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I. RESUMEN. 

En base a los resulta dos de protección reportados por el grupo 

de Isibasi acerca de las porinas de Salmonella typhi, se decidió 

elaborar una preparación vacunal a partir de dichas proteínas, que 

presente la ventaja de eliminar los efectos colaterales producidos 

por las vacunas ya existentes. 

Una vez que se obtuvo el producto terminado se ! levaron a cabo 

los ensayos biológicos necesarios para su control de calidad. 

Los resultados satisfacieron los requisitos que exige la 

Secretaria de Salud, lo que sugiere que la vacuna está lista para 

probarse en adultos voluntarios. 
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II. INTRODUCCION. 

En la década de los afias 70 1 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 están hechas a base de bacterias inactivadas con calor 

y acetona respectivamente y ambas se administran por v1a parenteral 

{30,80); la vacuna oral 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). 

Los resultados obtenidos con estas vacunas no han sido del 

todo buenos, ya que generan entre otras cosas reacciones 

secundarias por la presencia de endotoxina (31,46), no inducen' 

memoria y su perlado de protección es corto (58}. Isibasi y cols, 

empleando un modelo murino, han demostrado que la inmunización con 

porinas de Salmonella typhi induce una respuesta inmune protectora 

contra el reto de la bacteria homóloga (33,34). 

En base a los antecedentes descritos se propone el desarrollo 

de una vacuna elaborada a base de porinas de Salmonella typhi. Esta 

tendrá. las caracter1sticas id6neas para su aplicación en paises 

donde la fiebre tifoidea es endémica, como es el caso de México. 



J:II. OBJETJ:VOS 

OBJBTJ:VO GENERAL. 

Evaluar las características qulmico-biol6gicas de una vacuna 

contra la fiebre tifoidea, a base de porinas de Salmonella typhi, 

para su posible aplicaci6n en humanos. 

OBJBTJ:VOS PARTJ:CULARBB. 

a) Identificar la cepa s. typhi por ensayos bioquímicos y 

serológicoa. 

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

dicha bacteria. 

e) Evaluar la inocuidad de esta preparación vacunal en ratones 

y cobayos. 

d) Evaluar la potencia y efectividad de esta vacuna en modelos 

murinos, teniendo como referencia la vacuna celular. 

e) Determinar la estabilidad del producto final. 



rv. GENERALrDADEB. 

Generalidades de la Fiebre Tifoidea. 

La fiebre tifoidea es el resultado de la invasi6n de s. typhi 

al organismo, infección que es adquirida por v1a oral, se inicia 

por la colonización de la bacteria en el intestino delgado a través 

de las células M de las placas de Peyer, posteriormente el 

microorganismo se disemina a la circulación por v1a linfática, 

donde es fagocitado por macr6fagos del bazo y células de Kupffer 

del higado, siendo estas células su sitlo principal de 

multiplicación, durante esta etapa de la infecci6n (49), Una vez. 

que la bacteria penetra al sistema biliar, la invasión al sistema 

hepático es facilitada por su resistencia a sales biliares, 

permitiendo asi su multiplicación en fortna masiva. De ah!, la 

salmonela pasa al sistema digestivo para ser finalmente eliminada 

en las heces; es en esta etapa donde el portador asintomá.tico es el 

elemento má.s importante en la cadena de transmisión de la 

enfermedad. 

cuando la invasión ha sido provocada por grandes cantidades de 

bacteria, la participaci6n de macr6fagos es indispensable para el 

control de la infección, mientras que frente a pequefios inóculos, 

la acción de los anticuerpos secretorios · (IgA) impiden la 

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



La enfermedad se caracteriza por s1ntomas sistémicos corno 

fiebre, malestar general, cefalea, dolor abdominal e hipotensión, 

puede presentarse con exantema, esplenornegalia, leucopenia y 

estirnulación policlonal de linfocitos B (41); sus complicaciones 

más graves son hemorragia y perforación intestinal pudiendo causar. 

peritonitis. Se sabe que gran parte de estas manifestaciones son 

provocadas por la liberación de endotoxina. 

Aunque la fiebre tifoidea y otras enfermedades relacionadas, 

han sido controladas en paises industrializados a través de medidas 

de salud pública, en paises en v1as de desarrollo sigue 

representando un grave problema, siendo el grupo más afectado el 

que se encuentra entre las edades de 15 a 44 años (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 infección presenta caracteristicas endémico­

epidémicas ligadas al saneamiento ambiental y al almacenamiento de 

agua potable, así como al rápido incremento de su población y 

urbanización (25). 

aeneralidades de Salmonella typ11i. 

El género Salmonella comprende especies patógenas para el 

hombre o animales o para ambos. Son bacilos flagelados, gram­

negativos, aerobios, fermentan glucosa y otros carbohidratos, rara 
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vez producen abundante ácido sulfh1drico, descarboxilan la lisina 

y ornitina, son lactosa y sacarosa negativos. 

De acuerdo a la clasificación de Kauffman-White, S. typhi 

pertenece al grupo D y comparte con las especies de su grupo los 

ant1genos somáticos 9 y 12; los flagelos contienen el ant1geno 11 d 11 

y en la superficie se encuentra el ant1geno Vi, de naturaleza 

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

Otros componentes de antigenicidad poco estudiados son la 

lipoproteina de Braun y las porinas. 

Factores de virulencia. 

Los mecanismos de virulencia de s. typhi no han sido 

esclarecidos del todo hasta ahora; sin embargo, se ha comprobado 

que la importancia de su virulencia depende de la etapa de 

infección en la que se encuentre la bacteria. 

Fase de entrada. 

Nnalue y Lindeberg demostraron que el lipopolisacárido (LPS) 

facilita la sobrevivencia del bacilo en el tracto gastrointestinal 

(62). Esto lo comprobaron, mediante el uso de tres cepas mutadas de 

s. choleraesuis deficientes en ant1geno o que fueron inoculadas por 

tres v1as diferentes a ratones BALB/c. cuando los ratones 

recibieron estas cepas por via intraperitoneal o intravenosa 

resultaron ser tan virulentas como la cepa original, mientras que 
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cuando la v1a de inoculación fue oral resultaron ser avirulentas. 

Fase de penetración. 

Durante esta etapa la movilidad, capacidad de adherencia y 

penetración de la bacteria, son factores importantes en la invasión 

de la mucosa gastrointestinal; por esta razón Janes y cols. 

comprobaron la importancia de la movilidad del bacilo, mediante 

experimentos de invasividad de s. typhimurium a células HeLa, 

encontrando que en cepas inmóviles no se producla la invasión, pues 

no habla contacto entre los dos tipos de células, sin embargo, 

cuando ambas células se centrifugaron la invasión se produc1a (36). 

Estos experimentos se repitieron con s. typhi, dando resultados 

contrarios, lo que sugiere que la bacteria requiere de movilidad 

intrínseca para invadir células epiteliales (47). 

Fase de diseminación. 

Una vez que ha penetrado el tejido mucoso, la bacteria se 

encuentra en el torrente sangulneo, durante esta fase es probable 

que el antlgeno Vi funcione como factor protector del antígeno o, 

contra la acción de los anticuerpos o el complemento, evitando asi, 

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

Fase de crecimiento intraceluluar. 

Existen evidencias que apoyan la hipótesis de que la 

sobrevivencia de Salmonella en macrófagos es un factor primordial 

en la patogenia de la bacteria, por lo que se han propuesto tres 
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probables mecanismos por los cuales evade su destrucción en el 

interior de los fagocitos (39): a) inhibición de la fusión 

fagosorna-lisosoma; b) interferencia con los metabolitos reactivos 

del oxigeno o con las enzimas lisosomales y; c) transición en el 

interior del citoplasma. 

Se ha comprobado que Salmonella posee cuando menos el segundo 

mecanismo de evasión. Buchmeier y Heffron demostraron que este 

proceso requiere una regulación en el genoma- bacteriano, que 

provoca la sintesis de más de 30 proteinas selectivas del periodo 

de infección de s. typhi a macrófagos (6). 

Al respecto, en estudios simultAneos, los grupos de Mekalanos 

(52) y Heffron (26), demostraron que S. typhimurium con mutaciones 

en el locus regulador phoP (responsable de la sintesis de una 

fosfatasa ácida periplásmica) son avirulentas cuando se inyectan en 

ratones BALB/c, son incapaces de sobrevivir en macrófagos y son 

extremadamente sensibles a péptidos con actividad antimicrobiana, 

tales como las defensinas. El locus phoP está compuesto de dos 

genes presentes en un operón: phoP y pboQ, y las secuencias de 

aminoácidos de los productos génicos tienen alta homologia con 

otros miembros de reguladores transcripcionales bacterianos de dos 

componentes que responden a estimulas ambientales, tales como PhoB 

y OmpR; por los que se ha propuesto que existe en Salmonel1a un 

sistema regulador de dos componentes phoP/phog que regula la 

expresión de genes involucrados en virulencia, que codifican para 
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protefnas de superficie que participan en la resistencia del 

microorganismo a factores microbicidas del ambiente (53). 

Recientemente se han identificado un grupo de protefnas de 

membrana externa (PME), denominadas porinas (llamadas asi por 

constituir poros de difusión) (59, 72) involucradas en la 

patogénesis de ciertas bacterias, uno de los ejemplos son las 

porinas de s. typhimurium que inducen la activación del complemento 

por la vfa clásica y por la vla alterna (21); además 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 relación con la adherencia e 

invasión de las bacterias a células epiteliales y; son capaces de 

inducir ·1a liberación de histamina en células epiteliales (20). 

Generalidades de vacunas. 

Una vacuna 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, sarampión, rubeola y 

poliomielitis. Sin embargo, se han desarrollado otras vacunas como 

la de la fiebre tifoidea que tiene los inconvenientes de conferir 

protección de corta duración y producir efectos colaterales 

adversos. 



Dentro de los conceptos modernos en la elaboración de vacunas 

se incluyen: 

a) Las vacunas. de péptidos sintéticos elaboradas en base a la 

secuencia de algunos determinantes antigénicos involucrados en la 

inducción de la inmunidad (71). 

b) Vacunas recombinantes, elaboradas mediante la expresión en 

bacterias o virus no patógenos, del gen que codifica para la 

proteína responsable de la inmurddad ( 15) . 

c) Vacunas anti-idiotipicas, basadas en el concepto teórico de 

la red de idiotipos propuesto originalmente por Oudin y 

posteriormente por Jerne, en las cuales el anticuerpo representa la 

imagen del antigeno, que se emplea para inducir el estado de 

inmunidad protectora (29). 

La Organización 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 inmunológico por medio del cual se 

genera la protección después de la adquisición natural de la 

enfermedad. 

2. - Identificar las partes antigénicas del organismo que 

inducen la protección. 
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3.- Identificar los genes que codifican para la expresión de 

los antigenos importantes para la inducción de protección. 

4.- Utilizar las nuevas técnicas de biotecnología para 

producir dichos ant1genos. 

5.- Determinar inocuidad y eficacia de los ant1genos 

producidos en modelos animales. 

6.- Optimizar disefio y sistemas de producción de la vacuna. 

7.- Selección del mejor candidato para vacuna. 

Fases en el desarrollo de una vacuna. 

Durante el desarrollo de una vacuna la participación de 

técnicas epidemiológicas que estudian los ensayos de seguridad y 

eficacia del producto, as1 como cualquier cambio que pudiese 

ocurrir durante las pruebas clinicas, son de gran ayuda ya que de 

los resultados reportados por ellas, dependerá la elaboración de 

programas de vacunación, cuya finalidad es tener el control sobre 

la enfermedad a través de la erradicacón, eliminación o simplemente 

por medio de su vigilancia (4). Para algunas enfermedades la 

erradicación y eliminación son imposibles por lo que el control es 

su Onica opción, 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 nümero reducido de voluntarios. 

11 



Fase I (Pruebas clínicas). 

En esta etapa se evalúa la seguridad del producto mediante la 

cooperación de dos grupos (control y prueba) de 50 voluntarios, su 

edad no será mayor de 50 ailos, 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 mínimo, ya que 

algunos de ellos no recibirán beneficio profiláctico ni 

terapeütico; sin embargo, la ausencia de riesgo no se puede 

garantizar (4,28). 

Fase II. 

Una vez que se ha comprobado su eficacia en humanos, el 

proceso de manufactura, toxicidad, inmunogenicidad y ensayos de 

protección realizados en animales, así como los resultados de fase 

I, se muestran a la Secretaria de salud. 

Su objetivo al igual que en fase I, es medir el titulo de 

anticuerpos, asi como la naturaleza y frecuencia de las reacciones 

más comunes, además de que se estudia la relación dosis-respuesta 

(24). 

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

a 200 participantes. 
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Fase III. 

Etapa principal en el desarrollo de un producto, por estar 

dirigida hacia la población susceptible, además de que se determina 

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

El número de participantes depende primordialmente de tres 

factores: 

1.- Incidencia de la enfermedad, indicando factores de riesgo. 

2.- Eficacia de la vacuna 

3.- Análisis estadistico 

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

otras (7). 

La población elegida no debe estar afectada por diferencias 

biológicas, demográficas y de costumbres presentes entre ellos. 

La finalidad del grupo placebo es útil solo cuando la 

incidencia de la infección es alta, su inclusión requiere de 

cuidado por dos razones, no todos los participantes reciben 

beneficio y la existencia de evidencias de que en otros paises la 

vacuna sea efectiva; en este último caso no se debe incluir al 

grupo control (l). 
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Una vez que la vacuna ha pasado todas las pruebas clínicas, su 

manufactura y distribución pueden llevarse a cabo, asi como la 

realización de programas de vacunación a nivel nacional, siempre y 

cuando se compruebe que la nueva vacuna es igual o más segura y 

eficaz que la vacuna en uso, esto se logra mediante la observaci6n 

en la reducción de la enfermedad durante el tiempo de prueba, las 

notificaciones y cartas de defunción también son 'Otiles en el 

rnonitoreo de los programas por la información que proporcionan, la 

que es recopilada por laboratorios y hospitales (4). 

En caso de que se presenten infecciones o intoxicaciones en 

individuos vacunados, se debe determinar la etiología de la 

enfermedad, para evitar resultados erróneos. 

Ninguna vacuna puede considerarse enteramente segura, esto es 

por cambios que puediesen ocurrir en potencia, manufactura, 

almacenaje, via de administración y aan en la población 

susceptible, por 10 que muestras representativas de cada lote 

deberán ser almacenadas para pruebas posteriores (4). 

Vacunas contra la fiebro tifoidea. 

Los intentos para obtener una vacuna contra la fiebre tifoidea 

se remontan a fines del siglo pasado. 

Estos se iniciaron con la inmunización de suspensiones de s. 

typhi viva, teniendo éxito en conejos y en ratones. Posteriormente 
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se emplearon bacilos muertos con el mismo prop6sito, lo que di6 pie 

a que durante los 70 afias posteriores, las investigaciones se 

enfocaran en vacunas parenterales de bacterias inactivadas por 

calor que fueron aplicadas en India, Egipto, Italia y Sudáfrica, 

generando una disminución significativa en la morbilidad, as1 como 

en la atenuación de los s!ntomas en los individuos vacunados que se 

contagiaron con el bacilo (67,80); el uso de este tipo de vacunas 

continuó durante décadas sin demostrarse su eficacia real. En 1925, 

Besredka propuso el empleo de bacterias vivas atenuadas 

administradas por v1a oral, aplicándose a soldados del ejército 

francés, los resultados no fueron alentadores ya que 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 Unión Soviética, 

en donde se comprobó la eficacia de tres vacunas preparadas con 

células enteras de s. typhi, inactivadas ya sea con acetona, calor­

fenol o alcohol. La primera también es conocida como vacuna K, y 

confirió mayor protección y duración, mierytras que la L o la 

inactivada con calor y fenal, mostró menor eficacia que la K, la 

última fue la menos efectiva (8,27,67). 

Aunque la protección inducida por una sola dosis de las 

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

una inmunidad más confiable y de mayor duración (80) , 
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Estas vacunas resultaron imprácticas para su aplicación masiva 

(46), pues los efectos colaterales que producen y la baja 

protección que generan no son las idóneas. El hecho de que las 

vacunas parenterales no son efectivas, ha motivado la búsqueda de 

nuevos inmun6genos. Hasta ahora se han estudiado dos vacunas orales 

y elaboradas a partir de bacteria viva de s. typhi, una de ellas es 

dependiente de aminoácidos aromáticos (45,69) y la otra es una 

mutante deficiente en 4-UDP-galactosa epirnerasa (24), desarrollada 

por Germanier (Ty2la); los inconvenientes de esta última vacuna son 

su alto costo y la falta de una protección realmente efectiva y 

duradera en regiones donde la fiebre tifoidea es endémica (84), sin 

embargo, induce respuesta inmune humoral y celular a los antígenos 

prote1nicos, incluyendo porinas de s. typhi. 

La efectividad de ambas vacunas se evaluó en voluntarios, los 

resultados de la protección conferida por la cepa dependiente de 

estreptomicina fueron contradictorios (45), mientras que la vacuna 

de Germanier protegió al 87% de los individuos inmunizados (22). 

A pesar de estos avances, la naturaleza de los ant!genos de s. 

typhi relacionados con la respuesta inmune, no han sido totalmente 

esclarecidos. Las mayor fa de las investigaciones encaminadas a 

estudiar estos inmun6genos, se han enfocado hacia los antígenos 

presentes en la superficie bacteriana, que son el somá.tico o, 

capsular Vi y flagelar H. 
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Se ha demostrado que una vacuna a base del oligosacárido de 

repetición del LPS induce protección escasa y de corta duración en 

un modelo murino, a pesar de haberlo unido a proteinas (76). De 

igual manera el antigeno flagelar tampoco está relacionado con la 

inmunidad protectora, esto lo demostrar.en Tully y cols. a través de 

la inducción de anticuerpos contra el antigeno H con una cepa 

rugosa de s. typhi, en donde a pesar de tener titulas altos de 

anticuerpos, éstos no fueron protectores (79). 

Más tarde Anderson demostró que ratones inmunizadós con una 

mutante de s. typhi sin flagelos se obtenía el mismo grado de 

proteccl6n que los inmunizados con cepas móviles ( 2) . 

Al igual que el antígeno somático, el antígeno Vi también ha 

sido objeto de muchos estudios, sin embargo, varios investigadores 

han demostrado la falta de correlación entre los anticuerpos anti­

Vi y un estado inmune protector, mientras que otros estudios 

revelan que el antígeno Vi es capaz de inducir protección por si 

solo (70,77 1 85). Además, se ha encontrado que anticuerpos dirigidos 

contra el antígeno Vi parecen facilitar la fagocitosis, ya que 

bacterias con este antígeno capsular son tipicamente resistentes a 

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

En basa 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 
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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 que como el 

polisacá.rido es un antígeno 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 conjugarlo q:u1micamente a prote1nas para darle 

caracter1sticas de ant1geno T-dependiente (77). 

Ambas vacunas, la elaborada con la cepa Ty2la y la del 

antigeno Vi, han mostrado ser prácticamente inocuas con un buen 

grado de eficacia. Algunos esquemas recomiendan su aplicación 

simultánea en programas de vacunación (4ó). Esta estrategia podria 

realizarse en personas de paises desarrollados que viajan a 

regiones donde la fiebre tifoidea es endémica; sin embargo, en los 

paises del tercer mundo, es inaccesible debido a su alto costo y a 

lo impráctico de su aplicaci6n. 

Stocker y cols han desarrollado una mutante de Salmonalla 

typhi auxotr6fica aro· pur· para administrarla por v1a oral, estas 

mutaciones causan dependencia nutricional de· la bacteria por 

metabolitos que 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 utilización es segura en humanos y es 

capaz de inducir respuesta inmune celular; nin embargo, la 

respuesta serológica es pobre aún después de la ingestión de 
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grandes cantidades de bacteria, lo que sugiere que la cepa resulta 

ser muy atenuada (75), por lo que se han tratado de desarrollar 

cepas bacterianas que contengan una sola mutación. 

Ya que las proteínas de membrana externa (PME) se encuentran 

en la superficie de las bacterias gram-negativas, y son accesibles 

a las células del sistema inmune, se considera que pueden ser 

ant1genos importantes en la inducción de una respuesta inmune 

protectora especifica, por ésto, varios grupos de investigación han· 

realizado estudios para evaluar la capacidad protectora de las PME 

de bacterias gram-negativas como s.typhi (34), s. typhimurium 

(43,51,81), Haemophilus influenzae (37), etc., en modelos murinos 

con resultados alentadores. 

Papel de las porinas. 

La membrana externa de las bacterias gram-negati vas está. 

formada por LPS, fosfol1pidos y proteínas; estas últimas 

aparentemente son las responsables de las funciones de la membrana 

como son el transporte de iones y de algunos nutrientes, as! como 

de la relación hospedero-parásito, además de servir como sitio de· 

reconocimiento de ciertos fagos (61). 

Segün su abundancia se clasifican en proteínas principales y 

menores, dentro de la primeras se encuentran las porinas o 

proteínas matrices. 
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Se les llamó proteinas matrices por estar unidas en forma no 

covalente a la peptidoglicana (9), formando canales que permiten el. 

transporte pasivo de moléculas hidrof 1licas de bajo peso molecular 

(48,60,61), se encuentran en forma regular en la superficie de la 

membrana externa formando estructuras triangulares consti tu1das por 

homotr1meros (61,64,68). 

Kussi y cols. demostraron que las porinas, extra1das de una 

cepa rugosa de s. typhimurium protegen al ratón de un reto con una 

cepa lisa de la bacteria homóloga (42,43). 

Otra ventaja que ofrecen las porina~ es la de generar una 

respuesta inmune celular y de memoria (51}. 

Yournans y Youmans, demostraron que la fracción ribosomal de 

Mycobacterium tuberculosis inducia inmunidad protectora en el rat6n 

contra el reto del microorganismo homólogo. Estos resultados 

condujeron al aisÍamiento de estas fracciones de diferentes 

bacterias e investigar su capacidad protectora (87). En 1970, se 

reportó que las fracciones ribosomales de s. typhimurium generaban 

protección contra la bacteria virulenta en el ratón (83). En 

trabajos posteriores se demostró que las fracciones ribosomales de 

s. typhi también induc1an protección en ratones (57). 

Con el fin de encontrar a los ant1genos responsables de la 

protección inducuida por estas fracciones ribosomalcs se han 
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realizado varios estudios, con resultados muy diversos. En los 

primeros trabajos, acreditaron al RNA ribosomal como el antígeno 

protector. Johnson presentó evidencias de que eran las proteinas 

ribosomales las que proteg!an a los ratones (35); en tanto que 

smith y Biegly sugirieron que ambos ant!genos, el RNA y las 

prote!nas, se requerían para obtener una buena protección (73); sin. 

embargo trabajos posteriores, demostraron que las fracciones 

ribosomales de Salmonella se encontraban contaminadas con LPS y 

prote!nas de la envoltura celular (12,54). Más aún, Misfeldt y 

Johnson demostraron que las proteinas de la envoltura celular de 

Salmonella typhimuriumn protegían a los ratones contra la infección 

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 hipóteis de 

que los antígenos protectores de Salmonella se localizan en la 

superficie de la bacteria (50). 

En base a estos antecedentes el grupo de Isibasi estudió el 

papel que juegan las porinas de S. typhi en la inducción de la 

protección activa contra el reto del bacilo en modelos rnurinos, 

demostrando que cantidades pequeñas de proteína eran capaces de 

inducir una protección 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 convalescencia, la respuesta fue de IgG y se 

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

b) La administración pasiva de suero de conejo anti-PME de s. 

typhi 9,12,Vi:d, confirió protección del 100% al reto con 100 DLso 

de s. typhi 9,12,Vi:d 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 

protección pasiva reconoció por inmunoelectrotranferencia, todas. 

las PME de ambas cepas de S. typhi empleadas en el reto, pero 

solamente a las porinas de s. typhimurium (34). 

d) Las porinas de S. typhi 9,12,Vi:d purificadas por 

cromatograf ia de exclusión molecular, electroeluci6n e 

inmunoadsorbente tuvieron un pI de 4. o a 5. o y pesos moleculares de 

114 a 128 KDa en estado nativo (cu~ndo se encuentran asociados en 

forma de homotr1mer0s) y de 36 a 41 KDa en su forma monomérica, con 

una contaminación por LPS del o.04% (66). 

e) Anticuerpos monoclonales (IgM) anti-porinas de S. typhi 

9,12,Vi:d confirieron una protección del 60% al reto con 20 DL,¡0 de 

s. typhi 9, 12, Vi: d ( 32), mientras que anticuerpos monoclonales 

anti-LPS no produjeron ningan efecto (65). 
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f) La administración de vacuna anti-tifoidica oral indujo, en 

las personas estudiadas, la producción de anticuerpos anti-porinas 

cuantificados por el método de ELISA (5). 

g) La vacunación de ratones NIH con 10 µg de porinas de S. 

typhi 9,12,Vi:d indujo protección de 100% contra el reto de 500 DL50 

de la misma bacteria (33). 

En base a estos resultados obtenidos, se decidió desarrollar 

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

reportan las pruebas preliminares a la fase I. 
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v. MATERIALES Y METODOB 

Animales de experimentación. 

La toxicidad de la vacuna se evaluó 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 

determinación de pirógenos se usaron conejos Nueva Zelanda y para 

el ensayo de estabilidad se usaron grupos de dos ratones. 

Identificaci6n de la cepa. 

Se utilizó la cepa de Salmonella tY_phi 9,12,Vi:d, que fue 

caracterizada serológicamente por el Instituto Nacional de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos de la s.s. y 

bioqu1micarnente en el laboratorio. 

obtenoi6n de antigenos. 

Las bacteriaS se cultivaron a 37ºC durante 1.6 hr, (fase 

logar1tmica) en medio m1nimo A suplementado con 0.1% de extracto de 

levadura y 0.5% de glucosa, una vez terminado su cultivo 

estacionario, se pasaron a garrafones de 4 1 t en un incubador 

rotatorio (New Brunswick Scientific Ce.) por un periodo de a hr. 

Posteriormente las bacterias se cosecharon por centrifugación a 4ºC 

(Sorval, Ins.), la pastilla obtenida se resuSpendi6 en solución 

amortiguadora de Hepes (ácido N-2-hidroxietil-N'-2-etano sulf6nico) 

0.01 M pH 7.4, conservándose en congelación hasta su uso. Durante 

24 



el cultivo de s. typhi se realizaron pruebas bioquímicas para la 

identificación de la bacteria. Después la bacteria se recuperó en 

amortiguador 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 óptica a 0.3 o 0.4. Las 

bacterias enteras que quedaron en la suspensión sonicada se 

eliminaron por centrifugación. El sobrenadante se trató con ONasa 

y RNasa para disminuir viscosidad y eliminar ácidos nucleicos. 

Las porinas de S. typhi fueron purificadas por una 

modificación al método de Nikaido (61), realizado de la siguiente 

manera: 

l.. - Concentración de membranas por 11ltracentrifugación a 35000 

rpm por 30 min a 4ªC (LB eo ultracentrifuge Beckman Instruements, 

Inc.) 

2.- Solubilización en Tris 0.01 M, pH 7.7, SOS al 2% 

3.- Incubación por 30 min a 32ªC 

4.- Ultracentrifugaci6n a 35000 rpm por 30 min a 20°c. 

s.- Una segunda solubilización en la condiciones descritas. 

6. - Extracción de porinas de la peptidoglicana mediante· 

solubilizaci6n con Tris o.os M, pH 7.7, sos 2%, EDTA 5mM, Nacl 0,4 

M y 2-mercaptoetanol 0.05%. 

7. - Incubación por 2 hr a 3 7ºc 
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B.- Ultacentrifugación a 20000 rpm por 1 hr. 

9.- Elución del sobrenadante por una columna de 80 x 2.6 cm da 

sephacryl s-200 (Pharmacia Chemical co.), con una velocidad de 

flujo de 0.5 ml/min, recuperándose fracciones de 3 ml/tubo en un 

colector (LKB Instruments.) 

10.- Detección de las porinas a 280 nm mediante la recuperación 

de las fracciones que salen inmedi.atamente después del volumen 

vacío. 

11.- Diálisis de las porinas en solución salina fisiológica 

(SSF). 

Esterilizaci6n por membrana. 

Las porinas obtenidas se pasaron por un filtro eotéril de 0.22 

µm. Los recipientes de vidrio, en los que se recibió el filtrado, 

se esterilizaron a 250°C por 30 minutos, los tapones se 

esterilizaron por calor hümedo. 

Determinaci6n de proteínas. 

La cuantificación de prote!nas en la preparación de porinas, 

se realizó de acuerdo a una curva estandard de albümina sér ica 

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

Envasado. 

Los envases se llenaron con un ligero exceso respecto al 

volumen indicado en el marbete, para permitir la extracción 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. 

caraoterizaci6n del agente vaouna1. 

La caracterización del antígeno se realiz6 por corrimiento de 

muestras finales en electroforesis de proteinas en geles de 

poliacrilamida en condiciones reductoras con dodecil sulfato de 

sodio (SDS-PAGE) según la técnica descrita por Laemlli (44). 

La SDS-PAGE de porinas se realizó en una unidad 

electroforética para geles verticales en placa (LKB Instruments.) 

en condiciones reductoras y sistema de amortiguadores dii:;continuos. 

El gel separador contenía 11.2% de acrilamida, 0.25% de bis­

acrilamida, 0.19% de sos en amortiguador de Tris-HCl 0.35 M pH a.a. 

El gel introductor contenía 5% de acrilamida, 0.13% de bis­

acrilamida, 0.1% de sos en amortiguador de Tris-·HCl 0.125 M pH s.a. 

Como amortiguador de muestra se usó Tris 0.125 M pH 6.B, que 

contenta SOS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul 

de bromofenol al 0.005%. 

El corrimiento electroforético se llevo a cabo empleando 30 mA 

por placa y como amortiguador de corrimiento Tris 0.025 M, glicina 

0.192 M, SOS al 0.1%, pH a.3. Posteriormente los geles se tifieron 

durante 1 hr en una solución de azul de coomassie R-250 al 0.25% en 

metanol-ácido acético-agua (45:10:45). Se decoloraron empleando una 
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solución de metanol-ácido acético-agua (5:10:85) hasta que el fondo 

del gel fue transparente. 

Análisis microbiol6gico. 

Muestras representativas del lote final se cultivaron en medio 

infusión cerebro-corazón (BHI) por un periodo de 7 d1as a 37°C. 

sequridad del producto (inocuidad). 

Para esta prueba, se usaron grupos de dos cobayos de 350 g de 

peso aproximado, y de dos ratones de 15 a 18 gr de peso. El 

producto se inoculó por via intraperitoneal (i.p.) con 25 µg de 

pr.oteina, la duración de la prueba fue de 7 dias; se incluyeron 

grupos testigo de cada especie a los que se les inoculó por la 

misma v1a 250 µl de SSF. 

Pir6genos. 

La prueba se determinó por inyección intravenosa de la vacuna 

en la vena marginal' de conejos. La vacuna se diluyó con solución 

salina libre de pirógenos a modo de obtener una concentración final 

de 25 µg/ml, el criterio de aceptaci6n del producto, se basó en el 

incremento de temperatura de cada uno de los animales, como lo 

establece la quinta edici6n de la Farmacopea Nacional (18). Esta 

prueba fue realizada por personal especializado en el Laboratorio 

Nacional de Salud Pública de la subsecretaria de Regulación y. 

Fomento sanitario. 
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Determinaci6n de Lipopolisacárido. 

La contaminación del producto con endotoxina se determinó por 

el lisado de amebocito de Limulus polyphemus descrito por Yin y 

cols. (86) se tuvo como referencia un control positivo (LPS de 

S. typhi) y otro negativo (agua tipo inyectable). 

Ajuste de la bacteria. 

La bacteria empleada para los ensayos de protección, se creció 

en medio BHI, durante 16 hrs. Después de la incubación, se resembró 

en fase logaritmica (5 hrs) , y su concentración se ajusto en SSF a 

una o.o. de 0.59-0.61, a 540 nm, lo que equivale a una 

concentración de 109 bacterias/rol. A partir de esta concentración 

se realizaron diluciones seriadas de la bacteria hasta llegar a la 

concentraci6n deseada (500 y 100 DL,0). El ajuste bacteriano, se 

comprobó haciendo una cuenta en placa en medio BHI, de las dos 

Ültimas diluciones bacterianas. 

Una vez ajustada la bacteria en rnucina, los ratones fueron 

retados con su respectiva dosis letal. 

E:ficaoia. 

La eficacia de la preparación vacunal se evaluó por su 

capacidad de inducir protección ante el reto de la bacteria 

homóloga en un modelo murino, en la que se tuvo como referencia a 

la vacuna celular de s. typhi Ty2 y como grupos control a ratones 

inoculados con mucina y con s. typhi 9,12,Vi:d. 
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inmunogenioidad. 

Para este ensayo grupos de 3 ratones se imnunizaron con 25 µ.g 

de la preparación vacunal, o con la vacuna celular de s. typhi Ty2 

(como referencia) los d1as o, 7 y 14. se obtuvo suero de ratones 

inmunes y testigo los dias 7, 14 y 21 y se evalu6 la presencia de 

anticuerpos por el ensayo inrnunoenzim~tico en fase s6lida (ELISA) 

(16), según se describe a continuación. 

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc ca.), 

con l.00 µl/pozo de una solución de 5 y 10 µg/ml de porinas en 

amortiguador de carbonatos 2 hrs a 37ºC y posteriorm:ente a 4ºC toda 

la noche. Una vez transcurrido este tiempo, se lavó 4 veces con 

PBS-tween al o.1% (PBS-t) y se llenaron los pozos con soluci6n de 

bloqueo (PBS-leche al 5%) y se dejaron 1:30 hrs a 37'C, luego, se 

agregaron 100 µl de diluciones de sueros y se incubó la placa 1.s 

hrs a 37°C; después de 6 lavados con PBS-t se agregaron 100 µl del 

conjugado (anti-conejo y anti-rat6n conjugadas a peroKidasa (Sigma 

Co]) y se incubó la' placa 1.5 hrs a 37°C, después de 6 lavados con 

PBS-t se adicionaron 100 µl de solución- de sustrato (o-fenilen 

diamina, 11,02 en amortiguador de citratos pH 5. 6) y a los 10 min. 

la reacci6n se detuvo agregando 50 µl de 6.cido sulfG.rico 2. 5 N. Los 

pozos se leyeron a 490 nm en un lector de ELISA (Minireader II,· 

Dynatcc). 
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Vida de anaquel. 

Se determin6 mediante la observación del producto a diferentes 

tiempos y temperaturas. Durante cada intervalo de observación (15, 

30 y 60 dias) se realizaron ensayos de inocuidad y de eficacia, 

como se describió previamente. 
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VI. RESULTADOS. 

Identificación 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, Me Conkey y agar sangre). De las colonias crecidas en cada 

uno de ellos se hicieron pruebas bioquimicas que sirvieron para la 

identificación de la bacteria. 

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las 

pruebas bioquimicas realizadas en cada uno de los medios 

MIO 

BHI + - -

Agar sangre + - -

Me Conkey + - -

SRI ~ Infusión Cerebro Corazón 

MIO Movimiento Indol Ornitina 

TSI Triple Azücar Hierro 

TSI c. de Simmons 

- + -

- + -

- + -

Estos resultados demuestran la pureza del.in6culo inicial. 
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obteci6n del antiqeno 

Las PME obtenidas por el método de Nikaido (61) se purificaron 

en columna de exclusión molecular (Sephacryl 5-200) obteniéndose el 

perfil cromatográfico que se muestra en la figura 1, la fracción 

que levigó inmediatamente después del volumen vacio (fracciones 30-

32) correspondió a las porinas, cuyo peso molecular en forma nativa 

es de 120 KDa aproximadamente. 

Caraoterizaci6n del agente vacunal 

La identificación de la protelna se evaluó a través de un 

seguimiento de la técnica de Nikaido por SOS-PAGE, que se muestra 

en la figura 2. Los carriles 1 y 10 corresponden a marcadores de 

pesos moleculares; 2 Sonicado; 3 concentración de bacteria no 

sonicada; 4 concentración de membrana; 5 y 6 Primera y segunda 

extracción con Tris-SDS-HCl, respectivamente; 7 Pasti1la 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 (mon6meros) tienen un peso 

molecular de 36 a 41 KDa. 
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CROMATOGRAMA DE PORINAS 
O.O. 280 nm 

0.4~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

0.35 

0.3- ····--··-· 

0.25 ..... ·--··- ······----·-H----·····--------·-·--

~J 0.2 

0.15 

0.1 

0.05 

o 
o 10 20 30 40 50 60 70 80 

VOLUMEN FRACCION • 4 mi 

NUMERO DE FRACCION 
JF!Gul=l7C1] 



2 3 4 5 6 7 8 9 10 

200 
116 
97 
66 
45 

"'.'4.~ 31 

21 

14 

Fiqura 2. Corrimiento Electroforético de las Proteínas. 

En los carriles l y 10 se muestran los marcadores de peso 

molecular correspondientes a: Lisozima ( 14 Kd) , Inhibidor de 

tripsina (21 Kd), Anhidrasa carbónica (Jl Kd), ovoalbúmina (45 Kd), 

Albúmina sérica bovina (66 Kd), Fosfarilasa B (97 Kd), B­

Galactosidasa (116 Kd) y Miosina (200 Kd). 
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Determinación de proteina. 

Esta prueba se evaluó usando una curva estándar de albümina 

sérica bovina (BSA) como proteína de referencia, mediante la 

lectura a 280 nm. La intrepolación de la o.o. de las porinas 

(0.3015) indic6 que se tuvo una concentración de 12.5015 mg en 35 

ml, por lo que su concentración por ml fue de 357 µg. Finalmente se 

pasaron por una membrana estéril de 0.22 µm, dando una 

concentración final de 25 µg en 250 µl, lo correspondiente a una 

dosis vacuna! (figura 3). 

seguridad del producto. 

El producto final se consideró seguro, ya que los animales 

sobrevivieron al periodo de la prueba sin presentar síntomas 

Significativos de toxicidad ni pérdida de peso. Estos resultados se 

muestran en la figura 4. 
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Análisis microbiol6qico 

Las pruebas de esterilidad para la vacuna de porinas se 

realizaron durante su proceso de fabricación y envasado, las 

muestras se observaron durante 7 dias. se considera que el producto 

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.s. F. Vacuna envase 

¡er dia + 

2° d!a + + 

3er dla + + + 

4• dla + + + 

s• dla + + + 

6° dia + + + 

7° dla + + + 
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Pir6qenos 

Esta prueba se realizó fuera de las instalaciones del 

Instituto Nacional de Higiene; se enviaron 3 muestras que conten1an 

una dosis vacunal en 1 ml, sin embargo se volvió a hacer una 

segunda dilución (1:5) en la que se obtuvo una concentración final 

de 5 µg/ml, esto en base a la estrategia empleada para la vacuna 

11Typhim Vi 11 , ya que el Instituto Mérieux realiza una dilución 1:10 

para determinar la presencia de pirógenos en el producto. 

Esta dilución de 5 µg/ml fue la que se inyectó en la vena 

marginal de la oreja del conejo, obteniéndose resultados negativos. 

Estos resultados se muestran en la hoja s~guiente. 

Determinaoi6n de endotoxina (L~L). 

A pesar de que el fundamento de la reacción no es del todo 

entendida, se sabe que la presencia de endotoxina en la muestra se 

aprecia ya sea por un aumento en la opacidad o viscosidad del 

lisado del amebocit~ de Limulus polyphemus (LAL) (86); un resultado 

positivo se identifica por la formación de un gel consistente, 

mientras que uno negativo se muestra por la no gelif icaci6n de los 

amebocitos de limulus. La sensibilidad de la prueba es de o.os-0.1 

Unidades de Endotoxina (UE) por vial (Sigma, co.). 
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Esta técnica se realizó 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 resultó ser negativa, sin embargo, 

tanto la opacidad como la turbidez del reactivo 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 protección. Como control 

positivo se inocularon ratones con 500 y 100 DL,;0 (dosis reto). 

Para verificar que la solución de mucina no se encontraba 

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

sobrevivencia fue del 100% (figura 5). 
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rrununoqenioidad. 

El titulo de anticuerpos anti-porinas en el suero de ratones 

inmunizados con la preparación 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 dentro del intervalo 

de 0.25 (día 14) unidades de densidad óptica para la dilución 1:50 

y 0,010 para la Qltima dilución (1:6400), mientras que el titulo de 

anticuerpos alcanzados por la vacuna celular fue alrededor de o.os 

unidades de densidad óptica a la dilución 1:50; en cambio los 

ratones control presentaron niveles menor~s a 0.010. 

Vida de anaquel. 

Para determinar la estabilidad del producto, éste se conservó 

bajo dos condiciones de temperatura: ambiente y 4°C. Terminado el 

periodo de conservación, se inocularon ratones con una dosis 

vacunal, y se registraron los cambios de peso durante una semana. 

Como se puede observar en las figuras 7 y e, no se presentaron 

cambios importantes, comparados con los ratones testigo que fueron 

inoculados con SSF. 

Estos resultados demuestran que la preparación de porinas es 

estable a temperatura ambiente, aunque dada Sus caracter!sticas 

químicas, se recomienda se conserve en refrigeración. 
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS. 

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, BO), ésta 

sigue representando un problema de salud pública. La si tuaci6n 

económica por la que atraviesan estos paises, no les permite 

eliminar este tipo de enfermedades ni a corto ni a largo plazo, por 

ésto, el desarrollo de una vacuna contra esta infección sigue 

siendo una alternativa para su control (46). 

Con este propósito se elaboró un agente vacunal, al que se le 

realizaron ensayos de control quirnico y biológico. Después de haber 

pasado éstos y otros ensayos preliminares, que aseguraron tanto su 

inocuidad como eficacia, la vacuna puede aplicarse previamente en 

adultos voluntarios, para posteriormente pasar a las Fases I, II y 

III. 

Los ensayos que se llevaron a cabo fueron: identificación de 

la semilla bacteriana mediante el uso de pruebas bioquímicas y 

serológicas, (una serotipificación es más confiable que las pruebas 

bioquímicas por la especificidad que presenta hacia la bacteria). 

El objetivo de esta prueba fue el tener la certeza de que el 

microorganismo con el que se trabajó durante la obtención de 

biomasa y antígeno proteínico, 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. typi y E. coli, por lo que la 

realización de un control microbiol6gico durante el proceso de 

siembra, cosecha y sonicado de la bacteria, fue necesario; este 

último control se hizo mediante la siembra de ali.cuotas de cada 

etapa del proceso, en medios nutritivos con sus correspondientes 

pruebas de identif icaci6n. Los resultados fueron iguales que los 

reportados en la tabla i. 

La biomasa obtenida se rompió para facilitar la separación de 

las porinas de la membrana celular y finalmente ser purificadas por 

cromatograf1a de exclusión molecular. Cada pico fue identificado 

por electroforesis, el primero correspondió a las porinas y los 

siguientes probüblemente fueron otras proteinas no detectadas, ya 

sea por tener una baja concentración o porque estos picos no 

corresponden a proteinas sino al LPS presente en la bacteria. 

A pesar de que el método de Uikaido permite la extracción de 

las porinas con una baja cantidad de LPS (32), se realizaron las 

pruebas de LAL y pirógenos en conejos, 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 sólo detecta LPS y el segundo todo tipo de 

pir6genos, por otra parte las ventajas que ofrece la técnica de LAL 

son la reducción de costos y tiempo, asi como la alta sensibilidad 

y sencillez de la prueba. 
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Las resultados fueron negativos para ambas pruebas, esto 

significa que el producto presentó menos de 0.1 UE/vial, segün la 

prueba de LAL, mientras que el ensayo con conejos indica que a la 

dilución 1:5, la cantidad de pirógenos presentes en la vacuna es 

m1nima, debido a que no indujo a un aumento apreciable en la 

temperatura de los animales. 

Lo anterior es de vital importancia ya que de la cantidad de 

pirógenos presentes en la vacuna, dependerá la ausencia 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, cuando los ratones fueron inoculados con la vacuna 

celular L. Esto no pasó con la vacuna de porinas, comprobando asi 

los resultados obtenidos por la prueba de pirógenos. 

otra de las pruebas realizadas fue la de esterilidad de la 

vacuna; este ensayo es uno de los de mayor importancia, porque en 

caso de que el producto esté contaminado no se podrian realizar el 

resto de los ensayos. En nuestro caso se comprobó a través de la 

siembra del producto en medio BHI y no en medios selectivos, esto 

para permitir el crecimiento de cualquier tipo de microorganismo 

que pudiése estar presente en la vacuna. Sin embargo, los controles 

que se tuvieron dieron resultados positivos probablemente por mala 

manipulación de la SSF, además la caja control también dió 
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resultados positivos, mientras que la caja Petri que contenía la 

muestra del producto no mostró crecimiento alguno, por lo que la 

vacuna se consideró estéril, pues se encuentra reportado, que en 

caso de contaminación, el lote del producto cumple las 

especificaciones del ensayo de esterilidad, siempre y cuando se 

demuestre por otros medios, 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 demostró al no 

observarse ningún tipo de toxicidad, ni cambios significativos en 

los animales de experimentación; sin embargo, tanto su seguridad 

como eficacia deberán seguir siendo estudfadas, por si existiera 

algün cambio en la vacuna o en la población susceptible, que 

pudiéra afectar a los parámetros anteriormente mencionados (4). 

La pureza de las porinas se determinó por SOS-PAGE a través de 

un seguimiemto de la técnica de Nikaido (61) que se muestra en la 

figura 2. Al inici~ se observaron todas las prote1nas que están 

presentes en la bacteria (carril 2); estas bandas fueron 

disminuyendo en cantidad conforme se avanzó en la técnica (carriles 

3 a 8), lo que sugiere que 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 

estableció que el producto se encuentra libre.de otras proteínas 

que puedan interferir en la prueba de protección. 
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El titulo de anticuerpos contra inmunógenos tanto en animales 

como en humanos, es de suma importancia pues de ésto depende la 

aceptación o rechazo del producto, por servir como indicador de la 

inmunidad humoral alcanzada (11). Por esta razón se evaluaron los 

titulas de anticuerpos especificas en el suero de ratones sangrados 

los dias 7, 14 y 21, posterior a la inmunización 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 que hacer 

mención que los ti tules de anticuerpos, asi como la respuesta 

inmune en general varia según la cepa endogámica de ratón (13,14). 

A pesar de que la fiebre tifoidea es una enfermedad exclusiva 

del hombre, esta infección se ha logrado estudiar en modelos 

murinos mediante el uso de mucina en la preparación de las 

suspensiones de la bacteria, la finalidad de esta sustancia es 

retardar la actividad de los macr6fagos y aumentar la virulencia 

del bacilo, permitiendo as1 evaluar de manera más efectiva la 

protecci6m inducida ya sea por la vacuna de referencia (L) o por 

las porinas (74). 

A continuación se muestra un cuadro comparativo de ambas 

vacunas: 
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Vacuna porinas Vacuna celular L 

DOSIS 0.25 µ.g/ inoculaci6n 0.5 µg/inoculación 

TIT. DE ANTICUERPOS + + + 

EFECTOS COLATERALES ninguno erizamiento de pelo 

PROTECCION 100% 100% 

Por otra parte, la estabilidad de la vacuna se determinó a 

diferentes intervalos de tiempo (15,30 y 60 dias) y temperatura 

(ambiente y 4°C), mediante las pruebas de inocuidad y eficacia. 

Este último ensayo difirió a los anteriores en cuanto a la cantidad 

de bacteria internalizada en los ratones por haber sido inoculados 

con una sola dosis, los resultados muestran que el producto siguió 

siendo efectivo y seguro después de haber cumplido con su 

correspondiente vida de anaquel. Sin embargo, se aconseja conservar 

la vacuna a temperatura de refrigeraci6n. 

La inducción de la respuesta inmune humoral es un factor 

primordial que se emplea generalmente para la continuación de las 

fases de desarrollo de una vacuna (4). En este caso, se propone que 

las porinas pueden seguir empleándose para las siguientes fas~s de 

la vacuna pues, aunque el titulo de anticuerpos anti-porinas 

alcanzado fue bajo, confirió protección ante e1 reto de s. typhi. 
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Por otro lado se sabe que las porinas también inducen 

inmunidad celular (11), que aunado a la humoral les da otra ventaja 

para su uso corno vacuna (82). 

En resumen, todas y cada una de las pruebas que se realizaron 

a la vacuna, son necesarias para asegurar la eficacia e inocuidad 

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. CONCLUSIONES 

Las porinas de Salrnonella typhi ofrecen protección ante el 

reto de 500 DLso de la bacteria hom6loga en el modelo murino; además 

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 aqu1 reportados, se 

recomienda que la vacuna puede aplicarse en un número reducido de 

adultos voluntarios y dependiendo de los resultados, pasar a las 

pruebas de campo correspondientes a las siguientes fases. 
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