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I. Introduccién

La Fiebre Tifoidea representa un problema muy importante tanto en
salud publica (1) como en sanidad animal. En paises como el de
Meéxico, por ejemplo, se desconocen las pérdidas econdmicas reales
que produce esta enfermedad en la Industria Pecuaria, y puede



184 CIENCIA VETERINARIA 2-1978

afirmarse que ninguna de las medidas de control conocidas (2), para la
prevencion y erradicacién se lleva a cabo.

Por otro lado, las vacunas tifoidicas disponibles dejan mucho que
desear en cuanto a su potencial inmunogénico y en cuanto a los serios
efectos téxicos que producen (3).

Estas son algunas de las razones por las que se realizé el trabajo de
investigacion que se presenta a continuacion y con el cual fue posible
estudiar un producto biolégico exento de toxicidad y con un elevado
potencial inmunogénico como es "la preparacion ribosomal de
Salmonella typhi Ty2".

N. Materiales y métodos

1. Bacterias

La Salmonella typhimurium (cedida por L. Filloy)* y la Salmonella
typhi Ty2 (cedida por J. Fernandez de Casto)** utilizadas en esta
investigacion, se mantuvieron como cultivos de abastecimiento en Agar-
Caseina peptona de Merck.

2. Preparacion de cultivos

Los frascos. conteniendo 7 litros de Caseina-peptona caldo, se
inocularon con 50 mi de cultivos crecidos durante la noche, de S.
typhimurium o S. typhi Ty2 e incubados a 370 C durante 4 hrs. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacién a 6000 rpm (8000 x g). 20
min en una centrifuga Sorvall refrigerada a 4° C y el sedimento se
almaceno en refrigeracion hasta su uso.

3. Preparaciones ribosomales

Las preparaciones ribosomales de S. typhimurium y de S. typhi Ty2 se
obtuvieron siguiendo el método de Youmas y cols (8), con algunas
modificaciones hechas por el autor de este trabajo. Las bacterias se
suspendieron en un amortiguador de fosfatos a 0.01 M Y pH 7.2, conte-
niendo 0.44 M de sacarosa y 0.03 M de MgC1,. Esta suspension se paso
por una prensa Ribi a una presién de 14 000 libras por pulgada
cuadrada. El material obtenido, se centrifugd a 17500 rpm (36000 x g)
15 min., a 4° C.; el sobrenadante se decanté y fue nuevamente

* Jefe del Laboratorio de Bacteriologia Determinativa. Hospital Infantil,

Mexico, D. F. ) ) o )
Director del Instituto Nacional de Higiene. SSA. México, D. ~F.
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centrifugado a 22 500 rpm (46 000 xg) 20 mino El sobrenadante de esta
segunda centrifugacion, se decanté cuidadosamente para ser centrifugado a
39 000 rpm (144 000 xg) 180 minutos, en una ultracentrifuga Beckman
Modelo L5-650 El sobrenadante fue eliminado y el sedimento se
resuspendié en un amortiguador de fosfatos a 0.01 M Y pH 7.2, con-
teniendo 0003 M de MgCl,; y afiadiendo un volumen igual de dodecil
sulfato de sodio al 005% se agit6 a temperatura ambiente durante una hora.
El material se mantuvo durante una noche a 4° C, centrifugandose
posteriormente a 22 500 rpm (46000 x gr 20 mino El sobrenadante se
decant6 y centrifugd a 39000 rpm (144 000 x g) 180 mino, y luego, el
sedimento se resuspendié en un amortiguador de fosfatos con MgCl,o Esta
suspension se filtr6 a través del filtro milipor. de 0065 u de poro,
esterilizado previamenteo La concentracion de ARN de la muestra se
determind en un espectrofotémetro Zeiss Modelo PMQ M a 260 nm, 7.0 U
de densidad oOptica que es equivalente a 50 ug de ARN (90) o EI material se
envasO en frascos esterilizados; se liofiliz6 y se mantuvo a 4° C hasta su
uSOo

40 Animales

Ratones albinos cepa CD-I, de ambos sexos, con peso de 24 a 26 g Y
obtenidos de una colonia mantenida en el Bioterio del Departamento de
Biologia Experimental del Instituto de Biologia, de la Universidad
Nacional Auténoma de México, fueron usados en todos los experimentos,
Se albergaron de 10 a 12 ratones por jaula y se alimentaron con purina
para ratén yagua ad-libitum.

5. Inmunizaciones

Los ratones se inmunizaron subcutdneamente en dos ocasiones, usando
dosis progresivas de las preparaciones ribosomales resuspendidas en 001
mi de solucion salina 0015 M estéril. La segunda dosis se administré 7 dias
después de la primera.

60 Pruebas de inmunidad

Los animales inmunizados con la preparacion ribosomal obtenida de
So typhimurium se desafiaron intraperitonealmente con 100 DL50 (3 x 10’
unidades formadoras de colonias -UFC- ) de So typhimurium, 7 dias
después de la segunda inmunizacion.

Para los desafios por via oral, se inoculd So tYPhimurium (Strs) en
tubos conteniendo caldo soya tripticasa con 1 mg de estreptomi-
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Cinal ml, que se incubaron a 37° C/24 horas. Las bacterias que Crecieron
en presencia de estreptomicina se denominaron Strr (estreptomicina
resistente) y se emplearon en los experimentos de desafio. Se cultivo S.
tYPhimurium Strr, en caldo soya tripticasa, hasta que se alcanz6 una
densidad éptica de 1.5, leida a 550 nm, cosechada por centrifugacion a
6000 rpm (8000 x g) 15 min. Y resuspendida en NaCl 0.15 M. Con esta
suspension se practicé un desafio por via bucal usando una canula de
polietileno P-20, a razén de 0.5 ml por raton. A todos los animales,
incluyendo a los testigos, se administrd 24 horas antes del desafio 50 mg
de estreptomicina por via bucal, con el fin de hacerlos susceptibles a la
infeccion' salmoneldsica.

La dosis de desafié se describe en cada experimento. Simultanea-
mente se hicieron diluciones progresivas, de las cuales se mezclé 1 ml
en agar blando mantenido a 55° C, vertiendo éste sobre agar soya tripticasa
por duplicado. Los cultivos se incubaron a 37° Cl24 horas y se contaron
las colonias que crecieron. El resultado se expres6 como namero de
unidades formadoras de colonias (UFC). La muerte de los ratones se
registré diariamente durante 14 dias y los resultados se expresaron como
por ciento de sobrevivientes.

Los ratones inmunizados con la preparacion ribosaroal obtenida de
Salmonella typhi Ty2 Y con la vacuna estandar Vacuna tifoidica inactivada
con acetona tipo K, se desafiaron intraperitonealmente, 7 dias después de la
segunda inmunizacién, con S. tyPhi Ty2 incluida en mucina al 5% (10) ..
Las dosis de desafio, Se describen en resultados.

Para los desafios, las bacterias fueron obtenidas durante su fase logaritmica
de crecimiento. La inmunidad es reportada como el nimero de animales
sobrevivientes 21 y 30 dias después del desafio para los experimentos con S.
typhimurium y 3 dias en los experimentos con S. typhi Ty2.

En todos los experimentos se determind el tiempo en que muri6 el
50% de los animales desafiados (TL50). La virulencia de ambas
salmonelas, se estim6 simultineamente por el método de Reed y
Muench (11). La significancia estadistica de los resultados se determiné
mediante la prueba de X' modificada por Yates (12).

7. Prueba de toxicidad aguda

Este estudio se hizo en base al indice Terapéutico, que es el resul-
tado de dividir la dosis toxica al 50% (DT50), Y es la dosis que produce
el efecto especifico en el 50% de los individuos estudiados. La finalidad
de esta prueba es conocer el margen de seguridad que deba
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manejarse cuando se emplee en seres humanos. La dosis efectiva al 50%
(DE,.), es la dosis que protege al 50% de los individuos tratados. Una
DES5O0 baja, caracteriza a una droga o a un biol6gico potentes, pero si la
DT50 es baja también, el margen de seguridad es completamente
inadecuado (13).

Tres grupos de ratones CD-1 de ambos sexos pesando de 25 a 26 g se
inocularon por via subcutanea con 500, 2000 Y 4000 ug respectivamente,
de la preparacion ribosomal obtenida de S. typhiTy2, resuspendida en 0.2
mi de solucion salina estéril, 0.15 M. Los animales se pesaron antes Y
después de la administracion del biolégico y se observaron durante 14 dias.

8. Prueba de tolerancia en humanos

Esta prueba se realiz6 siguiendo las "recomendaciones para guiar a
doctores en investigacion clinica” (14). Voluntarios humanos se inocularon
intradérmicamente con 100 o 200 ug de la preparacion ribosomal de S.
typhiTy2. El grupo testigo se inoculé con 0.1 mi de toxoide tetanico.* Una
semana después todos los voluntarios se reinocularon las mismas
condiciones. Los tres grupos se observaron durante 72 hrs después de cada
inoculacién, y diariamente se registraron los signos que se detectaron
durante el tiempo de observacion. Los resultados se expresaron en por cientos.

Las lesiones producidas por ambos biolégicos se midieron cada 24 hrs,
y los resultados se estimaron como el promedio del diametro del eritema.
Con los resultados se elaboré una gréfica.

9. Pruebas bioquimicas

Las proteinas se determinaron por el método de Lowry et al. (15); el
acido ribonucléico (ARN) Y el &cido deoxirribonucléico (ADN) se
determinaron por los métodos del orcinol y de la p_nitrofenilhidrazina
respectivamente (16, 17). Los azlcares reductores, por el método de
Antrona (18). Albumina Sérica Bovina (Sigma), ARN de levadura Térula
(Baker), ADN de timo de ternera (Sigma) y glucosa (Baker)

se usaron como estandares.

* Obtenido del Instituto Nacional de Higiene. S.S.A.
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10. Antisueros

Los antisueros de los antigenos "O" de S. typhimurium y S. typhi Ty2,
fueron de BBL. * Los antisueros de las preparaciones ribosomales Se
obtuvieron como sigue: conejos blancos Nueva Zelanda se inocularon
subcutaneamente con 100 ug de cada inmunodgeno incluido en adyuvante
incompleto de Freund. Se administraron 4 dosis a intervalos de 7 dias y 5
dias después de la dltima inmunizacion, los animales se sangraron por
puncion Cardiaca para obtener los sueros hiperinmunes.

11. Inmuno-electroloresis

La reaccién antigeno-anticuerpo se estudid por inmunoelectroforesis
empleando la microtécnica usual (19). Se prepar6 agar purificado al 1%
(Difco) en amortiguador de veronal (0.05 M, pH 8.6). Se usaron 3
antigenos: preparacion ribosomal obtenida de S. typhimurium,
lipopolisacérido obtenido también de S. typhimurium, y preparacion
ribosomal de S. typhi Ty2. 10 ul de las preparaciones ribosomales a
diferentes concentraciones y 20 ul de Lipopolisacaridos' a concentraciones
de 5 mg/ml se depositaron en los pozos. La electroforesis se llevé a cabo a
300 V Y de 2.7 a 3.3 mA por lamina durante 2 hrs Y posteriormente 200 ul
de los sueros de conejo antipreparacion ribosomal de S. typhimurium o
suero antipreparacion ribosomal de S. typhi Ty2 se aplicaron en el canal.
Las laminas se incubaron durante 48 hrs en camara himeda a temperatura
ambiente; los geles se lavaron durante 3 dias con dos cambios diarios de una
solucion de cloruro de sodio 0.15 M, se secaron y se tifieron con amido negro al
0.1% en &cido acético al 10%.

12. Microscopia electrénica

La preparacion ribosomal liofilizada de S. typhi Ty2 se resuspendi6 en
agua, para dar una D.O. de aproximadamente 0.1. De esta suspension se
tom6 una gota que se coloc6 sobre una rejilla de cobre de 400 mesh,
recubierta con pelicula de Formvar y se dejé aproximadamente un minuto; se
eliminé el exceso y se afiadié una gota de acido fosfotlngstico al 2% (pH
6.8), que se dejo secar al aire. La preparacién se observo en el microscopio
Jeol JEM-100B operado a 60 K.V. (20).

* Becton Dickimon de México, S. A., de C. V.



EXPERIMENTACION CON VACUNAS RIBOSOMALES 189
I11. Resultados

La preparacion ribosomal de S. typhimurium inmunizé con buen éxito,
contra desafios letales de S. typhimurium, tanto por via intra- peritoneal
como por via oral. El cuadro 1 muestra cdmo la supervivencia aumenté
conforme aumentd la dosis de preparacion ribosomal. El 94.4% de los
animales vacunados con 100 ug, estimados como ARN en la preparacion
ribosomal, fueron protegidos durante el tiempo de observacién, que fue de
30 dias, contra el desafi6 infeccioso de 100 DL50 de S. typhimurium. El
tiempo letal al 50% (TL50) también se incrementé conforme se incremento la
dosis de vacuna. Los efectos protectores de las dosis mayores de 0.1 ug
ARN/ratén no se calcularon como TL50, ya que mas del 50% de animales
desafiados, sobrevivieron al periodo de observacion.

CUADRO 1

POR CIENTO DE SOBREVIDA y TIEMPO LETAL AL 50% EN RATO- NES
INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE CON PREPARACION RIBOSOMAL
DE | DiA OBTENIDA DE SALMONELLA TYPHIMURIUM y DESAFIADOS 30
DiAS DESPUES
POR ViA INTRAPERITONEAL CON 100 DL50
DE LA SALMONELA VIRULENTA

Dosis inmuni-
zante (ug N' sobrevivientes % TLso
ARN/ratén) Total Supervivencia (hrs)
0 0/16 0.00 48
0.1 2/17 11.76 144
1.0 9/12 75.00 >720
10.0 14/16 87.50 >720
100.0 16/17 94.11 >720

Esencialmente, los mismos efectos se observaron cuando la preparacién
ribosomal se almaceno en refrigeracion durante noventa dias, comparados con
la vacuna preparada de 1 dia. La maxima sobrevida en este experimento
fue de 95% y también ocurrié en el grupo de
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ratones inmunizados con 100 ug ARN /ratén (cuadro 2,-. El tiempo en
que muri6 el 50% de los animales controles fue de 48 hrs como en el
experimento anterior. Asimismo también el TiLiso se incrementé conforme
aumentaron las dosis inmunizantes.

En estos experimentos se uso la via intraperitoneal para realizar los desafios
infecciosos.

CUADRO 2

POR CIENTO DE SOBREVIDA y TIEMPO LETAL AL 50% EN RATONES
INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE CON PREPARACION RIBOSOMAL
ALMACENADA DURANTE 90 DIAS OBTENIDA
DE SALMONELLA TYPHIMURIUM y DESAFIADOS

30 DIAS DESPUES INTRAPERITONEALMENTE
CON 100 DL50 DE LA SALMONELA

VIRULENTA
Dosis inmuni-

zante (ug N° sobrevivientcs % TLso
ARN/rat6n) Total Supervivencia (hrs)

0 0/16 0.00 48
144-
0.1 6/21 28.57 168
1.0 9/16 56.25 >720
10.0 15/20 75.00 >720
100.0 19/20 95.00 >720

La persistencia del estado inmune contra 100 DL50 se explord
setenta y cinco dias después de la inmunizacién con vacuna almacenada
por un dia. En este experimento el grupo inmunizado con 1 ug ARN
/raton se omitid. El cuadro 3 muestra, esencialmente, los mismos resultados
previamente descritos. EI méaximo por ciento de sobrevida fue de
93.3% y se obtuvo con la dosis mas alta de vacuna (100 ug ARN/ratén).

La fracci6n ribosomal de S. typhimurium indujo en el raton un alto
grado de inmunidad contra el desafio infeccioso administrado por via oral.
En el experimento cuyos resultados estan contenidos en el cuadro 4, se
observé un por ciento muy elevado de sobreviven-
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CUADRO 3

POR CIENTO DE SOBREVIDA y TIEMPO LETAL AL 50% EN RATO.
NES INMUNIZADOS SUBCUTANEAMENTE CON DIFERENTES DOSIS
DE PREPARACION RIBOSOMAL OBTENIDA
DE SALMONELLA TYPHIMURIUM y DESAFIA-
DOS 75 DIAS DESPUES INTRAPERITO.
NEALMENTE CON 100 DL50 DE
LA SALMONELA VIRULENTA

Dosis
zante (ug NV sobrevivientes % TLso
ARN/ratén) Total Supervivencia (hrs)
0 0/16 0.00 55
0.1 4/18 22.22 72-96
10.0 14/16 87.50 >720
100.0 14/15 93.30 >720

CUADRO 4

FOR CIENTO DE SOBREVIVIENTES DE RATONES VACUNADOS POR
VIA SUBCUTANEA CON 2 DOSIS DE FRACCION RIBOSOMAL DE
SALMONELLA TYPHIMURIUM STRs y DESAFIADOS POR VIA ORAL CON
5.5 x 109* UFC DE SALMONELLA TYPHIMURIUM STRr; SIETE

DIAS DESPUES DE LA 2' INMUNIZACION

Dosis de Ir N° de sobrevivientes Por ciento de Tiempo Letal50
ug de ARN Total sobrevida en dias

0.13 6/11 55 >14

1.3 3/4 75 >14

130.0 5/5 100a >14

controles

sin 2/11 18 45
inmunizar

"* La DL50 de S. typhi.murium str, fue de 14 x 103 por via intraperitoneal :1. P = >
0.05>0.01 Significancia de animales no inmunizados:.
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cia en los animales vacunados con respecto a los testigos. El grado de
inmunidad dependié de la dosis vacunal; la Optima, en este caso, fue
de 130 ug de la fraccion ribosomal, con significancia estadistica muy
elevada. En ningln grupo de los animales vacunados, se lleg6 a 50%
de mortalidad dentro del periodo de observacion, en tanto que en e!
grupo testigo, se observd TL50 de 4.5 dias. En la figura | se hace la
representacién grafica de! por ciento de mortalidad en los diferentes
grupos, en funcidn del tiempo.

Con los resultados de este experimento, se determiné la dosis efectiva de
esta vacuna que protege a 50% de los animales probados (DE50),
siguiendo e! método grafico de Miller-Tainter (11); ella result6 ser de
0.1085 ug (figura 2). Para este experimento se empleé vacuna
ribosomal mantenida durante 90 dias en refrigeracién, hecho que
confirmd la estabilidad de la potencia inmunogénica de estas
preparaciones.
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FIG. 1. Proteccion inducida con diferentes dosis de vacuna ribosomal obtenida de S.
typhimurium, inoculada por via subcutanea; contra el desafio oral de 5.5 x 109 UFC de S.
typhimurium. La vacuna empleada en este experimento, estuvo almacenada durante 90 dias
ad40C.

En el siguiente experimento la dosis de desafio fue de 7.2 x 109
UFC ‘en animales vacunados con las mismas dosis que en el experimento
anterior; los resultados se resumen en el cuadro 5. El porciento de
sobrevida en este caso indica que el estado inmune de los
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animales vacunados ya no fue tan eficaz en contra de esta dosis de
desafio, sin embargo la diferencia de TL50 entre los animales vacu-
nados y la de los testigos es evidencia de imnunidad, la que también
es dependiente de la dosis imnunizante (figuras 3 y 4)., En este expe-
rimento se empled vacuna ribosomal de 82 dias.

DEgy=0.1085u9

PROBITAS DE SOBREVIVIENTES

A3 ' .5 130
dosis en ug de ARN

FIG. 2. Dosis efectiva al 50% de vacuna ribosomal, contra el desafio infeccioso

de 5.5 x 109 de S. typhimurium. La vacuna estuvo almacenada a 40 C. durante 90
dias antes de su empleo.

Empleando dosis menores de desafio, en este caso 4.1 x 109 UFC, la
proteccion inducida por la fraccion ribosomal, fue de 920/0 de
sobrevida con la dosis vacunal de 1.3 ug. En, este caso ,hubo' 55% de
mortalidad en los animales testigos(cuadré 6)'. Esta vacuna habia
estado almacenada durante '105 dias. En la figura '5 se expone de
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CUADRO 5

POR CIENTO-DE SOBREVIVIENTES DE RATONES VACUNADOS POR VIA
SUBCUTANEA CON 2 DOSIS DE FRACCION RIBOSOMAL DE
SALMONELLA TYPHIMURIUM STRs y DESAFIADOS POR VIA ORAL

CON 7.2 X 19° UFC DE SALMONELLA TYPHIMURIUM STR®, SIETE

DiAS DESPUES DE LA 2' INMUNIZACISN

Dosis de fr en N’ de sobrevivientes Por ciento de Tiempo Letal'l
ug de ARN Total sobrev en dlas
0.13 2/10 20 1.7
1.3 3/11 27 8.25
130.0 4/12 33 10.4'5
controles
sin 2/13 15 .8
inmunizar )
oo 2.dosis vacwne Fibesimal en ug de ara
desafi'o 7.2 & 1o0°
] control
43
.3
ni30.0

Porciento de Mo rtalidad
o
Q

|
7
d r a . i4

Fro. 3. Proteccion inducida con diferentes dosis de vacuna ribosomal obtenida de S.
t'IPhimuridm, inoculada po'r via subcutanea; contra el desafio oral: 0e 7.2 x 109 UFG.
de~ S. fyphimurium. La, vicuna empleada en este> experimento, estuvo almacenada

durante 82' dias a 4° C.



EXPERIMENTACION CON VACUNAS RIBOSOMALES 195

1o}

d
»

a

0 A3 1.3 130
dosis en ug de ARN

Fig. 4. Tiempo letal al 50% de ratones inmunizados subcutdneamente con
diferentes dosis de vacuna ribosorgal de S. typhimurium almacenada 82 dias Y
desafiados por via oral con 7.250 10° UFC de S. typhimurium.
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manera grafica el por ciento de sobrevivientes en los tres experimentos, con el
objeto de comparar la sobrevida en los animales vacunados con diferentes
dosis de vacuna y desafiados con dosis diferentes de! microorganismo
virulento. En los tres casos se observa el mismo fenémeno, 0 sea que a mayor
dosis vacunal es mayor el por ciento de sobrevida; con las dosis de desafio
de 4.1 x 10"y 5.5 x 10" UFC se alcanza 100% de sobrevida en animales
vacunados con 130 ug de fraccion ribosmnal y 92 Y 75% con dosis de
1.3 ug respectivamente.

CUADRO 6

POR CIENTO DE SOBREVIVIENTES DE RATONES VACUNADOS POR
V1A SUBCUTANEA CON 2 DOSIS DE FRACCION RIBOSOMAL DE
SALMONELLA TYPHIMURIUM STRs y DESAFIADOS POR VIA ORAL
CON 4.1 x ID' UFC DE SALMONELLA TYPHIMURIUM STRr SIETE

D1AS DESPUL!S DE LA 2' INMUNIZACION

Dosis de fr N° de sobrevivientes Por ciento de Tiempo Letal5,
ug d. ARN Total sobrevida en~ dias
0.13 4/6 67 >16
1.3 12113 92 >16
130.0 6/6 IDO >16
controles
5/11 45 >16
inmunizar

Comparando la sobrevida de los animales desafiados con 5.5 x 10
con los de la dosis de 7.2 x IO, el por ciento de ésta en los primeros fue
hasta de 100% en animales vacunados con la dosis mas alta; en Cambio en
los segundos,. la sobrevida no es significativa respecto de los testigos.
Por otro lado, en ninguno de los dos experimentos se observé diferencia
en el por ciento de sohrevida ~ en los animales testigos.

En los experimentos con S. typhi Ty2, el desafio con 1 DI,
equivalente a 187 UFC de la cepa virulenta, a ratones inoculados
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con la preparacion ribosomal, evidencidé en éstos, un mayor grado de
inmunidad en relacion al inducido en los animales inmunizados con la
vacuna estandar de referencia.

Los criterios para estimar la proteccion inducida fueron: el nimero de
sobrevivientes sobre el total de animales desafiados, en funcién del tiempo,
y fundamentalmente los da tos obtenidos por analisis estadistico. Con el
registro de sobrevivientes y el por ciento de sobrevida se elaboré la figura 6
y el cuadro 7, en donde se muestra claramente la gran diferencia entre
ambos grupos, correspondiendo las cifras méas altas de eficacia a las tres
dosis méas concentradas de vacuna ribosomal. En cambio el por ciento de
sobrevida con la dosis mas alta de vacuna estandar, comparada con el por.
ciento de sobrevida del grupo testigo, indica que no se indujo una
proteccion significativa. Otra observacion muy evidente relativa a la
vacuna ribosornal, fue la notable disminucién de la mortalidad en funcién
del incremento

100 130ug 130ug
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FIG. 5. Comparacién de Porcientos de Sobrevivencia en animales vacunados por via
subcutanea, con diferentes dosis de -Fraccion Ribosomal de S. typhimurium y
desafiados con diferentes dosis de S. typhimurium por via oral.
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FIGURA 6

CURVA DE DOSIS RESPUESTA AL DESAFIO DE
1 DL50 DE S. typhi Ty,
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de la dosis imnunizante. Un fendmeno que debe resaltar, es que los por
cientos de sobrevida de los animales inoculados con las primeras tres
dosis de la vacuna de referencia, fueron menores que el de los animales
testigos. Es posible que estas dosis pudieron haber inducido lejos de un
proceso imnunitario, un estado de hipersensibilidad, o de tolerancia,
causa probable del aumento en la mortalidad posdesafio. Cabrera,
Pacheco y Pérez-Miravete (23) han reportado un fenémeno analogo al
estudiar bacteremia en animales inmunizados con dosis de vacuna tifoidea
equivalentes a las empleadas en este trabajo. Sin embargo, esto es
especulativo y son necesarios mas estudios para comprobar la repeticion del
fendmeno y en este caso, disefiar experimentos que permitan dilucidar
este problema.

CUADRO 8

COMPARACION DE DATOS ESTADISTICOS: ERACCI()N RIBOSOMAL
CONTRA VACUNA TIFOIDICA ESTANDAR (INS)*

Factor de

Dosis homogeneidad **DES0 Potencia
mi dilucion + I.D.E. ml ++U/DTI
001 1/10
0.001 1/100 0.6009 + 0.2825 0.00253 8.0
0.0001 1/1000
0.01 1/10
0.001 1/100 0.58655 + 0.27897 0.0004847 155.0

0.0001 1/1000

* Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica.

** Dosis efectiva al 50%.
+ Desviacién Estandar.
++ Unidades por dosis total inmunizante humana.

1. Andlisis estadistico

El andlisis resumido en el cuadro 8 revel6 que: la potencia de la
vacuna ribosomal fue 19 veces mas alta que la de la vacuna estandar.
Que la desviacion estandar de la vacuna de prueba, se encontré den-
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tro del rango establecido para la vacuna de referencia, y que la dosis
para proteger al 50% de los animales. contra el desafio de 1 DL50 fue
de 0.5 ug de la preparaciéon ribosomal, de acuerdo al método de
Miller-Tainter (figura 7) y 0.5 ug con el método de Willson y
Worcester (21).
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log. de la dosis inmunizante

Fm. 7. Dosis efectiva que protege al 50% de los animales probados (DE50), M-todo
de Miller-Tainter. (O) Vacuna ribosomal. (A) Vacuna estandar.

Se demostré también que la fraccién ribosomal obtenida de S.
typhi Ty2 fue capaz de inducir en el ratén un alto grado de inmunidad
en contra del desafio de tres cepas diferentes de S. typhi (cuadro 9).
Aungue este estudio se limité a un nimero reducido de cepas de
desafio, fundamentalmente a dos de las causantes de fiebre tifoidea en
la Republica Mexicana, teéricamente, es logico extrapolar esta
inmunidad contra otras cepas de S. typhi; sin embargo, esto debera ser
demostrado experimentalmente. En cambio, la fraccion ribosomal no
indujo proteccion significativa contra el desafio infeccioso de S.
typhimurium-typhi hibrida. Estos hibridos retienen el mismo grado
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de virulencia para el ratén, como 'la cepa original de S. typhimurium y
proveenun nimero de organismos que producen una verdadera infeccion
sistémica en el raton.

CUADRO 9

POR CIENTO DE SOBREVIDA EN ANIMALES INMUNIZADOS CON

100 UG DE FRACCION RIBOSOMAL DE SALMONELLA TYPHI TY2 Y

DESAFIADOS CON DIFERENTES CEPAS DE SALMONELLA TYPHI
INCLUYENDO UNA CEPA DE SALMONELLA TYPHIMURIUM_ TYPHI

H1BRIDA
Vacunados Controles
Cepa de S %de S obTevivien_ %de
desafio D{'\-5 tes. Total sabrevida tes. Total sabrevid
Ty?2* 40 10/10 100 0/10a 0
154 R** 10 10/10 100 0/10 0
Endémica
Epidémica
230 R+ 10 10/10 100 0/10 0
WR 4010+ + 14 3/10 30 0/10b 0
Hibrida

aP = < .001 significancia de animales controles

b P = >.4 significancia de animales controles
*DL50 = 100 UFO (Unidades Formadoras de Colonias)
**DL50 = 450 UFO
+DL50 = 18 UFC
++DL50 = 50 UFC

Esta cepa de S. typhimurium que expresa los antigenos 9, d Y Vi de S.
typhi, fue usada en este trabajo en base a las observaciones de Diena et al.
(22), en el sentido de que las vacunas tifoidicas empleadas por ellos,
protegieron contra el desafio de esta cepa hibrida, pero no contra la cepa,
original de S. typhimurium. Estos autores estan de acuerdo en que los
antigenos de S. Typha estan sin duda involucrados en el mecanismo
inmune. Sin embargo, los resultados obtenidos por
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nosotros parecen estar con contradiccion con los resultados de Diena,
ya que la fraccion ribosomal no protegid ,contra el desafio de la cepa
hibrida y si contra las cepas de S. typhi, lo que puede sugerir que los
mecanismos de inmunidad inducidos por la fraccion ribosomal no
estan dirigidos fundamentalmente contra antigenos somaticos.
La DLsO de cada cepa fue calculada por el método de Reed y
Muench.
Por inmunoelectroforesis se demostré la presencia de tres antigenos
en la fraccién ribosomal de S. typhi Ty2 cuando se hizo reaccionar con
su antisuero. En la figura (Al) puede observarse tres bandas de
precipitado. Estos antigenos estan presentes en la fraccion ribosomal
de S. typhimurium . .cuando se hizo reaccionar antisuero de fraccion
ribosomal de S. typhimurium contra fraccién ribosomal de S.typhi (fig.
A2), se puso en evidencia un antigeno de esta Ultima, que parece tener
relacion con el antigeno somatico ecO" de S. typhimurium, ya que se observa
la misma banda cuando se hace reaccionar la fracciéon ribosomal de S.
typhi contra el antisuero del lipopolisacarido obtenido de S.
typhimurium (figura A3), en esta misma no se observa ninguna banda contra
el lipopolisacarido, lo que puede deberse a una baja concentracion del antigeno.
Uno de los aspectos importantes en el conocimiento de un producto
bioldgico, es su potencial tdxico, para tal fin se seleccion6 la prueba de
toxicidad aguda en el ratén, demostrandose que a las dosis usadas no se
produjo dafio .aparente en ninguno de los animales inoculados por via
subcutanea con la plleparacién ribosomal. Este resultado es una evidencia de
la inocuidad de este producto biolégico, y se demuestra que el margen de
seguridad es muy alto debido a que la DE,O de este producto, es muy
baja, 0.5 ug (figura 8). Los resultados de sobrevida y peso se observan en el
cuadro 10.
Sobre la base de cantidades de sustancias quimicas necesarias para
producir dafio, se han ideado categorias de toxicidad y un ejemplo es el
siguiente:

Extremadamente téxico (1 mgfkg o menos).
Altamente téxico (1 a 50 mgfkg)-
Moderadamente toxico (50 a 500 mgfg)-
Ligeramente toxico (0.5 a 5 gr fkg).

. Practicamente no téxico (5 a 15 grfkg). 6
Relativamente dafiino (mas de 15 grfkg).

SUE A

El hecho de que 160 mg de FRfkg (3er. grupo 4 mg/25 g) no hayan
inducido efectos tdxicos en el raton sugiere de acuerdo a la
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FIG. A. Inmunoelectroforesis de fracciones ribosomales contra suero homologo y
heterélogo:

fr-d = fraccion ribosomal de S. typhi Ty2.
afr-d = suero anti fraccion ribosomal de S. typhi.
fr-b = fraccién ribosomal de S. typhimurium.
afr-b = suero anti fraccion ribosomal de S. typhimurium.
Ips_b = lipopolisacarido obtenido de S. typhimurium.
alps-b = suero anti polisacarido de S. typhimurium.
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clasificacion de toxicidad mencionada anteriormente, que el potencial

toxico de la fraccién ribosomal debe estar entre el rango de moderadamente
téxico y relativamente dafiino, y por lo mismo se necesitan

LOGARITMO DE LA DOSIS INMUNIZANTE
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FIG: 8. Curva-dosis-respuesta. La curva A representa Probitas de sobrevivientes
en animales vacunados con Fraccion ribosomal obtenido de S. typhi Ty2 y
desafiados por via intraperitoneal con 1 DL99 de S. typhi Ty2 incluida en mucina
para estimar la Dosis efectiva que proteja al 50% (DEso). La curva B representa
la basqueda de 'la dosis toxica que mate al 50% al inocular dosis elevadas de
Fraccion Ribosomal por via subcutanea.

nuevas pruebas usando dosis mas altas y otras vias de administracién
para precisar esta cuestion.

De estos resultados, se desprende el andlisis sobre el Margen de

. DL s0
Seguridad o indice Terapéutico representado por la proporcién DE so

Experimentalmente, se obtuvo la DE50 por respuesta inmune acumu-
lativa de' acuerdo al método 'de estimacion grafica de Miller- Tainter
(curva B de la misma figura).
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CUADRO 10
POR CIENTO DE SOBREVIDA* y CONTROL DE PESO EN RATONES

INOCULADOS CON DOSIS CRECIENTES DE FRACCION RIBOSOMAL
OBTENIDA DE SALMONELLA TYPHI TY2 POR ViA SUBCUTANEA

Promedio de peso en gramos

ug de FR N°de Pre-ino- 7 dias 14 dia, %de
inoculado ratones culacion después después sabrevida
Controles 10 21.22 24M 27,50 100
500 10 21.80 24,00 26.04 100
2000 10 21.50 24.50 27,47 100
4000 10 21.40 22.00 26.29 100

* Prueba de Toxicidad Aguda; tiempo de observacion
14 dias.

Habiendo estimado que el margen de seguridad es muy grande,

> 4000ug

puesto que DL>50 /DEso=  0.5ug = > 8000 (indice Trepéutico),

donde la DE50 es muy baja y la DL50 debe ser muy alta, Se

procedid a estudiar "Tolerancia” en dos grupos de personas, ninguna refirié
manifestaciones clinicas atribuibles a la inoculacidon de la fraccion
ribosomal, a excepcioén del desarrollo de un proceso inflamatorio
en el sitio de administracion levemente doloroso a la presion y que
desaparecio al cuarto dia.

El didametro de enrojecimiento fue medido diariamente y los resul-
tados se dan como promedio para cada grupo. El promedio de diame-
tro maximo fue de 3,8 cm en ambos grupos (cuadro 11). Con estos
promedios se construyd una grafica (fig, 9). El hecho de que la
inoculacion de fraccion ribosomal en 24 individuos, incluyendo a uno
de nosotros, no haya inducido reacciones de intolerancia, es muy
significativo ya que las vacunas tifoidicas, como la acetonizada y |a muerta
por calor, inducen en los dos primeros dias fiebre por arriba de los 37°
€, del 22 al 29%, incapacidad para trabajar, del 14 al 23 %, dolor de
cabeza intenso, del 9 al 10% y dolor local intenso
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del 10 al 3.5%. Ademas de que inducen un proceso inflamatorio de 10
cm o mas de diametro en el 11 % de la poblacion inoculada (3). Las
diferencias entre la vacuna ribosomal y las que se emplean actual-
mente para prevenir la fiebre tifoidea son tan grandes que hacen
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Fic, 9, Prf:medio del didmetro de la lesién inflamatoria en funcién del tiem.
po, producida por la indeulacién intradérmica en voluntarios humanos de:
{O} 100 ug de Fraccién Ribosomal, (W) 200 ug de Fraccién Ribosomal
y (®) 0.1 ml de Toxoide Tetdnico como control.

gue nos inclinemos a sugerir estudios de tolerancia y epidemiol6gicos en
poblaciones humanas, para poder dilucidar el valor real de esta vacuna
ribosomal.

La preparacion ribosomal de S. typhi Ty2, consiste principalmente
de pequefias particulas aparentemente esféricas de aproximadamente
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200 A de didmetro semejantes a monosomas. Otros componentes mi-
noritarios, parecen ser vesiculas membranales, como el que aparece en la
parte inferior derecha de la figura 10.

V. Discusion

Varias lineas de investigacion cientifica se han realizado para el estudio
de vacunas antibacterianas, una de ellas esta relacionada a la investigacion
con Salmonella. En este aspecto muchos investigadores han estudiado
vacunas ribosomales obtenidas de S. typhimurium (22-35). Sus puntos de
vista en general estan relacionados con el _ papel inmunogénico que
puedan jugar los diferentes componentes obtenidos de las preparaciones
ribosomales. Venneman et al., (25) encontraron una elevada actividad
inmunogénica en fracciones de ARN. Margolis y Bigley (30) y Smith y
Bigley (28, 29) creen que el inmundgeno activo es un complejo ARN-
proteina. Houchens y Wright (31) observaron que una glicoprotelna o
mucopolisacarido es el antigeno activo. Einsenstein (33) ha reportado que
los antigenos "O" contaminaron extractos ribosomales de proteina y ARN
Y que éstos son los responsables en parte del efecto protector. Hoops et
al. (34) han reportado que componentes extrinsecos adheridos a la super-
ficie y no los constituyentes internos de los ribosomas, son los respon-
sables del excelente grado de inmunidad. Los resultados de Johnson (32)
mantienen la idea de que la fraccién inmunogénica de los ribosornas es
una proteina o un grupo de proteinas.

Los resultados presentados en este trabajo, demostraron caracteristicas
inherentes a estas vacunas ribosomales no estudiadas en otros laboratorios,
como es la persistencia de la inmunidad que aqui fue de al menos de 75
dias y que ademas con el mismo grado de proteccion que induce una
preparacién ribosomal fresca.

La potencia inmunogénica de estas preparaciones liofilizadas vy
mantenidas durante 90 dias, fue estable al mismo nivel de la vacuna fresca.

Con el modelo de fiebre tifoidea murina experimental, se pudo
comprobar la elevada eficacia de este bioldgico para proteger a los ratones
cuando el desafio infeccioso se realizé por via intraperitoncal o por la via
natural de infeccion, la via oral

Con la prueba de potencia confrontando como vacunas: la preparacion
ribosomal de S. typhi Ty2 Y la vacuna estandar, se demostré que la primera
fue 19 veces mas eficaz.
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Fig. 10. 10 Ribosomas de Salmonella typhi Ty2. 120,000 X.
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Creemos que es relevante el hecho de que la vacuna ribosomal de S.
typhi Ty2, haya protegido a un 100% de los ratones desafiados con cepas
diferentes de S. typhi.

Finalmente al haber sido demostrada su baja toxicidad en ratones, y al
no haber producido efectos indeseables en humanos, como los que
producen las vacunas tifoideas que se emplean actualmente (3, 35), hacen
de estas preparaciones ribosomales, productos biolégicos méas idéneos para
el control y erradicacion de las Salmonelosis.
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