, y
confirié mayor proteccién y duracién, mientras que la L o 1la
inactivada con calor y fenol, mostré menor eficacia que la K, la

dltima fue la menos efectiva (8,27,67).
Aungue la proteccidédn inducida por una sola dosis de las

vacunas K y L era aceptable, el empleo de dos dosis proporcionaba

una inmunidad més confiable y de mayor duracién (80).

15



Estas vacunas resultaron impracticas para su aplicacién masiva
(46), pues los efectos colaterales que producen y la baja
protecciédn gque generan no son las id6neas. E1 hecho de que las
vacunas parenterales no son efectivas, ha motivado la blsqueda de
nuevos inmunégenos. Hasta ahora se han estudiado dos vacunas orales
y elaboradas a partir de bacteria viva de S. typhi, una de ellas es
dependiente de aminodcidos aromidticos (45,69) y la otra es una
mutante deficiente en {-UDP-galactosa epimerasa (24), desarrollada
por Germanier (Ty2la); los inconvenientes de esta tiltima vacuna son
su alto costo y la falta de una proteccién realmente efectiva y
duradera en regiones donde la fiebre tifoidea es endémica (84), sin
embargo, induce respuesta inmune humoral y celular a los antigenos

proteinicos, incluyendo porinas de 8. typhi.

La efectividad de ambas vacunas se evalu$ en voluntarios, los
resultados de la proteccién conferida por la cepa dependiente de
estreptomicina fueron contradictorios (45), mientras que la vacuna

de Germanier protegic al 87% de los individuos inmmunizades (22).

A pesar de estos avances, la naturaleza de los antigenos de S.
typhi relacionados con la respuesta inmune, no han sido totalmente
esclarecidos. Las mayoria de las investigaciones encaminadas a
estudiar estos inmunégenos, se han enfocado hacia los antfgenos
presentes en la superficie bacteriana, que son el som&tico O,

capsular Vi y flagelar H.
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Se ha demostrado gue una vacuna a base del oligosacarido de
repeticién del LPS induce proteccién escasa y de corta duracién en
un modelc murino, a pesar de haberlo unido a proteinas (76). De
igual manera el antigeno flagelar tampoco esta relacionado con la
inmunidad protectora, estc lo demostraron Tully y cols. a través de
la induccién de anticuerpos contra el antigeno H con una cepa
rugosa de S. typhi, en donde a pesar de tener titulos altos de

anticuerpos, &stos no fueron protectores (79).

Mas tarde Anderson demostrd que ratones inmunizadés con una
mutante de S. typhi sin flagelos se obtenfa el mismo grado de

protecciédn que los inmunizados con cepas méviles (2}).

Al igual gue el antigeno somético, el antigeno Vi también ha
sido objeto de muchos estudios, sin embargo, varios investigadores
han demostrado la falta de correlacién entre los anticuerpos anti-
Vi y un estado inmune protector, mientras que otros estudios
revelan que el antigeno Vi es capaz de inducir proteccién por si
solo (70,77,85). Ademias, se ha encontrado que anticuerpos dirigidos
contra el antigeno Vi parecen facilitar la fagocitosis, ya que
bhacterias con este antigeno capsular son tipicamente resistentes a

la fagocitosis en la ausencia de anticuerpos especificos (53).

En base a estos antecedentes Robbins y Robbins, desarrollaron
una vacuna contra la fiebre tifoidea a partir de dicho antigeno

(70) ; esta vacuna es preparada por el Instituto Merieux y ha sido

17



evaluada en estudios de campo en Nepal (1) y Africa del Sur (38).
Los reportes de este estudio muestran una eficacia de 72 y 64%,
respectivamente. Una desventaja de esta vacuna es gue como el
polisacdrido es un antigeno timo-independiente, no genera respuesta
inmune celular ni se desarrollan efectivamente células de memoria
para inmunizaciones o retos posteriores (58). Por lo que se ha
sugerido conjugarle gquimicamente a proteinas para darle

caracteristicas de antigeno T-dependiente (77).

Ambas vacunas, la elaborada con la cepa Ty2la y la del
antigeno Vi, han mostradc ser prActicamente inoccuas con un buen
grado de eficacia. Algunos esquemaé recomiendan su aplicacién
simulté&nea en programas de vacunacién (46)? Esta estrategia podria
realizarse en personas de paises desarrollados gue viajan a
regiones donde la fiebre tifoidea es endémica; sin embargo, en los
paises del tercer mundo, es5 inaccesible debido a su alto costo y a.
lo impréctico de su aplicacién.

Stocker y cols han desarrollado una mutante de Salmonella
typhl auxctréfica arxo  pur” para administrarla por via oral, estas
nutaciones causan dependencia nutricional de’ la pacteria por
metabolites gue no se encuentran en los tejidos de los mamiferos,
por lo que no son capaces de sobrevivir en ellos. Los resultados
preliminares muestran que su utilizacién es segura en humanos y es
capaz de inducir respuesta inmune c¢elular; sin embargo, la

respuesta serologica es pobre afin después de la ingestién de

18



grandes cantidades de bacteria, lo gue sugiere que la cepa resulta
ser muy atenuada (75), por lo gque se han tratado de desarrollar

cepas bacterianas que contengan una sola mutacién.

Ya gue las proteinas de membrana externa (PME) se encuentran
en la superficie de las bacterias gram-negativas, y son accesibles
a las c&lulas del sistema inmune, se considera que pueden ser
antigenos importantes en la induccién de una respuesta inmune
protectora especifica, por ésto, varios grupos de investigacién han’
realizado estudlos para evaluar la capacidad protectora de las EME
de bacterias gram-negativas como S.typhi (34), S. typhimurium
(43,51,81), Haemophilus influenzae (37), etc., en modelos murinoes

con resultados alentadores.

Papel de las porinas.

La membrana externa de las bacterias gram-negativas estd
formada por LPS, fosfolipidos y proteinas; estas dGltimas
aparentemente son las responsables de las funciones de la membrana
como son el transporte de iones y de algunos nutrientes, asi como
de la relacién hospedero-parisito, ademés de servir como sitic de-

reconocimiento de ciertos fagos (61).
Segiin su abundancia se clasifican en proteinas principales y

menores, dentrc de la primeras se encuentran las porinas o

proteinas matrices.
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Se lesvllamé proteinas matrices por estar unidas en forma no
covalente a la peptidoglicana (9), formando canales que permiten el.
transporte pasivo de moléculas hidrofilicas de bajo pesc molecular
(48,60,61), se encuentran en forma regular en la superficie de la
membrana externa formando estructuras triangulares constituidas por

homotrimeros {(61,64,68).

Kussi y cols. demostraron que las porinas, extraidas de una
cepa rugosa de S. typhimurium protegen al ratén de un reto con una

cepa lisa de la bacteria homéloga {42,43).

Otra ventaja que ofrecen las porinas es la de generar una

respuesta inmune celular y de memoria (51).

Youmans y Youmans, demostraron gue la fraccién ribosomal de
Mycobacterium tuberculosis inducfa inmunidad protectora en el ratén
contra el reto del microorganisme homSlogo. Estos resultados
condujeron al aislamiento de estas fracciones de diferentes
bacterias e investigar su capacidad protectora {(87). En 1970, se
reportd dque las fracciones ribosomales de S. typhimurium generaban
proteccién contra la bacteria virulenta en el ratén (83). En
trabajos posteriores se demostrs que las fracciones riboscmales de

S. typhi también inducian proteccién en ratones (57).

Con el fin de encontrar a los antigenos responsables de la

proteccién inducuida por estas fracciones ribosomales se han
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realizado varios estudios, con resultados muy diversog. En los
primeros trabajos, acreditaron al RNA ribosomal como el antigeno
protector. Johnson presentd evidencias de gue eran las proteinas
ribosomales las gque protegian a los ratones (35); en tante que
Smith y Biegly sugirieron que ambos antigenos, el RNA y las
proteinas, se requerfian para obtener una buena proteccidn (73); sin.
embargo trabajos posteriores, demostraron que 1las fracciones
ribosomales de Salmonella se encontraban contaminadas con LPS y
proteinas de la envoltura celular (12,54). Mas atn, Misfeldt y
Johnson demestraron que las proteinas de la envoltura celular de
Salmonella tprimuriumn protegian a los ratones contra la infeccién
por esta bacteria, en un grado semejante al inducido por las
fracciones ribosomales (55,56). Estos experimentos ponen en duda la
efectividad de las fracciones ribosomales y apoyan la hipéteis de
gue los antigenos protectores de Salmonella se localizan en la

superficie de la bacteria (50).

En base a estos antecedentes el grupo de TIsibasi estudié el
papel gue juegan las porinas de S. typhi en la induccién de la
proteccién activa contra el reto del bacilo en modelos murinos,
demostrando que cantidades pequefias de proteina eran capaces de
inducir una proteccién de hasta el 100%, estas y otras evidencias

proporcionaron resultados importantes como son:

a) Los pacientes con fiebre tifoidea produjeron anticuerpos de

clase IgM hacia una PME de 28 KDa durante la fase aguda de su
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padecimiento. En la convalescencla, la respuesta fue de IgG Yy se

dirigid hacia las porinas (36 a 41 KDa) (63).

b} La administracién pasiva de suero de conejo anti-PME de S.
typhi 9,12,Vi:d, confirié proteccisén del 100% al reto con 100 DLg,
de §. typhli 9,12,vi:id ¥y S. typhi Ty2; y del 80% al reto con S.

typhimurium (34).

c) El suero de conejo anti-PME utilizado en el ensayo de
protecciébn pasiva reconccié por inmunoelectrotranferencia, todas.
las PME de ambas cepas de S. typhi enpleadas en el reto, pero

solamente a las porinas de S. typhimurium {34).

d) Las porinas de S. typhi 9,12,vi:d purificadas por
cromatografia de exclusién molecular, electroelucién e
inmunoadsorbente tuvieron un pf de 4.C a 5.0 y pesos moleculares de
114 a 128 KDa en estade native (cuande se encuentran asoclados en
forma de homotrlmerés) y de 36 a 41 KDa en su forma monomérica, con

una contaminacidn por LPS del 0.04% (66).

e) Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de §, typhi
9,12,Vi:d confirieron una proteccitn del 60% al reto con 20 DL, de
S. typhi 9,12,vi;d (32), mientras gque anticuerpos monoclonales

anti-LPS no produjeron ningln efecto (65).
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£f) La administracién de vacuna anti-tifeidica oral indujo, en
las personas estudiadas, la produccitn de anticuerpos anti-porinas

cuantificados por el mé&tedo de ELISA (5).

qg) La vacunacién de ratones NIH con 10 pgg de porinas de S.
typhi 9,12,Vi:d indujo proteccién de 100% contra el reto de 500 DLg,

de la misma bacteria (33).
En base a estos resultados obtenidos, se decidid desarrollar

una vacuna contra la fiebre tifoidea, por lo gue en este trabajo se

reportan las pruebas preliminéres a la fase I.
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V. MATERIALES Y METODOB

Animales da experimentacién,

La toxicidad de la vacuna se evalud en grupos de ratones de la
cepa BALB/c de 13=-15 gr de peso y en cobayos de 350 gr. Tres
ratones de la misma cepa fueron usados para el ensayo de potencia,
mientras que para la prueba de eficacia se usaron diez. Para la
determinacién de pirbégenos se usaron conejos Nueva Zelanda y para.

el ensayo de estabilidad se usaron grupos de dos ratones.

ITdentificacién de la cepa.

Se utilizé la cepa de Salmonella ty"phi 9,12,Vi:d, que fue
caracterizada serolSgicamente por el Instituto Nacional de
Diagnéstico y Referencia Epidemiol6gicos de la s.s. y

bicguimicamente en el laboratorio.

Obtencidén de antigenos.

Las bacterias se cultivaron a 37°C durante 16 hr, (fase
logaritmica) en medio minimo A suplementado ccn 0.1% de extracto de’
levadura y 0.5% de glucosa, una vez terminado .su cultivo
estacionario, se pasarcn a garrafones de 4 1lt en un incubador
rotatorio (New Brunswick Scientific Co.) por un pericdo de 8 hr.
Posteriormente las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 4°C
(Sorval, Ins.), la pastilla obtenida se resuspendié en solucién
amortiguadora de Hepes (dcido N-2-hidroxietil-N'-2~etano sulfénico)

0.01 M pH 7.4, conservandose en congelacién hasta su uso. Durante
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el cultivo de s. typhi se realizaron pruebas bioquimicas para la’
identificacién de la bacteria. Después la bacteria se recuperé en
amortiguader Tris (Hidroximetilamino metano) 0.01 M pH 7.7,
ajustando su absorbancia entre 1 y 1.5 a 660 nm para romperse
posteriormente en un sonicador (Labline Ultratrip Labsonic System
Sonicator), con intervalos de 4 min. de descanso y 1 de trabajo en
bafio de hielo, hasta disminuir su densidad 6ptica a 0.3 o 0.4. Las
bacterias enteras que quedaron en la suspensibn sonicada se
eliminaron por centrifugacién. El sobrenadante se tratd con DNasa

y RNasa para disminuir viscosidad y eliminar &cidos nucleicos.

Las porinas de S. typhi fueron purificadas por una
modificacién al método de Nikaido (61), realizado de la siguiente

manera:

1.~ Concentracién de membranas por ultracentrifugaciédn a 35000
rpm por 30 min a 4°% (L8 80 ultracentrifuge Beckman Instruements,
Inc.)

2.~ Solubilizacién en Tris 0.01 M, pH 7.7, SDS al 2%

3.~ Incubacién por 30 min a 32°C

4.~ Ultracentrifugacién a 35006 rpm por 30 min a 20°.

5.~ Una segunda solubilizacién en la condiciones descritas,

6.~ Extraccién de porinas de 1la peptidoglicana mediante’
solubilizacién con Tris 0.05 M, pH 7.7, SDS 2%, EDTA SmM, NaCl 0.4
M y 2-mercaptoetanol 0.05%.

7.- Incubacién por 2 hr a 37°C
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B.- Ultacentrifugacidn a 20000 rpm por 1 hr.

9.~ Elucién del sobrenadante por una columna de 80 X 2.6 cm da
Sephacryl S-200 (Pharmacia cChemical Co.}, con una velocidad de
flujo de 0.5 ml/min, recuperéndose fracciones de 3 ml/tube en un
colector (LKB Instruments.)

10.- Deteccidn de las porinas a 280 nm mediante la recuperacidn
de las fracciones que salen inmediatamente después del volumen
vacio.

11.=- Dialisis de las porinas en solucién salina fisiolbSgica

(SSF) .

Esteriligacidn por membrana.

Las porinas obtenidas se pasaron por un filtro estéril de 0.22
pm. Los recipientes de vidrio, en los que se recibid el filtrado,
se esterilizaren a 250°C por 30 minutos, los tapones se

esterilizaron por calor htmedo.

Determinacién de protainas.
La cuantificaci6n de proteinas en la preparacién de porinas,
se realizdé de acuerdo a una curva estandard de alb@imina sérica

bovina, usada como proteina de referencia (Sigma Co).

Envasado.
Los envases se llenaron con un ligeroc exceso respecto al
volumen indicado en el marbete, para permitir la extraccién total

del volumen deseado como lo indica la Farmacopea de 1974 (17).
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cada uno de los contenedores fue llenado con 2.15 ml en una
campana de flujo laminar en donde no se tuvo contacto directo con

el material previamente esterilizado.

caracterizacién del agente vacunal.

La caracterizacién del antigeno se realizé por corrimiento de
muestras finales en electroforesis de proteinas en geles de
poliacrilamida en condiciones reductoras con dodecil sulfato de -

sodio (SDS-PAGE) segin la técnica descrita por Laemlli (44},

La SDS-PAGE de porinas se realizé en una unidad
electroforética para geles verticales en placa {LKB Instruments.)
en condiciones reductoras y sistema de amortiguadores discontinuos.
El gel separador contenia 11.2% de acrilamida, 0.25% de bis-
acrilamida, 0.19% de SDS en amortiguador de Tris-HCl1 0.35 M pH 8.8.
E1 gel introductor contenia 5% de acrilamida, 0.13% de bis-
acrilamida, 0.1% de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.125 M pH §.8.
Como amortiguador de ‘muestra se usé Tris 0.125 M pH 6.8, que
contenia SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul

de bromofenol al 0.005%.

El corrimiento electroforético se 1levo a cabo empleando 30 mA
por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0,025 M, glicina
0.192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3. Posteriormente los geles se tifieron
durante 1 hr en una solucién de azul de Coomassie R-250 al 0.25% en

metanol-acido acético-~agua (45:10:45). Se decoloraron empleando una
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solucidn de metanol-Acido acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo

del gel fue transparente.

Anédlisis microbioclédgico.
Muestras representativas del lote final se cultivaron en medio

infusién cerebro-coraz6n (BHI) por un pericdo de 7 dias a 37°C.

Beguridad del producto {(inocuidad).

Para esta prueba, se usaron grupes de deos cobayos de 350 g de
peso aproximade, y de dos ratones de 15 a 18 gr de peso. El
producto se inoculdé por via intraperitoneal (i.p.} con 25 pg de
proteina, la duracidén de la prueba fue de 7 dias; se incluyeron
grupos testigo de cada especie a los queﬁ se les inoculs por 1la

misma via 250 ul de SSF.

Pirégenos.

La prueba se determiné por inyeccién intravenosa de la vacuna
en la vena marginal de conejos. La vacuna se diluyé con solucién
salina libre de pirégenos a modo de obtener una concentracién final
de 25 pug/ml, el criteric de aceptacién del producta, se basé en el
incremento de temperatura de cada uno de los animales, como lo
establece la guinta edicidén de la Farmacopea Nacional (18). Esta
prueba fue realizada por perconal especializado en el Lapcratorio
Nacional de Salud Ptblica de la Subsecretaria de Regulacién Y.

Fomento Sanitario.
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Determinacién de Lipopolisacérido.

La contaminacisn del producto con endotoxina se determinéd por
el lisado de amebocito de Limulus polyphemus descrito por Yin y
cols. (86) Se tuveo como referencia un control positivo (LPS de

S. typhl) y otro negativo {(agua tipo inyectable).

Ajuste de la bacteria.

La bacteria empleada para los ensayos de proteccién, se crecié
en medio BHI, durante 16 hrs. Despu&s de la incubacién, se resembrd
en fase logaritmica (5 hrs), y su concentracién se ajusto en SSF a
una D.,0O. de 0.59-0.61, a 540 nm, lo que equivale a una
concentracisn de 10° bacterias/ml, A partir de esta concentracién
ge realizaron diluciones seriadas de la bacteria hasta llegar a la
concentracién deseada (500 y 100 DIgy) -« E1 ajuste bacteriano, se
comprobd haciendo una cuenta en placa en medio BHI, de las dos

Gltimas diluciones bacterianas.

Una vez ajustada la bacteria en mucina, los ratones fueron

retados con su respectiva dosis letal.

Bficacia.

La eficacia de la preparacién vacunal se evalué por su
capacidad de inducir proteccidén ante el reto de la bacteria
homéloga en un modelo murino, en la que se tuvo come referencia a
la vacuna celular de 5. typhi Ty2 y como grupos control a ratones

inoculades con mucina ¥y con S. typhi 9,12,vi:d.
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Inmunogenicidad.

Para este ensayo grupos de 3 ratones se inmunizaron con 25 r»g
de la preparacién vacunal, o con la vacuna celular de S. typhi Ty2
{como referencia) los dias 0, 7 y 14. Se obtuvo suero de ratones
inmunes y testigo los dias 7, 14 y 21 y se evalué la presencia de
anticuerpos por el ensayo inmunoenzimitico en fase sélida (ELISA)

(16), segin se describe a continuacién.

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc Co.),
con 100 pl/pozo de una solucién de $ y 10 ug/ml de porinas en
amcrtiguador de carbonatos 2 hrs a 37°C y posteriorﬁente a 4°C toda
la noche. Una vez transcurrido este tiempo, se lavé 4 veces con
PRS-tween al 0.1% (PBS-t) y se llenarxon lc;s pozos con solucién de
blogueo (PBS—~leche al 5%) y se dejaron 1:30 hrs a 379, luego, se
agregaron 100 il de diluciones de sueros y se incubé la placa 1.5
hrs a 37°C; después de 6 lavados con PBS-t se agregaron 100 pl del
conjugade (anti-conejo y anti-ratén conjugadas a peroxidasa {Sigma
Col) y se incubd 1a’ placa 1.5 hrs a 37°C, después de 6 lavados con
PBS-t se adicionaron 100 gl de soluciém de sustrato {o-fenilen
diamina, H,0, en amortiguader de citratos pH 5.6) y a los 10 min.
la reaccitn se detuvo agregando 50 pgl de dcido sulfirico 2.5 N. Los
pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Minireader II,-

Dynatec) .
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vida de anaquel.

Se determin6 mediante la observacién del producto a diferentes
tiempos y temperaturas. Durante cada intervalo de observacién (15,
30 y 60 dias) se realizaron ensayos de inocuidad y de eficacia,’

como se describié previamente.
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VI. RESULTADOE.

Tdentificacién de la cepa bacteriana.

con el Fin de asegurar la pureza de la semilla de S. typhi, se
llevaron a cabo siembras por aislamiento en tres medios diferentes
(BHI, Mc Conkey y agar sangre). De las colonias crecidas en cada
uno de ellos se hicieron pruebas bioguimicas que sirvieron para la

identificacion de la bacteria.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las

pruebas bioguimicas realizadas en cada uno de los medios

MTO TSI C. de Simmons
BHI + = - - - _
Agar sangre o - N R -
Mc Conkey R -+ - -

BHI = Infusién Cerebro Corazén
MIOC = Movimiente Indol Ornitina

TSI

I

Triple AzGcar Hierro

Estos resultados demuestran la pureza del. intSculo inicial.
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Obtecidn del antigeno

Las PME obtenidas por el métedo de Nikaido (61) se purificaron
en coluﬁna de exclusién molecular (Sephacryl S-200) obteniéndose el
perfil cromatografico gue se muestra en la figura 1, la fraccién
gue levigd inmediatamente después del volumen vacio (fracciones 30-
32) correspondié a las porinas, cuyo peso molecular en forma nativa

es de 120 KDa aproximadamente.

caracterizacién del agente vacunal

La identificacién de la proteina se evalué a través de un
seguimiento de la técnica de Nikaido por SDS-PAGE, due se muestra
en la figura 2. Los carriles 1 y 10 corresponden a marcadores de
pesos moleculares; 2 Sonicado; 3 Concenﬁracién de bacteria no
sonicada; 4 Concentraci6én de membrana; 5 y 6 Primera y segunda
extraccién con Tris~SDS-HCl, respectivamente; 7 ©Pastilla de
Nikaido; 8 Porinas concentradas antes de pasar por columna y 9

Porinas envasadas.
El corrimiento electroforético de las porinas muestra dos

bandas, que en condiciones reductoras (monSmeros) tienen un peso

molecular de 36 a 41 KDa.
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Figura 2. Corrimiento Electroforético de las Proteinas.

En los carriles 1 y 10 se muestran los marcadores de peso
meolecular correspondientes a: Lisozima (14 Kd), Inhibidor de
tripsina (21 Kd), Anhidrasa carbbénica (31 Kd), Ovoalblmina (45 K4),
AlbUmina sérica bovina (66 Kd), Fosforilasa B (927 Kd), B-

Galactosidasa (116 Kd) y Miosina {200 Kd).
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Determinacién de proteina.

Esta prueba se evalud usando una curva esténdar de albGmina
sérica bovina (BSA) como proteina de referencia, mediante la
lectura a 280 nm. La intrepolacién de la D.O. de las porinas
(0.3015) indicé que se tuvo una concentracién de 12.501i5 mg en 35
ml, por lo que su concentracién por ml fue de 357 ug. Finalmente se
pasaron por una membrana estéril de 0.22 gnm, dando una
concentracién final de 25 ug en 250 pl, lo correspondiente a una

dosis vacunal (figura 3).

Seguridad del producto.

El producto final se considerd seguro, ya que los animales
sobrevivieron al periodo de la prueba sin presentar sintomas
significativos de toxicidad ni pé&rdida de peso. Estos resultados se

muestran en la figura 4.
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SEGURIDAD DE PORINAS
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Anflisis microbiclégice

Las pruebas de esterilidad para la vacuna de porinas se
realizaron durante su proceso de fabricacién Y envasado, las
muestras se observaron durante 7 dias. Se considera que el producte
satisface las especificaciones de las pruebas de esterilidad, ya
que no se observaron cambios en los medios de cultivo usados. Los

resultados se muestran en la tabla siguiente.

ctl tapones vial S.5.F. Vacuna | envase
1% dia - - + - - -
2° dia + - + - - -
3% dia + ' - + + - -
4° ata | + - + + - -
5° dia + - + + - -
6° dia + - + + - -
7° dia + - + + - -
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Pirdgenocs

Esta prueba se realiz$ ‘fuera de las instalaciones del
Institute Nacional de Higiene; se enviaron 3 muestras que contenian
una dosis vacunal en 1 ml, sin embarge se volvié a hacer una
segunda dilucidén (1:5) en la que se obtuvo una concentracién final
de 5 pg/ml, esto en base a la estrategia empleada para la vacuna
"Typhim vi", ya que el Instituto Mérieux realiza una dilucién 1:10
para determinar la presencia de pirégencs en el producto.

Esta dilucién de 5 pg/ml fue la gue se inyect6 en la vena
marginal de la oreja del conejo, obteniéndose resultados negativos.

£stos resultados se muestran en la hoja siguiente.

Determinacién de endotoxina (LAL).

A pesar de que el fundamento de la reaccidén no es del todo
entendida, se sabe que la presencia de endotoxina en la muestra se
aprecia ya sea por un aumento en la opaclidad o viscosidad del
lisado del amebocito de Limulus polyphemus (LAL) (86)}; un resultado
positivo se i1dentifica por la formacién de un gel consistente,
mientras que uno negativo se muestra por la no gelificaci6n de los
amebocitos de limulus. La sensibilidad de la prueba es de 0.05~0.1

Unidades de Endotoxina (UE) por vial (Sigma, Co.).
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Esta técnica se realizd con tres viales, dos de ellos se
usaron como controles y el tercero fue para determinar la presencia
de endotoxina en la vacuna. Ambos controles dieron los resultados
esperados y la muestra problema resulté ser negativa, sin embargo,
tanto la opacidad como la turbidez del reactive aumentaron, esto
indica que el producto a pesar de ser negativo al ensayo, no esta
exento de LPS.

Eficacia.

Tanto la vacuna celular como la de porinas resultaron ser
eficaces, ya que ambas dieron un 100% de proteccién. Como control

positivo se inocularon ratones con 500 y 100 DL, (dosis reto).
Para verificar gque la solucién de muecina noc se encontraba

contaminada, se inmunizaron i.p. a ratones testigo; el porciento de

sobrevivencia fue del 100% (figura 5).
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Inmunogenicidad.
El titulo de anticuerpos anti-porinas en el suero de ratones
inmunizados con la preparacién de porinas o con la vacuna celular,

se muestra en la figura 6.

Los niveles de anticuerpos anti-porinas, medidos por ELISA en
ratones inmunizados por porinas, se encuentran dentroc del intervalo
de 0.25 (dia 14) unidades de densidad Sptica para la dilucién 1:50
y 0.010 para la tiltima diluci6n (1:6400), mientras que el titulo de
anticuerpos alcanzados por la vacuna celular fue alrededor de 0.05
unidades de densidad 6ptica a la dilucién 1:50; en cambio los

ratones control presentaron niveles menores a 0.070.

vida de anaquel.

Para determinar la estabilidad del producte, éste se conservé
bajo dos condiciones de temperatura: ambiente y 4°C. Terminado el
periodo de conservacién, se inocularen ratones con una dosis
vacunal, y se regisfraron los cambios de peso durante una semana.
Como se puede observar en las fiquras 7 y 8, no se presentaron
cambios importantes, comparados con los ratones testigo gue fueron

incculados con SSF.
Estos resultados demuestran que la preparacién de porinas es

estable a temperatura ambiente, aungque dada sus caracteristicas

quinmicas, se recomienda se conserve en refrigeracién.
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VII. DIBCUSIOR DE RESULTADOB.

A pesar de que se han desarrollado diversas vacunas contra la
fiebre tifoidea, que han ayudado a disminuir tanto la morbiliad
como mortalidad en los paises subdesarrollados (24,30,80), ésta
sigue representando un problema de salud pablica. La situacién
econémica por la gue atraviesan estos palses, no les permite
eliminar este tipo de enfermedades ni a corto ni a largo plazo, por
ésto, el desarrollc de una vacuna contra esta infeccif6n sigue-

siendo una alternativa para su control (46).

Con este propdsito se elabord un agente vacunal, al que se le
realizaron ensayos de control gquimico y biol6gico., Después de haber
pasado &stos y otros ensayos preliminares, gue aseguraron tanteo su
inocuidad como eficacia, la vacuna puede aplicarse previamente en
adultos wvoluntarios, para posteriormente pasar a las Fases I, II y

IIE.

Los ensayos que se llevarcon a cabo fueron: identificacién de
la semilla bacteriana mediante el uso de pruebas bioguimicas y
serolédgicas, (una serotipificacién es mds confiable que las pruebas
biogquinmicas por la especificidad gue presenta hacia la bacteria).
El objetivo de esta prueba fue el tener la certeza de que el
microorganismo con el que se trabaj6 durante la obtencién de
biomasa y antfigeno proteinico, era el responsable de la etilogia de

la enfermedad; otra de las razones fue que en el laboratorio se
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trabaja con dos tipos de cepas, S. typl ¥y E. coli, por lo gue la
realizaciétn de un control microbiolégico durante el proceso de
siembra, cosecha y sonicado de la bacteria, fue necesario; este
Gltimo control se hizo mediante la siembra de alicuctas de cada
etapa del proceso, en medlos nutritives con sus correspondientes
pruebas de identificacién. Los resultades fuercon iguales que los

reportados en la tabla 1.

La biomasa obtenida se rompidé para facilitar la separacién de
las porinas de la membrana celular y finalmente ser purificadas por
cromatografia de exclusién molecular. Cada pico fue identificado
por electroforesis, el primero correspondié a las porinas y 1los
siguientes probablemente fueron otras proééinas no detectadas, ya
sea por tener una baja concentracidn o porgue estos picos no

corresponden a proteinas sino al LPS presente en la bacteria.

A pesar de gue el método de Nikaido permite la extraceisdn de
las porinas con una baja cantidad de LPS (32), se realizaron las
pruebas de LAL y pirégenos en ceonejos, que determinaron de manera
semicuantitativa y cualitativa la cantidad de endotoxina presente
en la muestra (84). La diferencia que existe entre ambos ensayos,
es que el primero s6lo detecta LPS y el sequndo todo tipo de
pir6gencs, por otra parte las ventajas que ofrece la té&cnica de LAL
son la reduccién de costos y tiempo, asi como la alta sensibilidad

y sencillez de la prueba.
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Los resultados fueron negativos para awmbas pruebas, esto
significa que el producte presenté menos de 0.1 UE/vial, segln la
prueba de LAL, mientras que el ensayo con conejos indica que a la
dilucidbn 1:5, la cantidad de pirbdgenos presentes en la vacuna es
minima, debido a gque no indujo a un aumento apreciable en la

temperatura de los animales.

Lo anterior es de vital importancia ya que de la cantidad de
pirégenos presentes en la vacuna, dependeréd la ausencla o presencia

de efectos secundarios en el hombre.

Efectos colaterales tales como erizamiento de pelo, temblor
generalizado, etc. se observaron en el ensayo de potencia y
eficacia, cuande los ratones fueron inoculados con la wacuna
celular L. Esto no pasd con la vacuna de perinas, comprobando asi

los resultados obtenidos por la prueba de pirdgenos.

otra de las pruebas realizadas fue la de esterilidad de 1la
vacuna; este ensayo es uno de los de mayor importancia, porque en
caso de que el preducto esté contaminado no se podrian realizar el
resto de los ensayos. En nuestro caso se comprobdé a través de la
siembra del producto en medio BHI y no en medios selectivos, esto
para permitir el crecimiento de cualquier tipo de micreorganismo
que pudiése estar presente en la vacuna. Sin embargo, los controles
que se tuvieron dieron resultados positivos probablemente por mala

manipulacién de la SSF, ademas la caja control también dié
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resultados positivos, mientras que la caja Petri que contenia la
muestra del producto no mostrd crecimiento alguno, por lo que la
vacuna se considerd estéril, pues se encuentra reportado, que en
caso de contaminacién, el lote del producto cumple las
especificaciones del ensayo de esterilidad, siempre y cuando se
demuestre por otros mediecs, que el resultado de dichas pruebas se

puede atribuir a otros factores y no al producto (18).

Por otra parte la seguridad del producto se demostrd al no
observarse ninglin tipo de toxicidad, ni cambios significativos en
los animales de experimentacién; sin embargo, tanto su seguridad
como eficacia deberdn seguir siendo estud}adas, por si existiera
algGn cambio en la vacuna o en la poblacién susceptible, que

pudiéra afectar a los parametros anteriormente mencionados (4).

La pureza de las porinas se determiné por SDS-PAGE a través de
un seguimiemto de la técnica de Nikaido (61) gue se muestra en la
figura 2. Al inicio se observaron todas las proteinas gue estan
presentes en la bacteria (carril 2); estas bandas fueron
disminuyvendo en cantidad conforme se avanzé en la técnica (carriles
3 a 8), o gue sugiere gue las porinas se fueron separando de la
membrana hasta solo tener dos bandas que son las que corresponden
al producto envasado {carril 9). En base a estos resultados, se
establecié gue el producto se encuentra libre de otras proteinas

que puedan interferir en la prueba de proteccién.
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El titulec de anticuerpos contra inmunégenos tanto en anima.les
como en humancos, es de suma importancia pues de ésto depende la
aceptacidn o rechazo del producto, por servir como indicador de la
inmunidad humoral alcanzada (11). Por esta razén se evaluarcn los
titulos de anticuerpos especificos en el suero de ratones sangrados
ios dias 7, 14 y 21, posterior a la inmunizacién ya sea, con la
vacuna L o con porinas. El titulo de anticuerpos anti-porinas fue
mayor para las porinas que para la vacuna celular. Hay gue hacer
mencidén gue los titulos de anticuerpos, asf{ como la respuesta

inmune en general varia segin la cepa endogédmica de ratén {(13,14}).

A pesar de que la fiebre tifocidea es una enfermedad exclusiva
del hombre, esta infeccién se ha logrado estudiar en modelos
murinos wmwediante el uso de mucina en la preparacion de las
suspensiones de la bacteria, la finalidad de esta sustancia es
retardar la actividad de los macré6fagos y aumentar la virulencia
del bacilo, permitiendo asi evaluar de manera m&s efectiva 1la
protecciém inducida ya sea por la vacuna de referencia (L) o por

las porinas (74).

A continuacién se muestra un cuadro comparative de ambas

vacunas?:
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Vacuna porinas Vacuna celular L
DOSIS 0.25 pg/inoculacién 0.5 pg/inoculacién
TIT. DE ANTICUERPOS + + +
EFECTOS COLATERALES ninguno erizamiento de pelo
PROTECCION 100% 100%

Por otra parte, la estabjilidad de la vacuna se determiné a
diferentes intervalos de tiempo (15,30 y 60 dias) y temperatura
(ambiente y 4°C), mediante las pruebas de Iinocuidad y eficacia.
Este Gltimo ensayo difirié a los anteriores en cuanto a la cantidad
de bacteria internalizada en los ratones p;r haber sido inoculados
con una sola dosis, los resultados muestran que el producto siguié
siendo efectivo y seguro después de haber cumplido con su
correspondiente vida de anaguel. Sin embargo, se aconseja conservar
la vacuna a temperatura de refrigeracidn.

La induccién de la respuesta inmune humoral es un factor
primordial gue se emplea generalmente para la continuacién de las
fases de desarrollo de una vacuna (4). En este caso, Se propone que
las porinas pueden seguir empledndose para las siguientes fases de
la vacuna pues, aungue el tftuleo de anticuerpos anti-porinas

alcanzado fue bajo, confiri6 proteccién ante el reto de S. typhi.
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Por otro lado se sabe gque las porinas también inducen
inmunidad celular (11), que aunado a la humoral les da ctra ventaja

para su uso como vacuna (82)
En resumen, todas y cada una de las pruebas que se realizaron
a la vacuna, son necesarias para asegurar la eficacia e inocuidag

del producto antes y después de su lanzamiento.

Lo anterior, justifica a las porinas como una vacuna contra la

fiebre tifoidea.
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VIII. CONCLUBIONES

las porinas de Salmonella typhi ofrecen protecelén ante el
reto de 500 DLy, de la bacteria homéloga en el modelo murino; ademéas
no generan efectos colaterales en ratones, cobayos, ni conejos, por
lo que este producto ofrece una alternativa para el control de la

fiebre tifoidea.

Por los datos obtenidos en los ensayos aqui reportados, se
recomienda que la vacuna puede aplicarse en un nGmero reducido de
adultos voluntarios y dependiendo de los resultados, pasar a las

pruebas de campo ccrrespondientes a las siguientes fases.
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