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INTRODUCCION:

En México, como en otros paises en vias de desarrollo, las infecciones
que se localizan, o invaden, via el tracto gastrointestinal, son causas importantes
de morbilidad y mortalidad en humanos y animales. En estos paises, la ficbre
entérica mas frecuente y grave, es la fiebre tifoidea causada por Salmonella
typhi (1).

La alta incidencia de fiebre tifoidea en México, puede atribuirse al elevado
fecalismo al aire libre, asi como a la existencia de un gran nimero de portadores
asintomaticos. El mecanismo de transmision es principalmente por contaminacién
de agua, leche de abasto piiblico, verduras, mariscos crudos y otros alimentos, las
moscas pudieran jugar un papel de tipo mecanico (2).

No existen datos adecuados sobre la incidencia de la enfermedad a nivel
mundial, sin embargo Barua (3), estima 12.5 millones de casos (excluyendo
china); con una incidencia de 365 casos por cada 100,000 habitantes en el mundo
contra 540 casos por cada 100,000 en la poblacién de los paises tercermundistas.
En México la morbilidad anual es de aproximadamente 20 casos por cada 100
000 habitantes (4).



ANTECEDENTES HISTORICOS

Salmonella typhi y Salomella paratyphi A, B y C son las especies que se
han adaptado especificamente para infectar y enfermar al humano, ningin otro ser
vivo es conocido que sea infectado por estas especies en forma natural,

Los signos y sintomas clinicos que caracterizan a la fiebre tifoidea fueron
confundidos con los del tifo, en 1659 Willis (5) intent6 describirlos por primera
vez; pero no fue sino hasta 1829, cuando en Paris Louis (3) describio en forma
muy detallada la enfermedad, separandola claramente de ofras fiebres y asocio la
expresion clinica de la infeccién con las lesiones patologicas que se encuentran
en el intestino, nddulos linfaticos mesentéricos y bazo, describiendo ademaés la
roseola tifica. Desde entonces, se puede decir que ningin otro factor clinico o
patologico importante se ha adicionado a la lista. En ese mismo afio Bretonneau
en Francia y Smith en los Estados Unidos (3), reconocieron que la enfermedad se
transmitia por contagio y que ésta conferia inmunidad frente a una nueva
infeccion.

En 1856 Budd (5,3), aportd evidencias de que las descargas intestinales,
eran las principales fuentes de infeccidn; y que la leche, el agua y los alimentos,
eran las principales fuentes de diseminacién. En esa época y sin pruebas directas,
menciond por primera vez que la fiebre tifoidea es causada por un "germen"
especifico.

Fue en 1880, cuando Eberth (5), describid la presencia del bacilo tifoidico,
en secciones histologicas de ganglios linfiticos mesentéricos y en higado de
individuos muertos por fiebre tifoidea. Gaftkey en 1884, cultivd por primera vez
a Salmonella typhi en forma pura a partir del bazo de pacientes infectados y
poco tiempo después, otros investigadores aislaron la bacteria de otros fluidos y

organos corporales. (3).



CLASIFICACION:

En 1920, Schetza hizo un primer intento por clasificar a este género,
posteriormente Kauffman y White en 1925, lo clasificaron en grupos dependiendo
de los antigenos "O" (Ag O) comunes, con letras mayusculas dela Aalalyen
especies considerando otros antigenos "O" y "H" estos ultimos tanto en fase 1
como en fase 2; correspondiéndole a Salmonella typhi la formula 9, 12, Vi: d.
(6). Sin embargo la clasificacion mas aceptada fue la de Ewing, con tres especies:
S. tphi, S. choleraesuis, y S. enteritidis. El resto de las especies reconocidas
por Kauffman y White se consideran como variedades o biotipos de la especie
(7.8).

En 1983, el Comité Internacional de Taxonomia de Enterobacterias propuso
una nueva clasificacion, la cual se basdé fundamentalmente en pruebas de
hibridizaciéon del DNA. En esta clasificacion, se considera al género salmonella
como perteneciente a la familia Enferobacteriaceae a la tribu Salmonellae con

seis subespecies: entérica, salamae, arizonae, diariconae, houtonae y bongori (9).
CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD
SINTOMAS:
La enfermedad usualmente comienza después de un periodo de incubacién
que puede fluctuar de 24 horas a 7 6 21 dias, con malestar general, anorexia y

dolor de cabeza, seguido por la aparicion de fiebre que se acompaiia

generalmente con relativa bradicardia, la postracion estd usualmente presente y



las distenciones son comunes. Pueden existir tos y signos de bronquitis, la
esplenomegalia y leucopenia son comunes.

En los casos de muerte, las lesiones mas prominentes encontradas en las
autopsias son:; hiperplasia linfoide, ulceraciones de las placas de Peyer con

hemorragias o perforacién del intestino (10,11).

CURSQ DE LA INFECCION

La infeccion se establece después que el individuo ha ingerido una dosis
minima que fluctiia entre 10 y 107 microorganismos, los cuales deben sobrevivir
a los mecanismos inespecificos y especificos de defensa del hospedero (15,16).

Una vez que §. typhi ha sobrevivido a la accion bacteriolitica del jugo
gastrico (cuya eficacia es parcialmente neutralizada por los alimentos), pasa al
intestino delgado donde invade la pared intestinal del Ileon terminal
preferentemente. La mayoria de las bacterias del indculo inicial no tienen
importancia patogénica, ya que solo unos pocos microorganismos logran pasar a
través de la mucosa del Ileon durante las primeras horas de la infeccién. No
obstante, esta pequefia cantidad es capaz de desarrollar una infeccién sistémica
mortal (12). En estudios realizados con voluntarios, se ha visto que S. fyphi
puede localizarse también en las vias biliares durante las primeras etapas de la
infeccion, sin que se demuestre su presencia en heces o sangre (3,13).

La via de penetracion de 1a bacteria es a través de las células epiteliales y
células M, por medio de una fagocitosis no profesional. El contenido de las
vacuolas pinociticas es liberado a la lamina propria, donde la bacteria se
multiplica induciendo una respuesta inflamatoria que produce dafio a la pared

intestinal. Una vez que se encuentra en lamina propria, la bacteria pasa



rapidamente a los vasos linfiticos y ganglios mesentéricos donde coloniza las
células del sistema reticulo endotelial de higado, bazo y pulmones. Todos los
eventos antes mencionados, ocurren en el periodo de incubacion. Las primeras
manifestaciones de la enfermedad constituyen el segundo periodo de la infeccion,
caracterizada por la liberacion del bacilo (que se reproduce intracelularmente en
los macrofagos) a la circulacion sanguinea junto con una gran cantidad de
endotoxina y finalmente reinfecta las placas de peyer y el sistema del fagocito
mononuclear de higado, bazo y pulmones. La tercera etapa de la infeccion se
caracteriza basicamente por las lesiones producidas localmente. En placas de
peyer y foliculos linfaticos principaimente del ileon, las lesiones se originan
primero por su hiperplasia y tumefaccion y posteriormente (de 7 a 10 dias), su
ulceracion y necrosis. Los macrofagos abundan en el lecho y mérgenes de las
tilceras y existe una falta de polimorfonucleares a nivel local, que es el reflejo de
una leucopenia (signo caracteristico de la enfermedad). Las lesiones de necrosis
focal también se presentan en el bazo e higado. Por ltimo, en la etapa de lisis,
los sintomas comienzan a ceder paulatinamente, principalmente por la aparicion
de una inmunidad especifica que elimina a la bacteria. El periodo de
convalecencia es variable en cuanto a su duracion, pero en promedio se considera
de un mes (12,14,15,16,).

La patogénesis de la enfermedad es poco entendida y durante los afios 70,
la mayoria de los efectos de la enfermedad fueron atribuidos a la endotoxina
circulante, sin embargo estudios realizados por diferentes grupos de
investigadores (3) en los Estados Unidos parecen indicar que no son debidos a
€ésta.

Hoffman (3,17,18) ha propuesto que las manifestaciones de la enfermedad,
pudieran ser causadas por metabolitos del dcido araquidonico, radicales libres de

oxigeno y otros radicales libres de las células mononucleares, principalmente los



macrofagos. Por lo tanto, los pacientes que desarrollan una enfermedad grave
deben haber ingerido un niimero muy grande de bacilos, que dentro de los
macréfagos originan la produccion de una serie de mediadores y un factor
supresor. Los mediadores causan las manifestaciones de la enfermedad y el factor
supresor, lo lleva a Ia inmunosupresion y virtual reproduccion incontrolada de .
phi, que a su vez liberan endotoxina intra y extracelularmente, aumentan los
mediadores y una mayor inmunosupresién, lo que finalmente Ileva al individuo a
la muerte (3,17,18).

FACTORES DE VIRULENCIA:

El término "patogenicidad” generalmente es aceptado para indicar la
capacidad potencial de un microorganismo de producir una enfermedad en un
organismo susceptible, mientras que "virulencia" se refiere al grado de
patogenicidad dentro de un grupo o especie. Asi, es posible hablar de cepas
avirulentas, virulentas, altamente virulentas etc., dentro de grupos o especies.
Factor de virulencia, se refiere generalmente a las caracteristicas de una bacteria
que le permite ser patogena y cuya pérdida por mutacién etc., causa la pérdida o
reduccidn de la virulencia.

Una etapa crucial en la patogénesis de bacterias enteroinvasivas, es la
capacidad de éstas para penetrar la capa de células epiteliales en la mucosa del
intestino. Para estudiar las caracteristicas de las propiedades enteroinvasivas en
bacterias tales como Shigella spp (19,20,21), Escherichia coli (22,23) y
Yersinia enterocolitica (24), se han realizado numerosos trabajos en los cuales

se ha podido establecer una buena correlacién entre la virulencia "in vivo" y la



invasién en cultivo de células HeLa o HEp-2 (27).

En la mayoria de las bacterias estudiadas su capacidad para invadir esta
asociada con plasmidos. Los mecanismos invasivos de bacterias como §. typhi en
cambio, han sido poco documentados (27). Se ha reportado que las cepas de 5.
typhi aisladas de sangre de pacientes con fiebre tifoidea, contienen el antigeno Vi
(25), sin embargo su participaciéon en la virulencia no parece estar relacionada
con la capacidad de la bacteria para invadir las células epiteliales, sino mas bien,
como un factor protector de la accion de los anticuerpos y el complemento, sobre
el antigeno "0O" (26,27).

En experimentos de invasividad "in vitro" con Salmoenella typhimurium a
células Hela, usando cepas sin movilidad, no se estableci6 el contacto entre las
dos células. La invasion solo se logré al ser centrifugadas, dejando ver que la
movilidad es importante para poder establecer el primer contacto "in vivo" con
las células epiteliales y su posterior invasion. Para S. #yphi, se requiere una
movilidad intrinseca e intacta, como lo establecieron los experimentos reatizados
por Liu y cols (27), dicha movilidad no puede ser sustituida por fuerzas
mecdnicas.

Los flagelos, que presentan el antigeno "H" (Ag H) en su superficie,
parecen ser ventajosos para la bacteria, principalmente en los fendmenos de
adherencia e invasion "in vitro" (28,29,30). Sin embargo, su participacion "in
vivo" no ha podido ser aclarada. Carsiotis y Weinstein (28) observaron que cepas
de S. typhimurium flageladas, son mas virulentas para el ratéon (modelo
experimental que presenta un cuadro muy parecido a la fiebre tifoidea en
humanos) y tienen una mayor capacidad de sobrevida en macréfagos; sin
embargo, tanto las cepas flageladas como las no flageladas fueron igualmente

capaces de colonizar el tracto gastrointestinal.



La movilidad "in vivo" parece ser irrelevante como factor de virulencia e
invasividad, ya que cepas moviles de S. typhimurium, son inmovilizadas por la
viscosidad del moco en el epitelio gastrointestinal (31). Elsinghorst y cols (32)
clonaron una region del cromosoma de S. &yphi que confirié a una cepa de E. coli
HB101 la capacidad de invadir células Henle-407. Galan y Curtis (33) mostraron
que la adherencia y la invasividad son fendémenos independientes y clonaron un
grupo de genes de §. gyphimurium (inv A, B, C y D), los cuales estan
relacionados con la capacidad de la bacteria para invadir tejido intestinal.
Recientemente estos mismos autores reportaron que existe una alta similitud en la
secuencia de éstos penes para diferentes especies y serotipos de Salmonella,
incluyendo S. #yphi. Utilizando mutantes encontraron que éstos genes, eran
funcionales en todas las especies analizadas (34).

Se han reportado numerosos factores del crecimiento que estan
involucrados en la virulencia de microorganismos. La obtencién y metabolismo
del hierro es un factor que controla la multiplicacién de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae en los tejidos (35). El género salmonella utiliza sideréforos
como la enteroquelina y aerobactina, para la trasferencia del hierro al interior de
la célula, y se piensa que éste interviene en el control de la multiplicacién de S.
yphimurium en el liquido peritoneal y posiblemente en liquidos intersticiales,
pero no en células fagociticas del higado y bazo.

La presencia de mecanismos que permitan superar la inhibicion del
crecimiento en condiciones de baja concentracion de hierro, parecen ser cruciales
para la multiplicacion de S. typhi en el espacio subepitelial y asi alcanzar el
namero necesario para invadir la sangre y el sistema reticulo endotelial.
Fernandez-Beros (36) reporto que bajo estas condiciones, en . fyphi se induce la
sintesis y expresion de algunas proteinas de membrana externa, como la

enteroquelina que facilitan la obtencidn de éste elemento.



Las mutaciones que afectan la sintesis de purinas o de vitaminas tales
como la B1, también causan una disminucion en la virulencia de S. fyphi (35), al
igual que en los requerimientos del acido paramino benzoico (PABA). El PABA
participa en la biosintesis de compuestos aromaticos por intermedio del acido
corismico, ademas es el precursor del acido folico. Los vertebrados no pueden
sintetizar el acido folico, por lo tanto lo tienen que obtener a través de la dieta;
por el contrario, microorganismos como Escherichia coli y Salmonella no
pueden asimilar el acido félico y lo tienen que sintetizar a partir del PABA,
pteridina y acido glutamico (35).

En S yphimurium y S. dublin (37,38,39), se encontré que el bloqueo
completo de la sintesis del acido corismico por insercion de un transposén y una
mutacion secundaria en el gen aro-A, causé la pérdida de su capacidad para
producir infeccion en el raton. Resultados similares han sido reportados también
para S, typhi (40).

Otra molécula relacionada con la virulencia es el lipopolisacarido (LPS)
que es la endotoxina presente en la pared celular de las bacterias Gram negativas.
Su toxicidad y la respuesta a sus efectos mds evidentes son: fiebre y la alteracion
de la permeabilidad capilar.

La molécula de LPS ocupa aproximadamente el 45% de la superficie de la
membrana externa y esta estructuralmente compuesta de tres regiones: una de
naturaleza lipidica (lipido A), que es responsable de los efectos toxicos del LPS y
dos regiones de naturaleza polisacaridica, la region "core" y las cadenas laterales
o antigeno "O" que dan la especificidad seroldgica del complejo. El lipido A de
Salmonella, es un glicofosfolipido, constituido por unidades en cadena de
disacaridos de B-1-6-D-glucosamina, conectados por medio de puentes de
fosforo beta 1-6 y de fosfopirofosfatos-1-4, que tienen todos sus grupos
hidroxilos substituidos. Uno de los substituyentes es el polisacarido del LPS y el



otro son acidos grasos de cadena larga. El acido 2-ceto-3oxi-D-monooctanoico o
KDO, sirve como puente de union entre el lipido A (del cual se considera parte) y
la region polisacaridica.

La composicién de la region "core" es relativamente constante y se ha visto
que cinco aziicares son comunes a todas las cepas silvestres de salmonella lisas, y
también esta presente en ciertas mutantes rugosas las cuales han perdido sus
antigenos "O" especificos. En un LPS determinado, todas las cadenas laterales
contienen la misma secuencia de repeticion, en la cual la subunidad es un tri, tetra
o penta-sacarido lineal. Las cadenas varian en longitud (ain en el mismo
organismo), promediando mas de 40 unidades de repeticién. El antigeno "O" es
asi, una maraiia de cadenas polisacaridicas, unidas al lipido A por medio de la
region "core" y la porcion hidrofdbica (lipido A) que se encuentra embebida en la
membrana externa (41).

El LPS puede activar la via clasica del complemento sérico a través de la
unidn del lipido A a Clq o por la via alterna, uniéndose directamente a C3. En el
caso de Salmonella se ha visto que las cadenas laterales de polisacéridos,
recubren las moléculas activadoras (42,43).

Se ha mostrado que el antigeno "O" aumenta la virulencia de la bacteria.
En el modelo murino, S. phimurium es resistente a la accién del complemento,
ya que el antigeno "O" previene la integracion del complejo litico de ataque a la
membrana (MAC) en su superficie (44). En estudios realizados con cepas
mutantes de S. yphimurium galE, que carecen de Ag "O", pero lo sintetizan
parcialmente en un medio que contiene galactosa, se vid que estas cepas
despiertan una respuesta inmune especifica y ademas son avirulentas (45,46). Sin
embargo Hone en 1988, demostré que una mutante de S. gyphi gal E fue capaz de

causar la enfermedad en humanos (47).
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Evidencias experimentales indican que el Ag "O" afecta la virulencia
principalmente por modular la activacion del complemento y la fagocitosis en los
tejidos del hospedero. Sin embargo, un estudio reciente realizado en ratones con
Salmonella choleraesuis, parece indicar que su principal papel como factor de
virulencia, es el de facilitar su sobrevivencia en el tracto gastrointestinal y su
entrada a los tejidos (48).

Los mecanismos que presentan microorganismos intracelulares para poder
sobrevivir en células fagociticas, son considerados factores muy importantes de
virulencia. Entre éstos podemos seiialar; el escape del fagosoma hacia el
citoplasma por Tripanosoma cruzi , la resistencia o inactivacion de los
intermediarios del oxigeno y enzimas lisosomales por Mpycobacterium
lepraemurium o mecanismos que impiden el estallido respiratorio completo por
Toxoplasma gondii (49), y la inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma por
Mpycobacterium tuberculosis (50).

Los estudios realizados para tratar de dilucidar los mecanismos por los
cuales Salmonella evade la accion microbicida de los macréfagos han sido
realizados principalmente en el raton. En dichos estudios, se ha observado que S.
typhimurium es capaz de inhibir la fusion fagolisosomal (50) y que dicha
inhibicién, se presenta s6lo cuando el microorganismo es viable; no requiere de
un LPS completo, ni es afectado por la opsonizacion con suero normal. Joiner y
cols (51) mostraron que salmonellas opsonizadas con moléculas C3 del
complemento, o inmunoglobulinas G, influencian la fusion con granulos
neutréfilos pero no con los azuréfilos. Al parecer la interaccion ligando-receptor
mantiene alejado a los fagosomas que contienen salmonella apartados del
lisosoma secundario, de esta manera, contribuye a la sobrevivencia intracelular
observada en salmonellas opzonizadas (50).

La capacidad de la bacteria para sobrevivir en macré6fagos depende de la

11



procedencia de las células; se ha visto un mayor crecimiento en macréfagos
esplénicos que en macrofagos peritoneales, lo cual concuerda con que el bazo es
un sitio muy importante de infeccién y replicacion de Salmonella, pero también
depende de factores genéticos propios de la bacteria (49).

En 8. typhimurinm se encontré que mutaciones en el locus regulador phoP
(que codifica para una fosfatasa acida periplasmica), la convierten en avirulenta.
Este locus esta compuesto de dos genes, phoP y phoQ, presentes en un operén y
regulan la expresion de genes involucrados en la virulencia, estos genes codifican
proteinas de superficie, aumentando su resistencia a factores microbicidas de los
macroéfagos (52,53).

Diversas proteinas de membrana externa (PME), se han descrito estar
involucradas en la patogenia de bacterias. Algunas PME de S. fypliimurium son
téoxicas para macrofagos y son capaces de reducir la fagocitosis y la muerte
intracelular de las bacterias, en concentraciones subtoxicas (54,55). También
pueden activar al complemento por la via clasica y la alterna (56). Cuando se
unen a leucocitos polimorfonucleares de humancs, alteran la integridad de su
membrana y su actividad funcional (57), asi mismo parecen estar relacionadas

con la adherencia de las bacterias a células epiteliales (133).

VYACUNAS EXPERIMENTALES Y RESPUESTA INMUNE

A partir de 1896, fecha en que Pfeifer y Kolle (3) hicieron la primera
vacuna para la fiebre tifoidea para uso en humanos (a base de organismos
muertos por calor), comenzaron también a aparecer en la literatura, reportes

contradictorios acerca de los mecanismos fundamentales de la respuesta del
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hospedero a la infeccién y como consecuencia, la clase de vacuna que debe ser
usada para desarrollar una respuesta inmune protectora sin la presencia de efectos
secundarios indeseables.

Existen en la actualidad varios preparados antigénicos de Salmonella
typhi, como posibles candidatos para producir una vacuna contra la fiebre
tifoidea y la mayoria de ellos, han sido probados con buenos resultados en
modelos animales. Entre estos podemos mencionar antigenos como el LPS,
Ag"O", Ag"H", Ag"Vi", fracciones subcelulares, extractos protéicos crudos y
proteinas que se encuentran en la membrana externa.

Se acepta en general que la inmunizacién activa de humanos 6 animales de
experimentacion, con endotoxina purificada o con la bacteria completa, induce la
produccién de anticuerpos especificos dirigidos principalmente contra la region
oligosacaridica (41). Diversos investigadores (58,59), han reportado que el LPS
se encuentra asociado a proteinas (60). Morrison y Killion (61) lograron proteger
ratones C3H/Hel (que son hipersusceptibles a la infeccién con salmonella e
hiporrespondedores al LPS), a retos posteriores con la bacteria, empleando un
complejo de LPS-proteina.

El Ag"O" también ha sido empleado para inducir proteccién, Nakano y
Saito (62) indican que los anticuerpos dirigidos conira éste, no tienen un papel
importante para conferir. proteccion. Sin embargo, Svenson y cols. (63)
reportaron que algunos conjugados de sacaridos representativos del Ag"O", de
diferentes serotipos de Salmonella, unidos covalentemente a diferentes proteinas
acarreadoras, confieren proteccion serotipo especifica en conejos y dicha
proteccion puede ser transferida a ratones por medio de suero hiperinmune. En
otra serie de experimentos empleando un anticuerpo monoclonal dirigido contra
el determinante antigénico serogrupo especifico "O4", se pudo proteger a ratones

contra un reto con Salmonella typhimurium, enfatizando estos resultados la
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importancia de estudios estructurales y conformacionales en antigenos de
naturaleza sacaridica, para identificar los epitopes importantes inductores de una
inmunidad protectora (3).

Murphy y cols (173) midieron la respuesta inmune celular contra el
polisacérido "O" (OPS), de S. typhi, S. enteritidis y S. thompson, en individuos
sanos, en vacunados con . &yphi Ty21a o recuperados de la enfermedad en los
Estados Unidos, asi como chilenos que tuvieron la enfermedad e individuos sanos
sin antecedentes de la enfermedad o de haber sido vacunados. No encontraron
inmunoconversion en los individuos residentes en Estados Unidos vacunados o
recobrados de la infeccion. En los chilenos la respuesta al OPS fue mds alta que
en los individuos de Estados Unidos, pero la prueba no fue capaz de discriminar
entre los testigos y los que se recuperaron de la enfermedad.

Por otra parte, diversos estudios realizados por Eisenstein y cols. (64,65)
en el modelo murino, indicaron que la respuesta de hipersensibilidad retardada
(RHT) dirigida contra la salmonella virulenta, presenta una marcada diferencia
entre las distintas cepas de ratones. Este grupo de investigadores concluyd de
estos experimentos, que la diferencia estd relacionada con la resistencia o
susceptibilidad innata del raton a la infeccion con la salmonella virulenta, pero no
a la ausencia o presencia de reactividad al LPS. La anergia observada no fue
causada por una sobredosis en las cepas de ratones no respondedores y se puede
presentar en cepas respondedoras junto con una inmunidad protectora, si la dosis
inmunizante de la vacuna es baja. Estos estudios parecen indicar que la prueba
para medir RHT o que por si misma ésta pueda no ser un método sensible para
evaluar la inmunidad celular inducida por un antigeno contra la fiebre tifoidea.

Otro antigeno ampliamente estudiado como candidato para producir una
vacuna protectora, ha sido el antigeno flagelar "H". Sin embargo, se ha podidd

demostrar en modelos experimentales, que no participa directamente para
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generar una inmunidad protectora, ya que chimpancés inmunizados con una cepa
rugosa de S. fyphi, presentaron niveles altos de anticuerpos antiflagelares, los
cuales no correlacionaron con la proteccion (66). También se ha demostrado en
ratones inmunizados con cepas sin flagelos de S. fyplti, una protecciéon similar a
la presentada por animales inmunizados con la cepa movil (67).

El antigeno "Vi", es un polisacirido capsular que se encuentra
exclusivamente en las cepas de S. fyphi; estructuralmente estd constituido del
1,4,2,deoxi-2-N acido acetilgalacturdnico (68). Los estudios realizados tanto en
animales como en humanos han mostrado que las cepas Vi(+), son mas virulentas
que las cepas Vi (-) (5,69). Sin embargo, numerosos trabajos indican que no
existe una relacién entre los anticuerpos séricos anti-"Vi" y la susceptibilidad o
resistencia para adquirir la enfermedad (5,69,70,71,72).

Los estudios que indican una falta de correlacion entre los anticuerpos
séricos anti "Vi" y la proteccion a la enfermedad parecen ser debidos a la forma
de extraccién del antigeno empleado como inmundgeno. Recientemente Robbins
(68) mostr6 que si al preparar el antigeno "Vi" se emplean condiciones
desnaturalizantes se reduce su inmunogenicidad. Sin embargo cuando este
investigador lo purificd sin desnaturalizarlo, pudo proteger a ratones frente al
desafio con una dosis letal de S. typhi.

Estudios realizados en humanos empleando antigeno "Vi" no
desnaturalizado, demostraron la presencia de titulos altos de anticuerpos anti-Vi,
mismos que correlacionaron con la proteccion (73,74).

No obstante los resultados antes mencionados se ha cuestionado mucho el
empleo del Ag"Vi" como vacuna, ya que su naturaleza polisacaridica, le confiere
una propiedad de antigeno timo independiente, igual que sucede con el antigeno
"O" y el OPS. Este hecho como es sabido, da lugar a que no se presente memoria

inmunoldgica y por lo tanto no se genere proteccion de larga duracién. Para
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salvar este obstdculo se ha conjugado covalentemente con proteinas acarreadoras,
con el fin de inducirse T-dependencia (75,76,68). Sin embargo otros estudios
sefialan que la participacion del antigeno Vi en la proteccion no parece ser
esencial, ya que se ha logrado inducir proteccion satisfactoria con cepas carentes
del Ag"Vi" (3) v, estudios realizados en humanos voluntarios con una variante
Vi(+) de la cepa Ty21, no mejord la proteccion conferida con la cepa Vi(-) y
tampoco se pudo mostrar la presencia de anticuerpos dirigidos contra este
antigeno en las personas vacunadas (77).

Fracciones ribosomales empleadas como vacunas, fueron reportadas por primera
vez por Youmans y Youmans en 1965 (78) con Mycobacterium tuberculosis.
Desde entonces, diferentes estudios han sugerido la accién protectora de dichas
fracciones en diversos microorganismos.

Numerosos antigenos de origen similar han sido derivados de Salmonella
typhimurium (79,80,81,82). Molinari y Larralde (83) y Smith (81), reportaron la
induccién de proteccion en ratones inmunizados con fracciones ribosomales de .S.
typhimurim. Posteriormente se mostré que las fracciones ribosomales de S. typhi
también fueron capaces de inducir una buena proteccion en el modelo murino y
pruebas de tolerancia con esta vacuna realizadas en humanos voluntarios,
mostraron una baja induccidn de efectos secundarios (84).

En ninguno de los casos sefialados, el componente antigénico fue
quimicamente identificado, existiendo un considerable desacuerdo entre diversos
grupos que intentaron caracterizar dicho componente en S. fyphimurium
(85,79,80,86,87,81,88).

Se propusieron como candidatos: las proteinas ribosomales, el dcido
ribonucleico (ARN) ribosomal, una mezcla de los anteriores, etcétera;, sin
embargo Eisenstein y cols (85,89) reportaron que el antigeno "O" junto con las

proteinas de membrana externa que se encontraban contaminando dichas
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fracciones, eran las responsables de la inmunidad conferida, lo cual fue
confirmado posteriormente por otros investigadores (86,90).

Los trabajos realizados por Molinari y cols.(91) empleando complejos
antigénicos de S. typhimurium y 8. typhi (pricticamente exentos de pared
celular y de acido deoxirribonucleico (ADN), asi como de fosfolipidos),
mostraron que dichos extractos, fueron capaces de inducir una respuesta inmune
protectora del 100% en ratones. Estas vacunas también fueron mejor toleradas
por humanos voluntarios que la vacuna tifoidica inactivada con fenol. En estos
trabajos no se identifico cual o cuales componentes eran los responsables de la
proteccion inducida.

Por otra parte Schlecht y cols. (92) reportaron que un extracto proteico
libre de LPS proveniente de cepas mutantes-R de S. typhimurium, S. minnesota
y 8. dublin, asi como de la forma § de S. &yphimurium, fueron capaces de
indueir respuesta inmune protectora contra la infeccion experimental. La
purificacién de dicho extracto por cromatografia de intercambio idnico y/o
filtracion en gel, indujo menor proteccion que la generada por el extracto total.
Por otro lado, al ser reconstituidas estas fracciones con LPS y con fosfolipidos se
aumentd su eficacia protectora (58,92).

Recientemente se han propuesto a las proteinas de membrana externa
(PME), como posibles candidatos para producir una vacuna, ya que su
participacion en la relacion hospedero-parasito es clave. Estas proteinas
participan en los mecanismos de adherencia e invasividad, asi como, en la
resistencia de la bacteria a los efectos bactericidas del suero, entre otros
(53,54,56,57).

Estudios realizados en el ratén, mostraron que la inmunizacién con PME
de Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis protegieron a los animales de la

infeccion causada por estas bacterias (93,94). Las PME obtenidas de otros
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microorganismos gram negativos, tales como Haemophilus influenzae (95),
Shigella flexneri (96) y Pseudomona aeruginosa (97), también indujeron una
respuesta protectora en animales de experimentacion, resultados similares han
sido reportados también en el raton para S. typhimurium (98,99).

Se pensd que los anticuerpos séricos dirigidos contra PME, eran los
responsables de la proteccion durante la primera fase de la infeccién (primeros 10
dias), ya que se pudo transferir la proteccion por medio de suero hiperinmune de
conejo al ratén, dicha proteccion se perdid cuando el suero fue adsorbido
previamente con PME de S. gyphimurium (101), y de S. typhi (100).

Muchos de los estudios encaminados a dilucidar el papel de los antigenos
proteicos en la proteccién contra la enfermedad, han empleado extractos
contaminados con diversos componentes celulares de naturaleza no proteicas
tales como: LPS, fosfolipidos y dcidos nucleicos (102,103,91).

Kuusi y cols (101), buscando los antigenos responsables de la proteccion
en un extracto crudo de PME, purifico las proteinas, eliminando al maximo las
impurezas de LPS y fosfolipidos; sus resultados en experimentos de inmunizacién
pasiva indicaron que la pérdida principalmente de LPS en el extracto, redujo la
capacidad protectora del suero, la cual fue restaurada cuando se empleé como
vacuna las PME reconstituidas con LPS. De estos mismos experimentos se
concluyé que la proteccion no fue mediada por anticuerpos dirigidos contra el
LPS, ya que su previa adsorcion no indujo pérdida de fa proteccion, ademds de
que la cepa rugosa de S. fyphimurium empleada para la inmunizacion, carecia de
la region del Ag "O", la cual es reconocida como la inductora de anticuerpos
protectores (104,105).

Otros estudios (106) también indicaron que la respuesta protectora esta
dirigida contra PME y no contra la fraccion de LPS. Las PME de cepas rugosas y

lisas de S. yphimurinm, inducen una respuesta protectora similar, sin embargo,
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la cepas lisas parecen inducir una respuesta mas duradera (106). Al parecer, la
influencia del LPS en la respuesta inmune puede ser por dos mecanismos.
Actuando como un adjuvante, aumentando la respuesta inmune contra las PME
(107,108), y/o formando un complejo antigénico inmunodominante de LPS-
proteina presente solo en la forma nativa (109,110).

Las proteinas de membrana externa también pueden inducir una respuesta
de hipersensibilidad tardia (RHT) en ratones, indicando la presencia de una
respuesta inmune celular (IMC). Hasta el momento no ha sido reportada ninguna
otra vacuna no viable (excepto la vacuna ribosomal) capaz de generar dicha
respuesta (IMC) (111,112), lo cual las hace candidatas idénea y pone de
manifiesto la posible participacion tanto de la inmunidad humoral como celular en
la respuesta protectora (106).

Estudios recientes encaminados a identificar el componente o componentes
de PME involucrados en la proteccion, han mostrado que las porinas podrian ser
uno de estos (106), pudiéndose emplear como antigeno libre de LPS para generar
una RHT en el modelo murino (113). Sin embargo, el LPS parece ser importante
en las porinas para que se genere una adecuada proteccioén (106). No obstante,
otros estudios han reportado que porinas practicamente exentas de LPS, pueden
inducir una respuesta protectora en el modelo murino (100).

La aparente necesidad del LPS en las PME puede ser un serio
inconveniente, debido a sus propiedades pirogénicas y su toxicidad. Sin embargo,
pueden ser aplicados estudios conformacionales , para substituir el LPS con otras
moléculas menos toxicas, conservando su capacidad protectora como ya han sido

desarrollados con otros antigenos (114).
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VACUNAS EMPLEADAS EN HUMANOS

VACUNAS PARENTERALES:

En las décadas de 1950 y 1960 la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), auspici6 una serie de pruebas de campo en varias ciudades, con el fin de
evaluar la eficacia de vacunas parenterales contra la fiebre tifoidea, empleando al
microorganismo completo en forma no viable.

En 1957 los resultados de la prueba de campo realizada en Yugoslavia
mostraron que la vacuna inactivada por calor y preservada en fenol (vacuna L),
fue superior para conferir proteccion comparada con una vacuna inactivada y
preservada en alcohol (115,116).

Estudios posteriores realizados por la OMS, esta vez comparando la
eficacia protectora de la vacuna L con la inactivada con acetona (vacuna K),
fueron realizados en Yugoslavia y Guyana (117,118), La vacuna K se probé
también en Polonia y la L en la URSS (119,120). Los resultados mostraron que
ambas vacunas confirieron una proteccion significativa; en todas las pruebas de
campo efectuadas la vacuna K, indujo una proteccion significativamente mas alta
(86%} que la vacuna L (66 %) (121).

A pesar de los resultados arriba sefialados las vacunas parenterales no son
empleadas comunmente por la mayoria de los paises en programas sistematicos
para controlar la fiebre tifoidea, con excepcion de Tailandia (122); debido a las
reacciones adversas reportadas en estos estudios (117,120). Pero cuando son

aplicadas la vacuna que normalmente se encuentra disponible es la L (121).
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VACUNAS ORALES CON EL, MICROORGANISMO INACTIVADO:

A pesar de que se ha mostrado que las vacunas orales a base del
microorganismo completo en forma no viable, no inducen la presencia de efectos
secundarios colaterales tan severos como las parenterales; su eficacia en estudios
realizados con voluntarios humanos y en pruebas de campo en zonas endémicas,
han mostrado su baja capacidad para inducir una adecuada proteccién a la
enfermedad, por lo que las investigaciones sobre este tipo de vacunas

practicamente han sido abandonadas (123,124).

VACUNAS ORALES ATENUADAS:

Germanier y Firer (125) desarrollaron una vacuna oral, empleando una
cepa de S. typhi Ty2la, la cual fue evaluada por Wahdan y cols. (126) con una
prueba de campo efectuada en Alexandria, Egipto.

En esta prueba la vacuna se administré oralmente 3 dias consecutivos y
antes de ingerir la vacuna los individuos tomaron una tableta de 1.0 g de
NaHCOj5 para neutralizar la acidez gastrica. Esta vacuna no indujo reacciones
secundarias notables y durante al menos 36 meses la proteccién conferida fue del
96% (126).

Una vez que se establecid Ia eficacia y estabilidad biolégica de la vacuna
Ty21a en Egipto; se comenzo en Suiza a producir una vacuna comercial a base de

capsulas de gelatina con bicarbonato que contenian a la bacteria liofilizada (121).
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Sin embargo estudios realizados por Hirschel y cols (127) y pruebas de campo
efectuadas en Chile (121), establecieron su pobre eficacia para inducir proteccién
substituyéndose finalmente su produccion por la presentacion de capsulas
entéricas. Con ésta presentacion en Chile se establecid que tres dosis
administradas durante una semana, indujeron una proteccion de 69 % por lo
menos durante 4 afios (128).

Los diferentes niveles de proteccion obtenidos en los estudios de Egipto y
Chile pueden ser el resultado de numerosos factores tales como: Diferencias
genéticas entre ambas poblaciones, la incidencia de la enfermedad, la cual puede
ser aproximadamente del doble en chile, expresion de diferentes antigenos por
parte de la bacteria en zonas endémicas etc. Sin embargo, estudios recientes
parecen apuntar a la presentacion de la vacuna como el mas importante (129).

Levine y cols (129) en una prueba de campo comparando los efectos
protectores de la presentacion de la bacteria en cdpsulas entéricas con la forma
liquida, encontré que la ultima fue superior principalmente en nifios con edades
de 5 a 9 afios (82.3 %), asi como en nifios mayores de 10 afios (69.3 %).

El intervalo de confianza del 95 % mostro que el 82.3 % se sobrelapd con
el 96 % encontrado en Alexandria, Egipto. Se han propuesto varias causas que
podrian explicar las diferencias en la capacidad protectora de ambas
presentaciones de la vacuna: como es el caso de que en la presentacion liquida el
microorganismo se encuentre completamente rehidratado al momento de ser
ingerido, lo que puede favorecer un comportamiento mdas parecido al de la
infeccion natural en el intestino, que cuando éste es liberado de la capsula
entérica y se pone en contacto directamente con los acidos biliares, enzimas
digestivas, etc; ademads, una presentacion liquida permite poner en contacto a la
bacteria con las amigdalas (un 6rgano del sistema inmune), lo cual no ocurre en la

presentacion entérica.

22



Los resultados preliminares de otra prueba de campo realizada en Plaju,
Indonesia mostraron una ligera superioridad de la vacuna en presentacion liquida
que en la forma entérica, pero estos valores no fueron significativos. Una posible
explicacion a estos resultados, con los encontrados por el grupo de Levine podria
ser la mayor incidencia de la enfermedad en Indonesia, asi como, variaciones en
el esquema de inmunizacién empleado (129).

Datos definitivos de esta ultima prueba, asi como de otras realizadas en
diferentes paises, son necesarios para poder establecer la importancia de la
presentacion liquida de la vacuna Ty21a, para conferir una proteccion adecuada
contra la fiebre tifoidea.

Por otra parte, la técnica inespecifica por la cual la cepa mutante de S.
typhi Ty2la fue originada con el agente quimico N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (125), pudo provocar una serie de mutaciones no controladas,
aparte de la deficiencia en la UDP-glucosa-4-epimerasa; la cual es una de las
principales razones, para que no sea aceptada como vacuna en muchos paises.
Ademas, se ha reportado que la cepa Ty 21a mantenida en el laboratorio, puede
presentar otras mutaciones ya que al revertir la mutacién original, la vacuna
continua avirulenta (133,134), lo cual indica su poca estabilidad genética y podria
ser un factor mas que explique las diferencias encontradas en diversos estudios.

En la década de los 80, métodos modernos de manipulacion genética
permitieron desarrollar cepas mutantes de S. fyphi atenuadas con alteraciones
genéticas bien definidas. La cepa 541 Ty, fue generada por Stocker y cols (132)
de una cepa silvestre de S. typhi, que presenta una delecion de dos genes
separados, cada uno, caracterizados previamente en S. typhimurium. La
mutacién en el gene aro A cred un requerimiento para numerosos compuestos

aromaticos tales como: el acido P-amino benzédico y el acido 2,4-dihidrobenzdico,
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los cuales no son metabolitos presentes en los tejidos de los mamiferos. La
segunda, en el gene pur A generd un requerimiento especifico para adenina (o un
compuesto asimilable tal como la adenosina). La cepa 543 Ty es una mutante
espontanea de 541 Ty y carece del Ag Vi (132).

Los resultados preliminares de un estudio realizado en humanos con estas
dos vacunas, mostraron que son seguras en administracion oral y fueron capaces
de inducir una respuesta inmune celular. Sin embargo, no indujeron una respuesta
humoral adecuada (133).

Un estudio realizado por O'Callaghan y cols.(134) con una mutante similar
de S. typhimurium, mostrd que la doble mutacion origind una vacuna inefectiva
administrada oralmente o por via intravenosa, ain cuando la bacteria sobrevivid
por largos periodos en el bazo e higado de los ratones. Mientras que la cepa con
una sola mutacion en el gene aro A mostrd ser una buena vacuna por via oral o
intravenosa.

De los trabajos anteriores asi como el realizado por el grupo de Linde y
cols (135), se puede sugerir, que la doble mutante empleada en los estudios con
humanos, estuvo sobre atenuada y es necesario realizar un estudio con una cepa
que solo exprese una mutacion para establecer su valor real como medida
profilactica.

Debido a que las vacunas orales han mostrado ser bien toleradas y capaces
de inducir una respuesta inmune humoral y celular (121), se han empleado
también para producir vacunas bivalentes que expresen antigenos de otras
especies. La cepa S. typlhi Ty21a ha sido modificada para expresar antigenos "O"
de Shigella sonnei (136), 1a subunidad B de la enterotoxina termolabil de E. coli
(137), o antigenos de Vibrio cholerae (138) entre otros. La vacuna bivalente .
typhi/S. sonnei, fue sometida a extensas pruebas clinicas en humanos, mostrando

ser segura, inmunogénica y protectora (aunque algunas variaciones de lote a lote
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fueron descritas) (139,140,141). La>vacuna Ty2la expresando Ag "O" de V.
cholerae, también fue bien tolerada y estimuld la sintesis de anticuerpos
sistémicos y a nivel intestinal, tanto para S. fypfti como para V. cholerae (138).

Una de las posibles ventajas que pueden presentar las vacunas preparadas
a partir de bacterias manipuladas genéticamente, es que las cepas resultantes
muestran una estructura antigénica muy similar a la de la bacteria normal. Sin
embargo, para este tipo de vacunas también se han descrito la aparicion de
mutaciones secundarias cuando son mantenidas en el laboratorio (142).

Los estudios mencionados, indican que tanto la respuesta inmune humoral
(RIH) como la celular (RIC) estan participando en la proteccion del individuo
contra la fiebre tifoidea. Sin embargo, en la actualidad no se cuenta todavia con
una vacuna ideal en contra de la enfermedad, que proteja al individuo durante un
periodo largo y no genere efectos secundarios severos.

Hasta el momento las vacunas administradas por via oral o parenteral
inducen una respuesta protectora variable y de corta duracion, Ademds, se
conoce poco acerca de los mecanismos protectores, asi como de los antigenos
involucrados, ya que en la mayoria de los estudios se han empleado extractos
antigénicos crudos o la bacteria completa.

Por otra parte, se¢ ha observado que los individuos con antecedentes de
ficbre tifoidea poseen una menor tendencia para adquirir nuevamente la
enfermedad. Numerosos trabajos en el modelo murino y en el humano, han
reportado algunos antigenos proteicos como los involucrados en la proteccion;
por lo tanto, se podria pensar que las fracciones de un antigeno proteico crudo de
Salmonella typhi que sean reconocidas con mayor frecuencia por ambas
respuestas (RTH y RIC) en estos individuos, estén involucradas en la proteccion
frente a la enfermedad.

La identificacién y caracterizacién de estos antigenos, podria servir para
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istrumentar estudios epidemiologicos; asi como para generar pruebas
inmunologicas adecuadas, que permitan evaluar de una manera rapida y eficaz, el
poder protector de las vacunas experimentales contra S. typhi. Asi mismo, podria
ayudar a entender mejor el mecanismo para generar la proteccién y, por ende, la

creacion de una vacuna mas eficaz contra la fiebre tifoidea.
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HIPOTESIS

Los individuos que han presentado un cuadro de fiebre
tifoidea generan una respuesta inmune tanto humoral
como celular variable, a componentes proteicos de
Salmonella typhi. Se esperaria que algunos de estos
componentes, sean reconocidos con mayor frecuencia

por anticuerpos y/o linfocitos de estos individuos.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia con que son reconocidos diferentes
componentes de un extracto proteico de Salmonella typhi por
anticuerpos y linfocitos de individuos con antecedentes de fiebre

tifoidea.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar si en una poblacion abierta, es posible
diferenciar entre los individuos con antecedentes de fiebre tifoidea
e individuos sanos testigos, mediante el analisis de reconocimiento
antigénico, tanto por anticuerpos como por la respuesta inmune

celular.

2.- Determinar si en un mismo extracto antigénico, algunos de

sus componentes son reconocidos con mayor frecuencia por
ambas respuestas (RIC y RIH).
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MATERIALES Y METODOS.

GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO CON ANTECEDENTES DE FIEBRE TIFOIDEA (FT).- Este
grupo se conformd con 10 individuos de ambos sexos, cuyas edades fluctuaron
entre los 7 y 58 afios de edad. Estos ingresaron al Hospital General 20 de
Noviembre y fueron diagnosticados clinicamente y confirmados mediante
hemocultivo y/o coprocultivo positivo con fiebre tifoidea. Los pacientes
accedieron voluntariamente a participar en el estudio. Para el estudio se tomé una
muestra de sangre periférica en un periodo entre 2 a 8 meses después de haber

terminado el tratamiento.

GRUPO SIN ANTECEDENTES DE FIEBRE TIFOIDEA (TESTIGO).-
Se conformdé con 15 individuos de ambos sexos aparentemente sanos sin datos
clinicos de fiebre tifoidea al momento de tomar la muestra, cuyas edades
fluctuaron entre los 15 y 40 afios. Todos los integrantes de este grupo
manifestaron no haber presentado un cuadro de fiebre tifoidea en su vida y

tampoco de haber sido inmunizados para prevenir dicha enfermedad.



CEPA BACTERIANA

Se utilizo la cepa de S. yphi IM 1301, donada por el Dr. Guillermo
Alfaro, cuyas caracteristicas han sido previamente reportadas (143).

A partir de una colonia de S. typhi JM 1301, se obtuvo un precultivo de 12
hrs. en 10 mi de caldo de soya tripticasa (CST) (Bioxon de México); del cual se
transfirieron 3 ml a 300 ml de CST, incubandose 18 hrs. a 37°C. Este cultivo fue
sembrado posteriormente en 6 litros de CST y se mantuvo por 3 hrs en agitacion
a 1500 rpm a 37°C obteniéndose posteriormente el paquete celular por
centrifugacion a 700 x g durante 20 min a 4°C. El paquete celular fue
resuspendido en 300 ml de solucion salina isoténica (SSI) estéril, centrifugandose

nuevamente segiin las condiciones ya mencionadas.

ANTIGENOS

EXTRACTO PROTEICO ACETONICO (STA).

El extracto proteico crudo de la cepa de S. fyphi JM 1301, se obtuvo segin
el método descrito por Tato y cols (91). El paquete celular bacteriano siguiendo
la técnica descrita se resuspendid en 30 ml de acetona fria previamente
deshidratada con cloruro de calcio anhidro (CaC12) y se mantuvo en agitacion
durante 10 min, la suspension se filtré con papel Whatman No. 2 y se lavd con
acetona en tres ocasiones como ya se describio, posteriormente se agregaron 30

ml de cloroformo a la suspension y se filtré nuevamente. El sedimento obtenido
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fue colocado en forma dispersa en una caja de Petri en un desecador al vacio por
48 Iirs a temperatura ambiente.

Los polvos obtenidos fueron disueltos en 30 ml de una solucidn
amortiguadora de fosfatos 0.01M, pH 7.2 conteniendo cloruro de magnesio
(MgCly) 0.012M, sacarosa 0.25M, desoxicolato de sodio al 0.4% y cloruro de
potasio (KCl) 0.1IM (Merck de Meéxico), finalmente se agregd
desoxirribonucleasa I (Sigma Chemical, St. Louis Mo. USA) 20ug/ml, y se
mantuvo en agitacién a 37°C durante 1 hora en bafio Maria.

La solucion obtenida se dializd contra una solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS) 0.01M, pH 7.2 conteniendo KCIl 0.1M con cambios frecuentes
durante 5 dias. El material dializado se centrifugé a 14000 x g durante 15 min a
4°C, el sobrenadante obtenido se esteriliz6 por filtracion a través de una
membrana millipore 0.22 um y se le determiné la concentracion de proteinas por

el método de Lowry (144), almacenandose en congelacion a -20°C hasta su uso.

EXTRACTO PROTEICO OBTENIDO CON UREA (STB).

Se obtuvo también de la cepa de S. typhi IM 1301 segian el método
descrito por Schlecht y Bhatnagar (145). La bacteria se cultivo de acuerdo al
método descrito previamente, las células se cosecharon por centrifugacion a 700
x g durante 20 min a 4°C y se lavaron con trisma-base pH 7.2. Se realizé una
precipitacién en presencia de 15 ml de amortiguador 6M de urea conteniendo
10mM de tris-HCl pH 7.5 y 5mM de EDTA, por una hora en agitacion. El
extracto se dializ6 por 5 dias con cambios frecuentes contra agua desionizada,
posteriormente la suspension fue separada por centrifugacion a 34800 x g durante

60 min en una fraccion soluble y otra insoluble. La fraccién soluble se liofilizé y
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se resuspendié en un volumen final de 4 ml con agua desionizada. Se determind
la concentracion de proteina de acuerdo al método de Lowry, almacenandose a -

20 °C hasta su uso.

ELECTROFORESIS.

Se realizo una electroforésis para ambos antigenos (STA y STB) en un gel
de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), segin la técnica de Laemmli y cols (146).
Se utiliz6 un gel concentrador al 3.5% y un gel separador al 11%, ambos se
polimerizaron con persulfato de amonio y TEMED. Las muestras con los
antigenos se resuspendieron vol/vol en una mezcla de tris-HCI 0.05M pH 6.8,
SDS al 10%, glicerol al 10%, EDTA 0.001 mg, mercaptoetanol al 1% y azul de
bromofenol; la concentracion final de antigeno fue de 80 pg de proteina por cada
carril. Se corrid un carril con marcadores de pesos moleculares altos: Fosforilasa
b (97 kDa), Albumina Sérica Bovina (BSA) (67 kDa), Ovalbiimina (45 kDa),
Anhidrasa carbonica (31 kDa), Inhibidor de Tripsina (21 kDa) y Lactoalbimina
(Pharmacia, B.A), los cuales se utilizaron de acuerdo a las especificaciones de
fabrica.

El corrimiento del gel se realizé6 en una cémara de electroféresis (LKB
Bromma, Co. USA) en presencia de un amortiguador de tris 0.02M, glicina 0.15
M y SDS al 0.1%. El corrimiento se realizé a 20 mA para el gel concentrador y a
40 mA para el gel separador. Para observar el patrén de corrimiento fueron
utilizados indistintamente las técnicas de tincion con nitrato de plata y azul de

Coomasie.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Después de realizado el corrimiento electroforético para el antigeno STA,
se transfirio a un filtro de nitrocelulosa de 0.45 um segin el método de Towbin
(147). La transferencia se realizd en presencia de amortiguador tris-base 20mM,
glicina 150mM y metanol al 16% pH 8.3, por 1 hr 30 min a 4°C a 1 amperio, en
una camara de transferencia (Hoefer, Scientific Instruments Co. USA),
colocédndose el filtro de nitrocelulosa hacia el citodo y el gel SDS-PAGE hacia el
énodo, ambos cubiertos por tela Scotch-brite 3M y papel filtro.

El filtro de nitrocelulosa con el antigeno transferido se lavé con una
solucion de Tris-HC] 10mM, NaCl 150mM (TBS) y se bloqued con una solucion
de leche descremada al 5%-TBS (TBSL) pH 7.4 por 12 hrs. Posteriormente se
cortaron tiras de 2 mm de ancho y se lavaron por 5 min con TBS, cada tira se
incubd por 12 hrs a 4°C con 1 m! de plasma de ambos grupos, diluido 1:25 en
TBSL para detectar anticuerpos IgG 6 1:10 en TBSL para anticuerpos IgA e IgM.
Las tiras se lavaron 2 veces durante 5 min con TBS y se incubaron durante 12 hrs
a 4°C con anticuerpos de carnero anti-inmunoglobulinas humanas conjugados a
peroxidasa (IgG, IgA e IgM) (Zymed laboratories Inc. San Francisco, USA). Los
anticuerpos anti IgG y anti IgM fueron diluidos 1:3000 y los anti IgA 1:2000 en
TBSL. Transcurrido el periodo de incubacién, las tiras se lavaron 3 veces durante
10 min en TBS y 5 min en una solucién tris-HCI 10mM pH 6.8 (TB), se revelaron
con una solucién de 4-chloro-1-naphtol (Sigma Chemical,Co.) al 3%, metanol
vol/4vol en TB y 0.33 pl de H,O, al 30% durante 5 min a 1 hr. La reaccion fue
bloqueada con H,O.
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TINCIONES:

TINCION IRREVERSIBLE: El papel de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas fue tefiido sumergiéndolo en una solucion con 0.1% de amido negro
disuelto en 45% de metanol, 10% de acido acético y 45% de agua desionizada y
revelado con una solucién de metanol al 90%, acido acético al 2% y agua
desionizada al 8%, segin la técnica descrita por Towbin (147). La reaccion se
detuvo con agua, dichas tinciones fueron conservadas en la obscuridad, Opara

tener un patrén permanente de cada transferencia realizada.

TINCION REVERSIBLE: Para comprobar el corrimiento electroforético y
localizar exactamente las zonas en donde se encontraban presentes las proteinas,
el papel de nitrocelulosa fue tefiido reversiblemente por inmersién en una
solucion de amido negro 0.01% con acido acético 0.5% durante algunos
segundos, segun la técnica descrita por Lamb (148). Para quitar el colorante
residual y el SDS, el papel se lavé con cambios alternos de PBS (0.1M, pH=7.4)

y agua desionizada, hasta que quedaron completamente blancos.

PREPARACION DEL ANTIGENO EN SUSPENSION.

La electrotransferencia a papel de nitrocelulosa de los antigenos STA y

STB se realiz6 de acuerdo a la técnica ya descrita (147). Se incluy6 un carril con
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los marcadores de peso molecular y otro con los antigenos STA o STB los cuales
se tifieron de manera irreversible y se marcd sobre ellos el patrén de
fraccionamiento para cada antigeno. Este patron se conservé para establecer los
pesos moleculares de cada fraccion. El filtro de nitrocelulosa con el resto de los
carriles para ambos antigenos (STA y STB) fue tefiido de manera reversible, para
identificar de una manera segura las regiones y corroborar la similitud de
corrimiento en cada carril.

El antigeno STA se dividio en 18 fracciones y el antigeno STB en 16
fracciones de aproximadamente 40 mm? cada una. El testigo positivo se prepard
empleando papel de nitrocelulosa al cual se le adicioné 10 pg del antigeno STA o

2, respectivamente. El testigo negativo se prepard

STB completo por cada 10 mm
empleando membrana de nitrocelulosa sin antigeno.

Las fracciones obtenidas del antigeno STA, STB, el testigo positivo y el
testigo negativo, fueron tratadas segiin el método descrito por Aboud-Zeid y cols
(151). Cada una de las fracciones se colocaron en tubos de vidrio de 11 x 75 mm
v se les agrego 250ul de dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma Chemical.Co.) por

cada 20 mm2

, se incubaron durante 60 min a temperatura ambiente, con agitaciéon
esporadica para asegurar la disolucion completa del papel y su esterilidad;
posteriormente se precipit6 el papel disuelto mediante la adicion de un volumen
igual al contenido de DMSO, de una solucién amortiguadora de carbonatos
0.05M, pH 9.6. El precipitado obtenido se transfirio a tubos Eppendorf y se
centrifugd a 10000 x g durante 10 min; el botén obtenido se lavd 3 veces mas con
RPMI 1640 (Gibco, Co. USA). Por tltimo se resuspendio en el mismo medio
(Iml de RPMI por cada 250 ul de DMSO o solucién amortignadora de

carbonatos utilizada) y se almacen6 a -20°C hasta su uso.
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DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES.

La determinacion de pesos moleculares tanto para el corrimiento
electroforético de los antigenos como para las bandas reconocidas en la
inmunoelectrotransferencia (Ag STA) y las fracciones de los antigenos STA y
STB, se realizé mediante el método de Weber y Osborn (149) empleando el

paquete estadistico por computadora "Statgraf™.

ANALISIS DE FRECUENCIA DE RECONOCIMIENTO
ANTIGENICO.

Para analizar la frecuencia de reconocimiento para cada banda (%) por
anticuerpos de los isotipos (IgG, IgA e IgM), de ambos grupos (FT y TESTIGO),
se graficd en el eje de las abscisas el porcentaje de reconocimiento del grupo
TESTIGO y en el eje de las ordenadas el porcentaje de reconocimiento del grupo
de pacientes, el andlisis se realizo de acuerdo al método descrito por Larralde y

cols. (150).

OBTENCION DE PLASMA Y CELULAS MONONUCLEARES.

Se extrajeron 20 ml de sangre periférica heparinizada en condiciones
estériles a cada individuo de los grupos FT y TESTIGO. La sangre se diluyo 1:3
‘en PBS 0.15 M pH 7.2, las células mononucleares (CMSP) se separaron por la
técnica de Ficoll-hypaque modificada por melendro y col (152). Las células
obtenidas en la interfase fueron resuspendidas en PBS 0.15 M pH 7.2 y se
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centrifugaron a 250 x g durante 10 min a 20°C; se lavaron una vez mas con PBS
y otra con RPMI 1640 ( Gibco Co., Grand Island, NY. USA). Finalmente el
paquete celular obtenido se resuspendié en RPMI 1640 adicionado con piruvato
de sodio 100 mM al 1%, aminodcidos no esenciales al 1%, aminoécidos
esenciales al 0.5%, L-glutamina 200 mM al 1%, penicilina-estreptomicina al 1%,
suero AB humano al 10% y hepes 25mM al 1% (Gibco Co., Grand Island, NY.
USA).

El plasma obtenido en el gradiente de Ficoll-Hypaque se dializ6 contra un
amortiguador de TBS conservando el volumen original. Este se empled en la

técnica de inmunoelectrotransferencia.

ESTIMULACION LINFOCITARIA CON PARTICULAS
ANTIGENICAS.

Las células mononucleares se distribuyeron en placas de cultivo de 96
pozos (Costar, Co. USA) a una concentracion de 1.5X10° células por pozo-en
200 ul de medio RPMI 1640 completo, se agregaron 5 o 10 p! de cada una de las
fracciones en suspension de los antigenos STA o STB a cada pozo, cada
condicion fue hecha por triplicado. Los cultivos celulares se incubaron por 7 dias
a 37°C con 5% de CO, y atmosfera himeda (CO, Incubator, Napco Co. USA),
los primeros tres dias las cajas se colocaron con una inclinacion de 45° (para
facilitar el contacto celular con las particulas de antigeno) y los otros 4 dias en
forma horizontal. Posteriormente se dio un pulso de 0.1 pCi de timidina tritiada,
(actividad especifica 6.7 Ci/mMol) (NEN-Research, Prod. USA) por pozo,

durante las dltimas 16 horas de cultivo. Transcurrido este lapso de tiempo los
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cultivos se cosecharon (Cell harvester Brandel Co. USA) en filtros de fibra de
vidrio (Whatman, 934-AH) y se determiné la incorporacién de Timidina-H> en un

contador de centelleo.

ESTADISTICA

Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion celular contra los
antigenos STA y STB fueron comparados en los dos grupos de estudio, usando la
prueba de t de Student mediante el paquete estadistico statgraf.

Los valores se consideraron significativos cuando la P fue menor o igual a
0.05.
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RESULTADOS

Del grupo de 10 individuos que habian presentado un cuadro de fiebre
tifoidea (FT); 6 fueron mujeres con un intervalo de edad entre 15 y 45 afios con
una media de 29, los 4 restantes del sexo masculino con edades entre 7 y 58 afios
con media de 32.3; el grupo en general tuvo un rango de edades entre 7 y 58 afios
y una media de 30.3.

De los 15 individuos del grupo TESTIGO 10 fueron mujeres (rango= 22-
52 afios, X=29.3) y 5 hombres (rango= 23-47 afios, X= 32.8). El grupo tuvo un
intervalo de edad entre 22 y 52 afios con una media de 30.5.

Todos los individuos que ingresaron en el estudio en ambos grupos (FT y
TESTIGO), tuvieron un nivel socio-econdémico de medio a alto.

La cepa JM-1301 de Salmonella typhi empleada en este estudio conservo
en todo momento sus caracteristicas bioquimicas, asi como la formula seroldgica
particular del género (9,12,Vi:d), la cual fue confirmada por el grupo del Dr
Cravioto (Departamento de Salud Piblica de la Facultad de Medicina. UNAM).

Las figuras 1A Y 1B muestran respectivamente el patréon de corrimiento
electroforético de los antigenos STA y STB, asi como el corrimiento de los
marcadores de pesos moleculares. La electrotransferencia de ambos antigenos se

muestra en la figura 2A y 2B respectivamente.



Fig 1. Eleciroforesis en geles de poliacrilamida SDS 11% de
los antiigenos STA (A) y STB (B) de S. typhi Marcadores
de pesos moleculares: Foslorilasa b (97 kDa), BSA (67
kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anhidrasa Carbénica (31
kDa), Inhibidor de Tripsina (2] kDa) y Lactoalbumina
(14 kDa).
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INMUNIDAD HUMORAL

Las figuras 3, 5 y 7, muestran las inmunoelectrotransferencias para la
deteccion de los anticuerpos de isotipos IgG, IgA e IgM en los grupos FT (A) vy
TESTIGO (B). En el cuadro 1 aparecen el niimero de bandas reconocidas en total
asi como sus pesos moleculares. Las Figuras 4, 6 y 8 muestran las inmunograficas
correspondientes (IgG, IgA e IgM) con las frecuencias de reconocimiento para
cada una de las bandas. En el eje X se grafico el porciento de reconocimiento
para el grupo TESTIGO y en el eje Y el porciento de reconocimiento para el
grupo FT.

En las figuras 3, 5 y 7, se observa que hay una gran heterogeneidad en la
respuesta de los individuos de ambos grupos y varias bandas son reconocidas
tanto por el grupo FT como por el grupo TESTIGO. En la figura 4 se muestra la
frecuencia de reconocimiento para cada banda, por anticuerpos de la clase IgG;
en el cuadrante superior derecho se observan aquellas bandas que fueron
reconocidas por mas del 50 % de los individuos de ambos grupos. En el
cuadrante superior izquierdo estan las bandas reconocidas principalmente por el
plasma del grupo FT. Entre ellas podemos mencionar las bandas 39, 41, 44, 29,
18, 34, 35,37, 22, 25, 36, 42, 31 y 32, reconocidas con una frecuencia mayor del
50 % exclusivamente por el grupo FT. En la figura 3 se muestra la posicion en la
electrotransferencia de cada una de las bandas antes mencionadas, asi como el
peso moiecular aproximado que les corresponde. De éstas, las bandas 39,41 y 44
(16, 14 y 10 kDa de peso molecular respectivamente) y la 29 (33 kDa), fueron
reconocidas por el 100 % y 90 % respectivamente de los individuos del grupo
FT.
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CUADRO 1

PATRON DE BANDAS PARA EL ANTIGENO STA DE S. fyphi.

PESO PESO
NUMERO MOLEC. NUMERO MOLEC.

BANDA kDa BANDA kDa
1.- 109 23.- 43
2.~ 100 24.- 40
3.~ Q7 25.- 39
4.~ 96 26.- 38
5.~ 93 27.- 36
(-l 90 28.- 34
7.~ 88 29.- 33
8.~ 84 30.- 30
9.- 80 31.- 28
10.- 77 22-- 27
- 3.- 26
};j_ ;‘:’ 34.- 24
13.- 68 35.- 21
14.- 66 36.- 20
15.- 63 37.- 20
16.- 60 38.- 18
17.- 58 39.- 16
18.- 53 40.- 15
19.~ 51 41.- 14
20.- 49 42.- 14
21.- 48 43.- 13
22.- 46 14.- 10
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En la figura 5 se ven los resultados para la IgA, asi como las bandas
principalmente reconocidas por el grupo FT y sus pesos moleculares
aproximados. La figura 6 muestra la inmunografica correspondiente, donde se ve
que las bandas exclusivamente reconocidas por el grupo FT fueron la 24,22, 25 y
29 con pesos moleculares de 40, 46, 39 y 33 kDa respectivamente. La banda 24
fue reconocida a una frecuencia mayor (80%) que el resto de las bandas
mencionadas, las cuales tuvieron un 50% de reconocimiento.

Las figuras 7 y 8 muestran respectivamente, la inmunoelectrotransferancia
(seiialando las principales bandas) y la inmunogrifica para los anticuerpos de
clase IgM. Las bandas importantes para el grupo FT fueron la 24, 17, 16, 9y 13
(40, 57, 60, 79 y 67 kDa respectivamente) con un 60% de reconocimiento y la 8
y 11 (83 y 74 kDa) con un 50%.

Un resumen de las bandas principalmente reconocidas por los anticuerpos
de los 3 isotipos en el grupo FT se muestra en el cuadro 2. La inmunoglobulina
que m4ds bandas reconocié fue la IgG y también fue la que tuvo los porcentajes
mads altos de reconocimiento (bandas 39, 41 y 44 con el 100% y la 29 con 90%)).

Las bandas 29, 25 y 22 con pesos moleculares de 33, 39 y 46 kDa
respectivamente, fueron reconocidas también por anticuerpos del isotipo IgA
aunque con un porcentaje menor. Los anticuerpos del isotipo IgM, reconocieron
principalmente bandas de pesos moleculares entre los 40 y 83 kDa; y solamente

la banda 24 (40 kDa), fue reconocida también por anticuerpos de clase IgA.
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CUADRO 2

PRINCIPALES BANDAS DEL ANTIGENO STA RECONOCIDAS EXCLUSIVAMENTE
POR ANTICUERPOS PRESENTES EN EL PLASMA DEL GRUPO FT.

igG 1gA igM

No de No de No de

banda % kDa banda % kDa banda % kDa
39 100 16 s 24 80 40 n 24 60 40
41 100 14 * 22 50 46 17 60 58
44 100 10 * 25 50 39 16 60 60

* 29 90 33 * 29 50 33 9 60 80
18 80 53 13 60 68
34 80 24 8 50 84
35 80 21 11 50 75
37 80 20

36 70 20
42 60 14
31 50 28
32 50 27

16

* ='Bandas reconocidas por anticuerpos 1gG e IgA
Bandas reconocidas por anticusrpos 1gA e igM

"



INMUNIDAD CELULAR

Las figuras 2 A y 2 B muestran la electrotransferencia a papel de
nitrocelulosa de los antfgenos STA y STB y las fracciones en que fueron
divididos: 18 para el antigeno STA y 16 para el antigeno STB. También se
muestra el peso molecular aproximado que le corresponde a cada una de las
fracciones, obtenidos por un analisis de regresion (r = 0.999).

Las fracciones con el antigeno en suspension se emplearon a diferentes
diluciones en ensayos de proliferacion celular, para establecer la Optima. Se
encontrd para ambos antigenos una dilucion de 1:10 y 1:20.

Con las fracciones del antigeno STA y STB se analizaron las respuestas de
proliferacién celular de 10 individuos del grupo FT y 15 del TESTIGO. Las
figuras 9 y 10 muestran respectivamente los resultados obtenidos para los
antigenos STA y STB, los cuales fueron clasificados en cuatro grupos: en el
primero se incluyeron los resultados con indice de estimulacién menor a 2.4, el
cual fue considerado como una respuesta negativa; en el segundo grupo se
incluyeron valores de 2.5 a 4.9, el cual se consideré como una respuesta débil; el
tercero por valores entre 5 a 7.4 (respuesta moderada) y el cuarto con indices de
estimulacién mayor de 7.5, el cual se considerd como una respuesta intensa,

Aunque los resultados mostraron una gran variabilidad en la respuesta de
cada individuo a las diferentes fracciones antigénicas, se observaron diferencias
en el patron de respuesta de los grupos FT y TESTIGO. Los individuos del grupo
FT respondieron con indices de estimulacion més elevados a un mayor niumero de
fracciones que el grupo TESTIGO (p < 0.05).
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Ninguna fraccién indujo proliferacion celular en todos los individuos del
grupo FT. Sin embargo, en el caso del antigeno STA las fracciones 3, 7, 9 y 10
(con pesos moleculares de 70-63, 44-41, 35-32 y 31-29 kDa) indujeron
proliferacion exclusivamente en las células provenientes del grupo FT (figura 9).
Dos fracciones del antigeno STB: la fraccion 8 (31-29 kDa) y la fraccion 15 (14-
13 kDa) indujeron actividad proliferativa en el 75 % y el 50 % de los individuos
del grupo FT. Ninguno de los testigos respondio a estas fracciones (figura 10).
Tres de los individuos en el grupo FT no respondieron al control positivo del
antigeno STA (individuos 4, 5 y 8) y cuatro al antigeno STB (individuos 2,4, 5 y
7). Sin embargo estos individuos respondieron a varias de las fracciones de estos
antigenos.

Los promedios para cada grupo del indice de estimulacién de los cultivos
celulares mas el error estandard para cada una de las fracciones, se muestran en
la figura 11 para el antigeno STA (A) y STB (B). En la figura 11 A, se
identificaron 8 fracciones que indujeron una actividad proliferativa
significativamente mayor (p< 0.05) en el grupo FT. Dichas fracciones se
localizaron en 4 regiones con pesos moleculares de 70-56, 50-41, 35-29 y 20 a 17
kDa. Para el antigeno STB (figura 11 B) se encontraron cinco regiones; dos con
pesos moleculares de 71-64, 56-51 kDa, una region mas amplia de 44-29 kDa y
dos mas de 22-19 y 14-13 kDa. En el caso del antigeno STA las dos fracciones
que indujeron indices de estimulaciéon mas elevados 50-41 kDa y 35-29 kDa (fig
11 A), fueron reconocidas por el 70 % y el 60 % de los individuos del grupo FT
respectivamente. La primera de estas fracciones solo indujo una respuesta
proliferativa débil en dos individuos del grupo TESTIGO, mientras la segunda
fraccion no estimuld las células de los individuos de este grupo. Para el antigeno
STB la fraccion de 31-29 kDa que fue reconocida por el 75 % de los individuos

del grupo FT exclusivamente, fue también inmunodominante (figs 10 y 11 B).
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Los datos de las principales regiones antigénicas reconocidas por el grupo
FT, su peso molecular y la frecuencia de reconocimiento en los dos grupos para
los antigenos STA y STB se muestran en el cuadro 3. En éste, se puede ver que
las regiones inmunodominantes mostradas en la figura 10 A y B, fueron también
las fracciones mas frecuentemente reconocidas por el grupo FT. En el mismo
cuadro se muestran subrayadas cinco fracciones las cuales presentaron un peso
molecular semejante y fueron reconocidas por mas del 50 % de los individuos del
grupo FT'.

Cuando se compararon las principales fracciones del antigeno STA que
indujeron actividad proliferativa en las células de los individuos del grupo FT y la
respuesta de anticuerpos a las bandas contenidas en estas fracciones, se encontrd
que las fracciones 3 (70-63 kDa), 9 (35-32 kDa) y 14 (20-19 kDa) incluyen
bandas que fueron reconocidas a una alta frecuencia por los anticuerpos del grupo
FT (cuadros 2 y 3). Sin embargo cuando se hizo un analisis a nivel de cada
individuo, no se encontré una buena correlacién entre la respuesta humoral y

celular.
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CUADRO 3

PESO MOLEGULAR DE FRACGIONES RECONOCIDAS CON MAYOR FREGUENGIA
POR LOS INDIVIDUOS DEL GRUPO FT EN LOS ANTIGENOS STA Y STB.

STA % RECONOCIMIENTO STB % RECONOCIMIENTO
No DE PM No DE PM
FRAC kDa FT TESTIGO FRAC kDa FT TESTIGO
3 70-863 50 0 1 71-64 75 20
4 62-56 50 13 3 56-51 88 13
6 50-45 70 13 5 44-41 75 20
7 44-41 50 0 6 40-37 50 6
9 35-32 50 0 7 36-32 50 6
10 31-29 60 0 8 31-29 75 0
11 28-26 50 13 9 28-26 50 6
14 20-19 60 13 11 22-22 50 6
15 18-17 60 13 12 21-19 75 13
158 14-13 50 0

<86

Las fracciones con pesc molecular semejante en ambos antigenos estan subrrayadas



DISCUSION

Los estudios realizados en humanos indican que la respuesta inmune
humoral (5,6,155) como la celular (153,154), participan en la proteccién contra la
fiebre tifoidea.

En general los estudios encaminados a evaluar la respuesta immune
humoral en contra de S. fyphi, se han enfocado principalmente a la deteccion de
anticuerpos dirigidos contra antigenos tales como el O, Vi y H. Se ha reportado
que no existe una correlacién entre los anticuerpos séricos dirigidos contra estos
antigenos y la susceptibilidad, evolucion de la enfermedad o complicaciones de la
fiebre tifoidea (5,6,77).

Un esfuerzo considerable ha sido realizado durante muchos afios para
identificar los componentes celulares de S. typhi que estan participando en la
proteccion a la enfermedad. A nivel experimental se ha logrado inducir buen nivel
de proteccion utilizando extractos proteicos crudos de la bacteria, sin embargo en
este campo se conoce poco acerca de los antigenos involucrados, asi como de los
mecanismos por los cuales se induce dicha proteccién. En estudios recientes, se
ha encontrado que las proteinas de membrana externa, especialmente las porinas

juegan un papel importante en la induccion de proteccion (101,106,162).



En el presente estudio se utilizaron dos extractos proteicos crudos, los
cuales han inducido una muy alta proteccion en el modelo experimental (91,92),
ademas el antigeno STA fue bien tolerado al ser aplicado intradérmicamente en
voluntarios humanos, a pesar de contener pequeiias cantidades de LPS (6 %) '
(91,156).

Los resultados mostraron una gran heterogeneidad en la respuesta inmune
humoral dirigida contra los diferentes componentes del antigeno STA, tanto en el
plasma del grupo FT como del TESTIGO. Los hallazgos en el grupo TESTIGO
pueden ser el resultado de la presencia de anticuerpos de reaccion cruzada
dirigidos contra antigenos presentes en otros microorganismos (157,158,159) o
en otras especies del género Salmonella (160), o del mismo microorganismo en
infecciones subclinicas (161). Sin embargo para cada uno de los isotipos
estudiados se pudieron identificar bandas que fueron exclusivamente reconocidas
por el grupo FT (cuadro 2).

Comparando nuestros resultados con los descritos recientemente en la
literatura, se podria pensar que algunos de los componentes reconocidos a una
alta frecuencia por los individuos del grupo con antecedentes de fiebre tifoidea,
podrian ser los mismos a los encontrados por otros autores, ya que coinciden en
el peso molecular. Asi por ejemplo, se ha descrito la presencia de anticuerpos en
el suero de individuos con fiebre tifoidea en fase aguda o convalecientes,
dirigidos contra proteinas de pesos moleculares aproximados de 52 kDa (163) y
50 kDa(164). En este estudio se encontré una banda de aproximadamente 53
kDa que fue reconocida en un 80 % por anticuerpos del isotipo IgG presentes
exclusivamente en el grupo FT (banda 18 cuadro 2), esto pudiera concordar con
lo reportado por Ismail y col (164) quiénes encontraron un alto reconocimiento
por anticuerpos del isotipo IgG contra una proteina de 50 kDa. Se necesitan sin

embargo pruebas posteriores para poder determinar si la proteina de 53 kDa
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reportada en este estudio es la misma que las de 50 o 52 kDa ya mencionadas o
se trata de otra como la flagelina con un peso molecular aproximado de 52 kDa
(165) o alguna otra proteina comin para varias especies de Salmonella de 55
kDa que inducen una buena proteccion en el modelo experimental (92),
Recientemente las proteinas de membrana externa han sido objeto de
numerosos estudios por su capacidad para inducir proteccion, Estudios tanto en
animales (101,106) como en humanos (162) indican que la fraccion proteica de
estos extractos esta involucrada en la proteccion conferida por estos antigenos.
Dichas proteinas tienen pesos moleculares entre 17 a 80 kDa, entre éstas se
encuentran las porinas y la proteina modificable por calor omp A con pesos
moleculares entre 36-41 kDa. Isibasi y col (162) reportaron que la respuesta
humoral en convalecientes de fiebre tifoidea estd dirigida principalmente contra
porinas. Por otra parte Calderén y cols (166), encontraron un aumento de
anticuerpos de clase IgM dirigidos contra porinas, en individuos con fiebre
tifoidea en fase aguda. En este estudio se encontrd una respuesta humoral por
anticuerpos de los tres isotipos (IgG, IgA e IgM) dirigida contra antigenos de
peso molecular similar al descrito para las porinas, entre estos destacan la banda
25 (39 kDa) para IgG, la banda 24 y 25 (40 y 39 kDa) para IgA y la banda 24
para IgM, las cuales fueron reconocidas en un alto porcentaje exclusivamente por
el grupo FT. Es importante sefialar que en los trabajos anteriores no se estudié6 la
respuesta de IgA hacia las porinas, observandose en nuestro estudio que las
proteinas reconocidas con mas alta frecuencia por anticuerpos del isotipo IgA en
el grupo FT tuvieron pesos moleculares semejantes a éstas (cuadro 2). Estos
resultados pueden ser importantes ya que reportes recientes han indicado que
mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos pueden estar
involucrados en la resistencia a la infeccion por bacterias gram negativas en

modelos experimentales (163) y en el humano (164,165). Dichos trabajos indican
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la presencia de una actividad citotoxica celular expresada por linfocitos T CD4
cubiertos por anticuerpos del isotipo IgA especificos para .S. fyphi (164,165).
Aunque es dificil poder decir con los estudios realizados (ya que se trabajé con
un extracto antigénico crudo), que se esté reconociendo un epitope presente en la
molécula de una porina, la caracteristica de haber sido reconocidas con una alta
frecuencia exclusivamente por el grupo FT, hacen a las fracciones 24 y 25
candidatos idoneos para posteriores estudios.

También se ha reportado que 50 % de los individuos convalecientes de
fiebre tifoidea presentan anticuerpos IgG dirigidos contra una PME con peso
molecular de 28 kDa (162), una respuesta similar fue encontrada en el presente
estudio, banda 31 cuadro 2. En el estudio antes mencionado se encontrd ademas
que 50 % de los pacientes con fiebre tifoidea en fase aguda, tienen anticuerpos de
clase IgM dirigidos contra la proteina de 28 kDa, los cuales solamente fueron
detectados en 2 individuos durante la convalecencia. Probablemente nosotros ya
no detectamos estos anticuerpos debido a que las muestras empleadas en este
estudio se tomaron después del periodo de convalecencia.

Es interesante mencionar que las proteinas reconocidas por anticuerpos
IgM en el grupo FT, a frecuencias mayores del 50 %, también fueron reconocidas
a una alta frecuencia por anticuerpos IgG tanto del grupo FT como por el
TESTIGO. Una posible explicacién seria que se tratasen de diferentes epitopes
en una misma proteina, o proteinas diferentes con pesos moleculares similares.
De acuerdo a su peso molecular se asemejan a proteinas de choque térmico, las
cuales estan ampliamente distribuidas en la naturaleza.

En el presente trabajo se encontraron tres proteinas de 10, 14 y 16 kDa de
peso molecular que fueron reconocidas por anticuerpos IgG de todos los
individuos con antecedentes de fiebre tifoidea. Proteinas de peso molecular

semejantes no han sido descritas en ningin trabajo realizado en humanos.

62



No existe en la actualidad una prueba serolégica confiable que pueda ser
utilizada en areas endémicas de fiebre tifoidea. El diagndstico de esta enfermedad
se basa en el aislamiento de la bacteria a partir de heces, sangre u orina o en la
prueba de Widal la cual carece de especificidad en areas endémicas (3).

Recientemente se han reportado dos proteinas; una de 50 kDa (164) y otra
de 52 kDa (163) que podrian ser de utilidad para la detecciéon de anticuerpos
dirigidos contra ellas en la fase aguda de la enfermedad. Sin embargo,
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina de 52 kDa no fueron
capaces de detectar el antigeno en muestras de orina, heces o sangre de
individuos con fiebre tifoidea probablemente porque las cantidades de antigeno
presentes sean muy pequefias.

En el presente estudio nosotros identificamos variasr bandas reconocidas a
una alta frecuencia exclusivamente por el plasma de individuos con antecedentes
de fiebre tifoidea, esta respuesta estd dirigida principalmente contra los
componentes proteicos de cada banda, ya que a pesar de que el antigeno utilizado
tiene una concentracion del 6% de LPS, el reconocimiento a las principales
fracciones no cambié cuando se utilizaron sueros adsorbidos con LPS. Por lo
tanto pensamos que la purificacion y caracterizacion de estas proteinas podria ser
de utilidad para el desarrollo de pruebas seroepidemiolégicas y de diagnéstico
adecuadas que puedan ser empleadas en areas endémicas para fiebre tifoidea.

Salmonella typhi es una bacteria intracelular facultativa que se disemina
dentro del organismo al sobrevivir y multiplicarse dentro de los macrofagos
(50,51). Varios estudios han mostrado la induccion de respuesta inmune celular a
partir de la segunda semana de la enfermedad y se ha reportado una falta de dicha
respuesta en los casos complicados de fiebre tifoidea (170). Estos datos apoyan
la importancia de la RIC en la proteccion contra la enfermedad. Sin embargo, la

mayoria de estudios realizados en humanos para tratar de determinar la
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importancia de la RIC han dado resultados muy variables, una posible
explicacion podria ser porque se han utilizado extractos antigénicos crudos en la
mayoria de estos estudios.

Estudios realizados en regiones no endémicas para fiebre tifoidea con
ensayos de proliferacion linfocitaria in vitro y antigenos de S. fyphi, han
mostrado ser mas sensibles para detectar contactos previos con 8. fyphi, que los
procedimientos serologicos convencionales (171) sin embargo, en regiones
endémicas como sucede en nuestro pais los resultados no son muy claros (172).
El grupo de Murphy (173) utilizando ensayos de proliferacién celular, encontrd
que en regiones no endémicas, un antigeno de S. f&yphi muerta por calor y
conservada en fenol fue mejor para discriminar entre individuos inmunes y no
inmunes comparado con un antigeno preparado con la bacteria muerta por calor
sin ser fijada en fenol o de antigenos de la bacteria obtenidos rompiendo la
bacteria, con los cuales no se pudo diferenciar entre los dos grupos. Sin embargo
ninguno de estos antigenos sirvié para diferenciar estos dos grupos cuando las
pruebas se realizaron en zonas endémicas para fiebre tifoidea.

La identificacion de antigenos involucrados en la respuesta inmune celular
a diferencia de la humoral, ha sido mas problemdtica puesto que los linfocitos T
no son activados por antigeno libre sino solo por antigenos unidos a células, en
asociacion a los productos genéticos del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) (174). Algunos grupos de investigadores han logrado identificar
moléculas reconocidas por clonas de células T a partir de mezclas antigénicas,
utilizando métodos convencionales de purificacion de proteinas como los
cromatograficos, los cuales son tardados y requieren cantidades relativamente
altas de la mezcla antigénica; o con técnicas de ADN recombinante, en cuyo caso
es necesaria la seleccién, mediante anticuerpos monoclonales de colonias que

secretan antigenos relevantes. Estos métodos tiene tres grandes inconvenientes:
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primero los antigenos seleccionados son los inmunodominantes para los animales
utilizados en la produccién de anticuerpos monoclonales y no necesariamente
tienen que ser importantes para el humano; segundo, dichos antigenos pueden ser
mas importantes para la respuesta humoral que para la celular y por wltimo el
papel de los carbohidratos no puede ser estudiado.

En el presente trabajo se estandarizd una técnica descrita por Abou-Zeid y
cols (151), para estudiar la respuesta inmune celular presente en el grupo FT y
TESTIGO en contra de dos extractos antigénicos de .S. typhi (91,92). Dicha
técnica ha sido empleada con éxito para el estudio de la respuesta de células T a
componentes individuales de extractos antigénicos crudos; se basa en la
separacion de proteinas por electroforesis en SDS-PAGE, transferencia a papel
de nitrocelulosa y procesamiento de las diferentes fracciones para obtener
antigenos unidos a particulas de nitrocelulosa suficientemente pequeiias para que
puedan ser fagocitadas por los macrofagos y presentadas a los linfocitos T (151).

El patron de estimulacion celular encontrado en este estudio, mostré una
gran variabilidad a nivel individual para los dos antigenos (figura 9 y 10),sin
embargo se encontraron diferencias significativas entre el grupo FT y el
TESTIGO para los antigenos (STA y STB) (figura 11). La gran variabilidad
encontrada con los individuos del grupo FT podria ser en parte el reflejo del
polimorfismo en los genes del CMH de cada uno de ellos.

La respuesta proliferativa observada contra varias fracciones del antigeno
en los individuos del grupo FT que no respondieron al extracto total en
suspension, podria ser el resultado de la suma de los diferentes efectos para cada
uno de los componentes antigénicos y el haplotipo del CMH en cada individuo
y/o a la presencia de determinantes inhibitorios o supresores en la mezcla
antigénica, los cuales pudieron ser removidos durante el proceso de

fraccionamiento como ha sido reportado para otros antigenos (175).
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Los resultados obtenidos con el antigeno STA permitieron identificar 4
fracciones que indujeron actividad proliferativa exclusivamente en las células de
individuos del grupo FT. Aunque ninguna de estas fracciones estimulé las células
de todos los individuos de este grupo, una mezcla de las fracciones 3, 7 y 10,
seria capaz de estimular las células del 90 % de los individuos de este grupo.
Puesto que estas fracciones no estimularon los linfocitos de los controles pueden
ser de utilidad para discriminar entre estos dos grupos en zonas endémicas de la
enfermedad.

Los resultados mostraron que las fracciones reconocidas por los linfocitos
a alta frecuencia fueron también las inmunodominantes (figura 9, 10 y 11). Sin
embargo, al interpretar estos resultados se debe tomar en cuenta que no todos los
antigenos pueden estar presentes en cada fraccion a una concentracion 6ptima
para estimular a los linfocitos T, con lo cual las zonas de inmunodominancia
sefialadas en la tabla 5 podrian ser el reflejo de una mayor concentracién de
determinados antigenos, mas que el de un mayor ntimero de linfocitos T antigeno
especificos. Sin embargo, ya que el patrén de respuesta a cada una de las
fracciones a diferentes diluciones no cambié en forma importante, nosotros
suponemos que las zonas de inmunodominacia encontradas en ambos antigenos
(STA y STB) son mas el reflejo de un mayor reconocimiento inmunoldgico que el
de una inadecuada concentracion del antigeno en otras fracciones.

Por otra parte, mientras que los anticuerpos dirigidos contra antigenos
conformacionales no reaccionan con proteinas desnaturalizadas, los epitopes
reconocidos por la mayoria de las células T requieren solo de la integridad en la
estructura primaria, sin embargo, la destruccion potencial o modificacion de
ciertos epitopes inmunodominantes para linfocitos T por el proceso de
fraccionamiento no puede ser descartado completamente. Es interesante

mencionar que la mayoria de las fracciones inmunodominantes para ambos
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antigenos tuvieron un peso molecular semejante, por lo tanto podria tratarse de
las mismas proteinas.

No existen reportes en la literatura acerca de proteinas de 8. &yphi capaces
de estimular la RIC de humanos, Sin embargo, es interesante comparar nuestros
resultados con algunos descritos a nivel experimental.

Dentro de las fracciones reconocidas con mayor frecuencia por los
individuos del grupo FT para ambos antigenos (cuadro 3), la fraccion 3 para STA
y la 1 para STB con un peso molecular aproximado de 70-64 kDa, podrian estar
reconociendo una proteina de choque térmico de 65 kDa ampliamente distribuida
en bacterias (168,169) la que también ha sido detectada en algunos miembros del
género Salmonella (176), se ha encontrado que estas proteinas son buenas
inductoras de RIC. Dentro de la fraccién 3 para el antigeno STB, con un peso
molecular aproximado de 56-51 kDa se podria estar reconociendo una proteina
de 55 kDa la cual ha sido reportada como inductora de RHT y proteccion en el
modelo murino. Esta proteina se obtuvo a partir de un extracto proteico utilizando
la misma técnica usada por nosotros para el antigeno STB (92), es importante
sefialar que esta fraccion fue la que mayor frecuencia de reconocimiento tuvo.
Dentro de las fracciones 7 y 9 para STA y 5, 6 y 7 para STB se podrian estar
reconociendo a las porinas Ias cuales en el modelo murino inducen una respuesta
RHT (113).

A nivel humoral y celular para el antigeno STA existieron zonas que se
sobrepusieron (cuadro 2 y 3) sin embargo, cuando se analizaron las dos
respuestas para cada individuo no encontramos una buena relaciéon entre la
respuesta de anticuerpos y la RIC, lo cual sugiere que otras funciones distintas a
las de cooperacion son realizadas por los linfocitos T detectados en el ensayo.
Esto mismo ha sido detectado para otros antigenos (175).

Debido a que Salmonella typhi es una bacteria intracelular facultativa se
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cree que la RIC es indispensable para Ia eliminacion del germen. Nosotros hemos
logrado identificar fracciones antigénicas de la Salmonella que son reconocidas
especificamente por individuos con antecedentes de fiebre tifoidea, es probable
que algunas de estas proteinas estén involucradas en la proteccion contra la
enfermedad. Por lo tanto, la purificacién y caracterizacidon de las proteinas
presentes en las fracciones inmunodominantes permitira evaluar su capacidad de

inducir resistencia contra la fiebre tifoidea.
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