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I, RESUMEN

La fiebre tifoidea es todavia un importante problema de salud publica, sobre todo
en paises en vias de desarollo. Actualmente existen cuatro vacunas contra la
enfermedad elaboradas a base de Salmonella typhi ; dos vacunas que se aplican
por via parenteral, una slaborada a partir de bacterias inactivadas con calor y
preservadas en fenol y otra inactivada con acetona. Estas producen reacciones
colaterales, ademas, la inmunidad protectora que generan es poco eficiente y de
corta duracion, por lo que no se recomienda para su aplicacion en nifos y ancianos.
Una vacuna oral elaborada con bacterias atenuadas de Salmonella typhi Ty21a, sus
inconvenientes son su alto costo y la necesidad de aplicarla con un antidcido en tres
ocasiones y una vacuna parenteral elaborada a partir del antigeno Vide S. typhi, es
efectiva pero de corta duracién y debido a su naturaleza polisacaridica no induce
memoria inmunoldgica y no es efectiva en nifios menores de tres anos.

El trabajo de investigacion que se ha venido realizando en el Laboratorio de
Inmunoquimica de! C.M.N. siglo XX, esta basado en la creacién de una nueva
vacuna contra fiebre tifoidea, que consiste en proteinas de membrana extema (PME)
de Salmonella typhillamadas porinas.

El papel de las porinas como inmundgenos en la fiebre tifoldea se ha demostrado
ampliamente en estudios recientes; en el suero de pacientes con fiebre tifoldea se
detectaron anticuerpos de clase I1gM durante la fase aguda de la enfermedad, y
anticuerpos de clase IgG durante la fase de convalecencia, especificos a porinas,
demostrando que durante la infeccion las porinas son antigeno blanco de la
respuesta inmune humoral.



Tomando en cuenta el antecedente de que las porinas son inmunogenos en
pacientes con fiebre tifoidea, en este trabajo se evalud la respuesta inmune humoral
a las porinas de Salmonella typhi en  sueros de 6 pacientes sanos dentro de un
.rango de edad entre los 20 y 30 afios siendo dos hombres y cuatro mujeres
vacunados por via oral con la vacuna de Germanier Ty21a para fiebre tifoidea. Se
determinaron titulos e isotipos de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS de S. typhi por
el método de ELISA. Se determind ademas la presencia de anticuerpos bactericidas
como posible mecanismo efector de la proteccion conferida por la vacuna de
Germanier, Los resultados demuestran que las porinas de Salmonella typhi son
blanco de la respuesta inmune humoral en pacientes y en este caso en los individuos
vacunados, por lo que Sse consideran como buen candidato a vacuna contra fiebre
tifoidea. La ausencia de anticuerpos bactericidas inducidos por la vacuna Ty21a,
sugiere que los anticuerpos especificos a la vacuna detectados en suero, pueden
contribuir a la inmunidad protectora conferida por la vacuna de otra manera.



Il. MARCO TEORICO

1. Propiedades Generales de la Respuesta Inmune

El término inmunidad deriva de la palabra latina “inmunitas”, y hace referencia a la
exencion de diversas obligaciones civiles y procesamientos legales ofrecidos a los
senadores romanos durante el desempeno de sus cargos. Desde el punto de vista
histérico, inmunidad significa proteccion frente a la enfermedad infecciosa. Las
células y moléculas responsables de Ia inmunidad constituyen el sistema inmune.?

Una definicion mas completa y modema considera a la inmunidad como una
reaccion a las sustancias extrafias, incluyendo a los microorganismos asicomo a las
macromoléculas tales como proteinas y polisacaridos, sin que dicha reaccidn tenga
una repercusion fisiolégica o patoldgica.?

Los individuos sanos se encuentran protegidos contra los microorganismos por
medio de diferentes mecanismos. Algunos de estos mecanismos incluyen la
inmunidad innata, que se limita a la capacidad para discriminar un microorganismo
de otro, siendo su funcidn muy parecida frente a la mayoria de los agentes

infecciosos.?

Los elementos esenciales de la inmunidad innata son: 1) bameras fisicas y
quimicas, como epitelios y sustancias antimicrobianas; 2) proteinas sanguineas entre
las que se incluyen miembros del sistema del complemento y otros mediadores de la
inflamacion; y 3) células fagociticas (neutrdfilos, macrofagos) y otros leucocitos. La
inmunidad innata representa la primera linea de defensa contra los microorganismos.

Existen mecanismos de defensa mucho mas evolucionados que son estimulados
tras la exposicion a agentes infecciosos y cuya intensidad y capacidad defensiva



aumentan después de la ulterior exposicion a un determinado microorganismo, esta
forma de inmunidad que se desarrolla como una respuesta a la infeccién, se le
denomina inmunidad adaplativa o inmunidad especifica.?

Las caracteristicas de la inmunidad adaptativa son: especificidad para moléculas
diferentes; especializacion, que las capacita para responder de forma singular a
distintos tipos de microorganismos; y a su capacidad para recordar con més fuerza al
mismo microorganismo tras exposiciones repetidas. Los componentes de [a
inmunidad adaptativa son los linfocitos y sus productos, entre ellos los anticuerpos.
Las sustancias extrafias que inducen respuestas inmune especificas o son blanco
de tales respuestas se denominan antigenos.?

1.1 Tipos de respuesta inmune especifica

La generacion de respuestas inmunes especificas se produce habitualmente tras
la exposicion de un individuo a un antigeno extrafio. Las respuestas inmunes
espacificas se clasifican en dos tipos, segun el componente del sistema inmune que

participa en la respuesta.?

En la inmunidad humoral participan moléculas de la sangre que son las
responsables de reconocer y eliminar a los antigenos; estas moléculas se llaman
anticuerpos. En la inmunidad mediada por células, también llamada inmunidad

celular, participan células lamadas linfocitos T.?

La inmunidad humoral y la inmunidad celular estan mediadas por respuestas a
distintos tipos de linfocitos. Las células de la inmunidad humoral son los linfocitos B,
los cuales responden a la presencia de antigenos extrafios transformandose en
células productoras de anticuerpos, mientras que los linfocitos T son los mediadores
de la inmunidad celular.?
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La inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa contra los
microorganismos extracelulares y sus toxinas, ya que los anticuerpos se pueden unir
a éstos y ayudar a su eliminacion; por el contrario, microorganismos intracelulares
como los virus y algunas bacterias, sobreviven y proliferan dentro de los fagocitos y
otras células del huésped donde son inaccesibles a los anticuerpos circulantes, la
defansa frente a este tipo de infecciones comre a cargo de la inmunidad mediada por
células, que funciona favoreciendo la destruccién de los microorganismos que se
encuentran en los fagocitos, o favoreciendo la muerte de las células infectadas.?

El sistema inmune posee varias propiedades que son de importancia fundamental
para su funcién normal. Estas son: la especificidad por distintos antigenos, la
diversidad del reconocimiento del antigeno, memoria de la exposicidon al antigeno,
respuestas especializadas para distintos microorganismos, limitacion propia, y
capacidad para discriminar entre lo propio y lo extrafio.?

La respuesta inmune especifica se inicia a partir del reconocimiento de antigenos
extrafios por linfocitos especificos, los cuales responden proliferando vy
diferenciandose a células efectoras cuya funcién es eliminar ol antigeno. La fase
efectora de la inmunidad especifica requiere la participacion de varios mecanismos
de defensa, incluyendo el sistema del complemento, fagocitos, células inflamatorias y
citocinas.?

1.2 Células y tejidos del sistema inmune

Las células del sistema inmune estan presentes en condiciones nomales en
células circulantes en la sangre v linfa, formando grupos anatémicamente definidos
en los organos linfoides y como ceélulas dispersas en casi todos los tejidos
exceptuando el sistema nervioso central.?



El sistema inmune ha desarollado tejidos especializados, llamados organos
linfoides periféricos que concentran a los antigenos introducidos a través de puertas
de entrada comunes (piel y tractos gastrointestinal y respiratorio). Los mismos tejidos
atraen linfocitos y ofras células necesarias para iniciar respuestas inmunes
especificas.?

Los linfocitos son las células que especificamente reconocen y responden a ios
antigenos extrafios, ias fases de reconocimiento y activacion de la respuesta inmune
dependen de células no linfoides, llamadas células accesorias, las cuales no son
especificas para antigenos diferentes. Los fagocitos mononucleares, las células
dendriticas y otras poblaciones celulares funcionan como células accesorias en la
induccién de respuestas inmunes.?

Las respuesta inmune estd mediada por linfocitos, que son las Unicas células en
el organismo capaces de reconocer y distinguir especificamente diferentes
determinantes antigénicos. Como todas las células sanguineas, los linfocitos se
originan en la médula ésea. En las fases iniciales de su desarrollo, los linfocitos no
producen receptores de superficie para los antigenos y, por lo tanto no responden
frente a los antigenos. A medida que maduran, comienzan a expresar los receptores
para los antigenos, responden a la estimulacidn antigénica y evolucionan hacia
diferentes clases funcionales.”

Los linfocitos constan de diferentes subgrupos que difieren en sus funciones y
productos proteicos, aunque todos ellos parecen morfologicamente similares. Una
clase de linfocitos son los linfocitos B, las primeras fases de maduracidn de ia célula
B tienen lugar en la médula 6sea. Los linfocitos B son las Unicas células-capaces de
producir anticuerpos. Los receptores para los antigenos en el linfocito B son formas
de anticuerpos unidos a la membrana. La interacciéon de los antigenos con estos
anticuerpos de membrana inicia la secuencia de activacion de las células B, que
termina en el desarrolio de células efectoras que secretan activamente anticuerpos.?
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La segunda clase principal de linfocitos son los linfocitos T, cuyos precursores
provienen de la médula Gsea y después migran y maduran en el timo. Los linfocitos T
se subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo células T
cooperadoras y células T citotoxicas. Las principales funciones de los linfocitos T son
regular todas las respuestas inmunes frente antigenos proteicos y ayudar en su
calidad de células efectoras en la eliminacion de microorganismos intracelulares

Los linfocitos T colaboradores y citotoxicos muestran una especificidad poco
comun por los antigenos: reconocen solo antigenos peptidicos unidos a proteinas
que estan codificadas por genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
y que se expresan sobre la superficie de otras células. Estas células T reconocen y
responden a antigenos asociados a la superficie celular pero no a los antigenos
solubles. Las células T cooperadoras secretan hormonas proteicas Ilamadas
citocinas, cuya funcion es promover la proliferacion y diferenciacion de las células T
asi como de otras células, entre ellas las células B y los macréfagos.”

Los linfocitos T citotoxicos lisan las células que producen antigenos extraiios,
como células infectadas por virus y otros microorganismos intracelulares.”

Las células B productoras de anticuerpos con frecuencia se diferencian hacia
formas evolucionadas llamadas células plasmaticas. Las células plasmadticas se
encuentran sélo en los drganos linfoides y en los sitios donde se produce la
respuesta inmune, y normalmente no circulan por la sangre ni por la linfa. Se cree
que las células plasmaticas son células diferenciadas con una capacidad de divisién
mitdtica pequena o nula, y son en esencia, fabricas para la sintesis y secrecion de
anticuerpos.?

Algunos de los linfocitos T y B estimulados por un antigeno no se diferencian
hacia células efectoras. En lugar de ello, evolucionan a linfocitos de memonia, que
son capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo,
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quizéa 20 afios o mas, aparentemente sin estimulacién antigénica. Las células de
memoria son funcionalmente inactivas, no producen moléculas efectoras a no ser
que sean estimuladas por los antigenos. El desarrolio de las células de memoria es
vital para el éxito de la vacunacién como método que confiere inmunidad duradera

contra las infecciones.?

Algunas de las células de la progenie de linfocitos estimulados por un antigeno
proliferan, pero, en lugar de diferenciarse hacia células efectoras o células de
memoria, mueren mediante un proceso conocido como apoptosis , este proceso es
una forma de muerte celular fisioldgica regulada, en la que el ntcleo sufre
condensacion y fragmentacién, la membrana plasmatica muestra gemacién y
vesiculacion, y la célula muerta es rapidamente fagocitada sin que libere su
contenido. La muerte celular programada representa un importante mecanismo
homeostético en el sistema inmune, cuya principal funcién es mantener mas o menos
constante la cantidad de linfocitos a lo largo de toda Ia vida.?

El sistema fagocitico mononuclear constituye la segunda poblacién celular en
importancia del sistema inmunitaro, y consta de células que tienen una estirpe
comin y cuya funcién principal es la fagocitosis. Es por lo tanto, mas apropiado
clasificar a los monocitos y macréfagos como miembros del sistema fagocitico
mononuclear.?

Toda las células del sistema fagocitico mononuclear se originan en fa médula
osea y, tras su maduracién y posterior activacion, pueden adquirir diferentes tipos
morfoldgicos. E! primer tipo de célula que entra en la sangre periférica después de la
médula ésea y que no ésta completamente diferenciado y se le denomina monocito.?

Una vez que colonizan los tejidos, estas células maduran y se convierten en
macrdéfagos.?



Los macréfagos se encuentran en todos los érganos y tejidos conectivos y reciben
nombres especiales para designar localizaciones especificas. Por ejemplo, en el
sistema nervioso central son las “células de microglia”; las que revisten los capilares
sinusoidales del higado se Waman “células de Kupffer”, y los fagocitos
multinucleados del hueso se denominan “osteoclastos”. Algunos fagocitos
mononucleares pueden diferenciarse en otra clase celular lamada céiula dendritica.”

Los macréfagos fagocitan particulas extrafias como microorganismos,
macromoléculas, entre ellas antigenos, e incluso tejidos propios que estan dafiados o
muertos, por ejemplo, los eritrocitos viejos. También fagocitan activamente particulas
recubiertas por proteinas del complemento. Las sustancias fagocitadas son
degradadas dentro de los macréfagos por enzimas lisosomales. Los macréfagos
funcionan como las principales “células barredoras del cuerpo”.?

Las células dendriticas son células accesorias que juegan un papel importante en
la induccion de la respuesta inmune, se identifican morfoldgicamente por tener
proyecciones membranosas o espinosas. Existen dos tipos de células dendriticas:
Las células dendriticas interdigitantes, que estan presentes en el intersticio de la
mayoria de los 6rganos, son muy abundantes en las zonas ricas en células T de los
ganglios linfaticos y el bazo, y se encuentran dispersas por toda la epidermis de la
piel, en donde reciben el nombre de “células de Langerhans” . Estas células son
capaces de captar antigenos que entran a través de la piel y transportarios hacia los
ganglios linfaticos de drenaje, en donde se pone en marcha la respuesta inmune.?

El segundo tipo de células dendriticas se llaman “células dendriticas foliculares”
porque estan presentes en los centros germinales de los foliculos linfoides de los
ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a mucosas. Las células dendriticas
foliculares atrapan antigenos unidos a anticuerpos o productos del complemento y
los expresan en su superficie para que sean reconocidos por los linfocitos B.2



Ademas de los linfocitos y los fagocitos mononucleares, tenemos otros leucocitos
sanguineos, llamados granulocitos, los cuales participan en la fase efectora de ia

respuesta inmune especifica. ?

Los granulocitos se clasifican segun las caracteristicas de tincién de sus granulos
predominantes. Los neutrdfilos, también lamados leucocitos polimorfonucleares por
su nuicleo muitilobulado y de variada morfologia, son los mas numerosos. Responden
réapidamente a los estimulos quimiotacticos; fagocitan y destruyen particulas
extrafias, como microorganismos,; pueden ser activados por citocinas producidas
sobre todo por macréfagos y células endoteliales, también poseen receptores para
un tipo de anticuerpo llamado inmunoglobulina (ig) G y para proteinas del
complemento, migran y se acumulan en lugares donde se activa el complemento.?

Los eosindfilos acttian principalmente en la defensa contra determinados tipos de
agentes Infecciosos. Los eosindfilos expresan receptores para una clase de
anticuerpo llamado IgE. Son particularmente eficaces destruyendo agentes
infecciosos que estimulan la produccion de IgE, como los helmintos.?

Los basdfilos expresan receptores de alta afinidad por la IgE y, por tanto, se unen
con avidez a los anticuerpos IgE libres. Estos granulocitos son células efectoras de la
hipersensibilidad inmediata mediada por IgE. 2

1.3 Tejidos linfoides

Los tejidos linfoides se pueden clasificar en dos grupos: 1) los dérganos
generadores, también llamados tejidos linfoides primarios, son los tejidos en'los que
los linfocitos expresan por primera vez los receptores antigénicos y alcanzan la
madurez fenotipica y funcional, y 2) los organos periféricos, también llamados tejidos
linfoides secundarios, lugares donde se inicia y desarrolla la respuesta de los
linfocitos a los antigenos extrafios. 2



Dentro de los drganos linfoides generadoras de los mamiferos se incluyen la
médula dsea, de donde proceden todos los linfocitos, y el timo, donde las células T
maduran y alcanzan el estado de competencia funcional. Los tejidos linfoides
periféricos comprenden los ganglios linfaticos, el bazo, el tejido linfatico asociado a

mucosas y el sistema inmune de la piel.’

Los ganglios linfaticos son los lugares a donde son transportadas y concentradas
las proteinas antigénicas de la linfa, y donde se inicia y desarrolla la respuesta
inmune frente a estos antigenos. El bazo es el érgano donde se inicia la respuesta a
los antigenos procedentes de la sangre. La organizacion estructural de los tejidos
linfoides favorece el contacto intimo y las interacciones entre las poblaciones de
células que cooperan en la generacion de la respuesta inmune.?

1.4 Anticuerpos

Se sabe que los efectos protectores de la inmunidad humoral estan mediados por
una familia de glucoproteinas estructuralmente relacionadas llamadas anticuerpos.
Los anticuerpos siempre inician sus efectos biclégicos al unirse a los antigenos. La
unién del anticuerpo al antigeno, aunque no es totalmente covalente, es sin
embargo, exquisitamente especifica para un antigeno frente a otro y a menudo es
muy fuerte. Los anticuerpos, las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) y los receptores para el antigeno de la célula T
constituyen las tres clases de moléculas que utiliza el sistema inmunitario para

reconocer especificamente a los antigenos.?

Los anticuerpos son producidos por los linfocitos B unidos a la membrana, y estas
moléculas actitan como receptores de la célula B. Los anticuerpos también se
producen en una forma secretada por la progenie de células B que se diferencian en
respuesta a la estimulacién antigénica. Estos anticuerpos secretados se unen al
antigeno y desencadenan varias de Ias funciones efectoras del sistema inmune.?
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Los anticuerpos estan presentes dentro de compartimientos unidos a la
membrana citoplasmética (reticulo endoplasmico y complejo de Golgi) y sobre la
superficie de los linfocitos B, que son las Unicas células capaces de sintetizar
anticuerpos. Los anticuerpos estan presentes en el plasma (porcion liquida) de la
sangre y, en menor proporcion en el liquido intersticial de los tejidos donde se

acumulan los anticuerpos secretados por las células B.2

Estan unidos a la superficie de determinadas células efectoras, como los fagocitos
mononucleares, células asesinas naturales (NK) y células cebadas, que no sintetizan
anticuerpos, pero poseen receptores especificos para unir anticuerpos. También
estan presentes en los fluidos secretados como el moco y la leche, en los cusles se
transportan especificamente ciertos tipos de anticuerpos.?

Todas las moléculas del anticuerpo tienen una estructura general similar que es
responsable de ciertas caracteristicas fisico-quimicas comunes, como la carga y
solubilidad. Todos los anticuerpos tlenen una estructura central comun y dos
cadenas ligeras idénticas (cada una aproximadamente de 24 kilodalton (kD) y dos
cadenas pesadas idénticas (de unos 55 6 70 kD).?

Los anticuerpas pueden dividirse facilmente en un ntiimero pequerio de clases y
subclases distintas basandose en sus caracteristicas fisicoquimicas como el tamario,
carga, solubilidad y en su comportamiento frente a los antigenos. A las clases de
anticuerpos también se les denomina isotipos y en el hombre se denominan IgA, IgD,
IgE, 1gG e IgM. Los isotipos IgA e |gG pueden subdividirse en subclases, o subtipos,
llamados IgA1 e IgA2, e 1gG1, 19G2, 1gG3 e IgG4 respectivamente.?

Las cadenas pesadas de todos {os anticuerpos de un isotipo o subtipo comparten
grandes regiones de secuencias de aminoacidos idénticas que les diferencian de los

anticuerpos que pertenecen a otros isolipos o subtipos.?
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Las cadenas pesadas se designan por las letras del alfabeto griego segtin
comresponda al isotipo general del anticuerpo: 1a IgA1 contiene cadenas pesadas «1;
la IgA2, u2; la 1gD,$; la IgE, ¢; la 1gG1, y1; la 1gG2, y2; la 1gG3, v3; la IgG4, v4; v la
IgM, u 2

Las distintas funciones efectoras de los anticuerpos estdn mediadas por
diferentes isotipos y subtipos, hay dos isotipos de cadenas ligeras de anticuerpos,
denominadas x y A . Las cadenas ligeras no intervienen en las funciones efectoras

de los anticuerpos.?

Los dominios amino terminales de las cadenas pasadas y ligeras, se desighan
como regiones variables (V) para diferenciarias de las zonas mas conservadas del
resto de la cadena o regiones constantes (C). Las regiones V de las cadenas
pesadas y ligeras explican el reconocimiento del antigeno y las regiones C de las
cadenas pesadas son responsables de iniciar las funciones efectoras. Las moléculas
de |g mantienen separadas en el espacio las funciones efectora y de
reconocimiento.?

1.5 Funciones de los anticuerpos

La funcién efectora de un anticuerpo se inicia tras la unién con el antigeno. Una
vez que tiene lugar esta unién, las consecuencias son distintas dependiendo de la
astructura, localizacién anatémica y el isotipo del anticuerpo.?

IgM. La IgM estd compuesta de cinco “monomeros” en forma de Y unidos
medianta sus troncos. La IgM generalmente es el primer anticuerpo secretado
durante la respuesta inmune. En la circulacidn aglutina antigenos (debido al gran
numero de sitios de unidn de antigeno) activa proteinas del complemento y estimula
la fagocitosis de microbios atacados por macréfagos.®
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1gG. La IgG, el anticuerpo mas abundante en la sangre, estd compuesto de un

- solo ""‘monémero". Activa tanto el complemento como a los macrofagos. Algunos

i brocesdé de transporte especial llevan IgG por la placenta, donde protege al feto en
deSarrdllo en contra de enfermedades.’

IgA. La IgA es un dimero de dos mondmeros unidos por sus troncos. Una
proteina adicional enroliada en los troncos de los anticuerpos ayuda a la IgA a ser
secretada desde la circulacion hasta la saliva, lagrimas y moco; por lo tanto, la IgA es
abundante en los tractos respiratorio y digestivo. Une microbios en estas superficies,
impide que entren al cuerpo, y pemite eliminarlos del cuerpo con el moco u otras
secreciones. Asi, la IgA representa una primera linea de defensa para las mucosas.’

IgE. La IgE, el “anticuerpo de las alergias”’, estd compuesto de un solo
mondmero. El tronco de la IgE se une a las células cebadas en el tejido conectivo y a
ciertos leucocitos, incluyendo basdfilos y eosindfilos. Su funcidn normal es la
proteccion en contra de pardsitos, los cuales son eliminados al estornudar y toser,
acciones inducidas por la activacion de las células cebadas y debiltadas o
eliminadas por la activacién de los eosindfilos. Las respuestas alérgicas son
producidas cuando sustancias inocuas se unen a la IgE. La alergia se desencadena
al estimular la sintesis de anticuerpos IgG que unen el mismo antigeno que los
anticuerpos IgE . Si estan presentes anticuerpos IgG suficientes, unen la mayor parte
del antigeno alérgico e impiden que los antigenos alérgicos hagan contacto con la
ige.?

IgD. La IgD es un monémero, que generalmente se encuentra unido a las

membranas plasmaticas de las células B. Su funcién no es conocida; puede
funcionar principalmente como receptor de antigeno.®
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Los anticuerpos son también una herramienta de gran valor en el laboratorio. Se
utilizan RIA (radioinmunoanélisis) y ELISA, del inglés, enzyme-inked inmunosorbent
assay (analisis inmunoabsorbente ligado a la enzima) para cuantificar antigenos en
solucién. La inmunoprecipitacion y el “Westemn blotting” (transferencia de proteinas)
se usan para la purficacién y andlisis estructural de antigenos proteicos. E!
clasificador de células mediante citometria de flujo se utiliza para caracterizar,
identificar y purificar poblaciones celulares que expresan determinados antigenos de
superficie.?

1.6 Ensayo Inmunoenzimatico en fase sdlida.

Son inmunoensayos que permiten determinar la concentracién de un antigeno o
un anticuerpo mediante el uso de uno de ellos en fase solida y el otro en solucién,
detectandose la formacion del complejo antigeno-anticuerpo mediante un trazador
enzimético. Esta reaccion debe hacerse en un medio de fuerza idnica, pH, tension
superficial y concentracién proteica apropiadas para que todas las moléculas de
anticuerpo se unan al antigeno en fase sodlida, y el minimo posible de estas
moléculas u otras se unan inespecificamente al soporte sélido al que esta unido el
antigeno.®

La utilizacién de las reacciones enzima-sustrato ofrece la ventaja inherente de
que las enzimas son magnificadores bioldgicos. De este modo un pequerio nimero
de moléculas de enzima puede convertir un gran nitmero de moléculas de sustrato a
un producto medible. Un protocolo practico de ELISA es el inmunoanalisis directo
donde el antigeno unido al soporte, es detectado por un anticuerpo conjugado a una
enzima.®

En el inmunoanalisis directo la reaccién se completa mediante la adicién de
antiinmunoglobulina, conjugada a una enzima, la cual es dirgida contra la especie
del anticuerpo utilizado para fijar al antigeno. &
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2. Elsistema del complemento

El sistema del complemento comprende un grupo de mas de 30 proteinas séricas
y de la superficie celular que interactian con otras moléculas del sistema inmune y
entre ellas mismas de una manera muy controlada, contribuyendo con muchas de las
funciones efectoras de la inmunidad humoral y Ia inflamacién.?

Charles Bordet demostré que si se afadia a las bacterias suero fresco que
contenia un anticuerpo antibacteriano a temperatura fisiologica (37°C) las bacterias
se lisaban. Sin embargo, si se calentaba el suero a 56° C 0 mas, perdia su capacidad
litica. Esto no se debia a una disminucién de la actividad de los anticuerpos, ya que
éstos son termoestables e incluso el suero calentado era capaz de aglutinar las
bacterias. Bordet concluyS que el suero debia contener otro componente termolabil
que ayuda o “complementa” la funcion litica de los anticuerpos y lo denominé
complemento.?

La presencia del complemento en el suero de todos los animales es
independiente del estado inmune del animal, esto es, sus niveles no se incrementan
'por Inmunizacion. Muchas de las proteinas que conforman el sistema del
complemento tienen actividad enzimatica, aunque circulan como zimogenos o
enzimas no activadas. Cuando se activan in vivo, estas proteinas ejercen diversos
efectos sobre otras proteinas, y sobre células alterando su fisiologia y la homeostasis
tisular. Estos cambios promovidos por Ia activacion del sistema del complemento son
los responsables de la reaccion inflamatoria cuyas manifestaciones son: dolor, calor,
rubor (enrojecimiento) y pérdida de la funcidn. Ei complemento es, asi un mediador
muy importante de la inflamacion.?
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2.1 Componentes del complemanto

Los componentes del complemento son, en su gran mayoria, glicoproteinas con
diferentes caracteristicas fisicoquimicas. Algunos se designan con la letra C y un
numero; C1 (constituido por los subcomponentes C1q, Cir y C1s), Otros
componentes del complemento se denominan como factores y se designan con
letras: factor H, factor D, factor B, factor P, aun otros se designan con nombres
descriptivos: inhibidor de C1 (C1INH), inactivador de C3B (C3bINA), etc. 8

2.2 Activacién del sistema del complemento

El sistema del complemento se activa de dos maneras; en una llamada via clasica
la cual requiere la presencia de anticuerpos, y la otra denominada via altema en la
que éstos no participan.®

Via clasica. En la via clasica, sélo los anticuerpos de las clases IgM e IgG
(subcléses 1gG1-1gG3) son capaces de promover la activacion del complemento,
pero se requiere que los anticuerpos estén combinados con el antigeno homdlogo,
es decir, en forma de complejos inmunes.®

-La activacidon del complemento por la flamada ‘via clasica” requiere de la
presencia de complejos antigeno-anticuerpo. La disposicion de dos moléculas
adyacentes de IgG, o de una sola molécula de IgM, propicia la interaccion de sus
fragmentos Fc con sl subcomponente C1q del componente C1 (un complejo de C1q,
C1ry C1s, estabilizado por Ca++). Tal interaccidn origina cambios conformacionales
en la molécula de C1 que dan como resultado la activaciéon de los subcomponentes
Cir y Cis. Activados, estos subcomponentes se comportan como enzimas .
(esterasal/proteasa) que modifican y activan a los componentes C4 y C2. Primero C4,
y luego C2, se rompen en dos fragmentos, uno grande (C4b y C2a) y uno pequefio
(C4aycC2b). ®
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Los fragmentos grandes C4b y C2a se fijan a sitios sobre la membrana celular y,
como complejo activado (c1,4b,22), ejercen su actividad de “C3 convertasa” sobre el
componente C3. Este componente se hidroliza para dar origen a los fragmentos C3b
(de mayor tamafio) y C3a (mas pequeiio). Como C4b y C2a; C3b se fija a la
membrana y junto con ellos participa en la activacion de los componentes restantes;
C5, C6 y C7, los cuales se activan en bloque y asi se asientan sobre la membrana
celular. La interaccidn en la membrana para formar un complejo de mayor tamario
que conduce a la formacién de agujeros a través de los cuales ocurre la lisis celular.?

Via altema. La activacién del complemento también puede ocurrir en ausencia de
anticuerpo a través de la llamada via alterna. En esta via de activacion no participan
los primeros componentes del complemento (C1, C4, y C2) y la activacion se
promueve por diversos polisacaridos presentes en algunos microorganismos cuyas
superficies carecen de acido silico o tienen muy bajo contenido del mismo.®

En esta via de activacion del complemento participan, ademas de los
componentes C3 a C9, los componentes H, B, D, el inactivador de C3b (C3bINA) y la
properdina (P). La activacion comienza cuando el componente C3, en la forma de
C3b (resultante de la via clasica) o de C3bH20 (producido por efecto de algunas
proteasas del suero), interacciona con ciertos polisacaridos presentes en la superficie
de algunos microorganismos, sobre todo levaduras y bacterias. Cuando C3 (como
C3b o C3bH20) se mantiene en solucidén, interacciona espontdneamente con el
componente H formando el complejo C3bH, el cual es altamente susceptible al efecto
del inactivador de C3b (C3bINA). E! C3b afectado por C3bINA se transforma en
C3bi, un producto hemoliticamente inactivo. 8

El C3b fijado a la superfficie de los microorganismos activadores del complemento
ya no es capaz de interaccionar con el componente H, pero en cambio interacciona
con el componente B para formar el complejo C3bBb. Este complejo exhibe la
actividad de C3 convertasa que transforma a C3 en C3ay C3b, &
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La actividad de C3 convertasa del complejo es de vida media muy corta pero ésta
se alarga considerablemente cuando el complejo interacciona con la proteina (P),
una proteina estabilizante del complejo. La C3 convertasa y el C3b promueven la
activaciéon de los componentes subsecuentes del complemento (C5, C6, C7, C8 y
C9) y dan origen a las diversas actividades bioldgicas del sistema, incluyendo la lisis
de las células.?

Las funciones biolégicas del sistema del complemento son la citdlisis,
opsonizacion de microorganismos e inmunocomplejos para la eliminacién fagocitica,
produccion de la inflamacidn, estimulacion de las respuestas inmunes humorales y
solubilizacién y eliminacién de inmunocomplejos.?

Muchas proteinas del plasma, se suman a miembros de el sistema del
complemento involucrados en la respuesta inmune innata a microbios. La lectina
unidora de manosa (de! inglés MBL) es una proteina de! plasma que funciona como
una opsonina. Esta pertenece a la familia de las colectinas, son liamadas asi porque
estas proteinas contienen un dominio de coldgeno separado por una regioén de cuello
desde un dominio de lectina dependiente de calcio. La MBL es semejante a el
receptor de manosa a macréfagos une carbohidratos con terminales de manosa y
fucosa, donde son tipicamente encontrados en superficies celulares de microbios
glicoproteinas y glicolipidos. De esta manera MBL es un modelo de receptor que
une a microbios pero no células de mamiferos. MBL es un hexamero que es
estructuralmente similar a el componente C1q de el sistema del complemento. MBL
une a un receptor de la superficie de macréfagos que es llamado el receptor Ciq
porque este también une a C1q Este receptor esta involucrado
en la fagocitosis de microbios que son opsonizados por MBL. Mas adn, MBL puede
interactuar con otras dos proteinas del complemento, C1s y C1r para activar la via
clasica del complemento.’
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MBL circulante es asociada a una proteasa serina que puede directamente activar
el componente del complemento C3 y asi de paso ambas vias la via clasica y la
altema. Esta via es llamada Ia via de Ias lectinas por activacion del complemento. !

3. Fiebre Tifoidea

Fiebre Tifoidea es una enfermedad infecciosa aguda generalizada de el sistema
reticuloendotelial, tejido linfoide intestinal y vesicula biliar que es causado por
Salmonella typhi, es Unica para humanos. Esta es caracterizada por fiebre, dolor de
cabeza, apatia, postracion, tos, esplenomegalia, erupciones cutdneas Yy

leucopenia.5”

Enla era preantibiotica, el curso de la enfermedad corria sobre varias semanas, y
era acompanado por un ritmo de casos fatales de un 10 a un 20 %.”

31 Etiologia

! ; Salmonella typhi es una bacteria Gram-negativa, aerdbica, no capsulada, no
‘forma esporas, perteneciente a la familiia Enterobacteriacea, tribu Salmonellae 'y
especie S. typhi, movil, rango de tamario de 2 a 3 ym X 0.6 ym. Fermenta glucosa
con la produccidn de acido y no de gas, no fermenta lactosa o sucrosa, supuesta
identificacion es basada en pruebas bioquimicas y su identificacion definitiva esta
establecida en pruebas seroldgicas para antigenos soméaticos “O" que forma parte
del LPS (lipopolisacarido) y contiene carbohidratos especificos utiles en la
identificacién serolégica de la especie, el antigeno de superficie que incluye al
antigeno “H", flagelar. Cepas frescas aisladas de pacientes expresan sobre su
superficie una capsula polisacaridica que es el antigeno Vi (virulencia) .57

La bacteria tiene una estructura tipica de las bacterias Gram-negativas con dos
membranas, una citoplasmatica (intema) y otra externa, entre las cuales se dispone
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la péptidoglicana y varios tipos de proteinas. En la membrana externa esta el
lipopolisacarido (LPS) que tiene actividad endotéxica y diversas proteinas.*

De acuerdo a la clasificacion de Kauffman White, S. typhi pertenece algrupo Dy
comparte con otras especies del mismo grupo a los antigenos somaticos 9,12; sus
flagelos contienen el antigeno “d” y en la superficie se encuentra el antigeno Vi, el
cual es un polisacarido homopolimérico lineal del &cido «-1,4-2desoxi-2-N-
acetilgalacturénico que cubre a la bacteria como un antigeno capsular y es un

indicador de la virulencia de la cepa. *

Se sabe que gran parte de las manifestaciones clinicas de la fiebre tifoidea son
provocadas por la liberacion de la endotdxina que, entre otros efectos, induce fiebre,
hipotensidn arterial, leucopenia y estimulacion polictonal de linfocitos B. La infeccidon
induce la produccion de anticuerpos contra diversas fracciones antigénicas, sin
embargo ni su presencia o titulo correlacionan con el desarrollo de proteccion contra
las recaidas o las re infecciones. Sélo algunos estudios sugieren que los anticuerpos
contra el antigeno H son indicadores de resistencia a la fiebre tifoidea. Aunque los
anticuerpos secretorios principalmente IgA impiden la adherencia de S. typhi ala
pared intestinal, Unicamente confieren proteccién contra indculos pequefios de

bacterias.*

Debido a su localizacion, las proteinas de membrana extema (PME) en las
bacterias Gram-negativas tienen gran importancia en la relacién hospedero-parasito.
Esto se pudo entender después de! advenimiento de métodos especificos que
penmitieron separar la membrana extemna de la citoplasmatica. Miura y Mizushima
describieron por primera vez el aislamiento de la membrana extema de Escherichia
coli empleando esferoplastos preparados con lisozima y EDTA, que se lisaron por
choque osmdtico y posteriormente se separaron ambas membranas mediante un
gradiente de sacarosa. El método anterior fue modificado por Osbom con el fin de
disminuir la cantidad de LPS en las preparaciones de PME.*
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Las evidencias de que las PME estan expuestas al medio externo llevaron a
investigar su eficacia como inmunégenos , Frasch y col. ancontraron que las PME de
Neissena meningitidis grupo B eran buenos inmundgenos cuando se inoculaban a
conejos. Los anticuerpos anti-PME presentaron actividad bactericida in vitro
mediada por complemento. Por otro lado, Kussi y col. demostraron que las porinas,
proteinas principales de la membrana externa, extraidas de una cepa rugosa de
Saimonella typhimurium protegen al ratén de un reto con una cepa lisa homdloga. El
mismo efecto se obtuvo en forma pasiva con anticuerpos especificos. Las porinas en
su calidad de antigenos proteicos ofrecen la ventaja sobre los de naturaleza
polisacaridica de inducir anticuerpos de mayor afinidad y favorecer una respuesta
inmunoldgica celular y de mernoria.* )

3.2 Epidemiologia

Los humanos son el Unico reservorio de Salmonella typhi, asi como el Unico
huésped natural. La infeccion es transmitida cuando el huésped susceptible ingiere
comida o agua que esta contaminada de materia fecal.”

El origen de la infeccién con Salmonella typhi es un paciente con fiebre tifoidea o
un portador de Salmonella typhi. Los pacientes con fiebre tifoidea excretan grandes
cantidades de Salmonella typhi en heces o en oring, y los bacilos viables se pueden
presentar en vomito, secreciones respiratorias o pus.®

Ademas, un portador cronico es un importante origen de infeccién, a menudo
excreta 10° o mas bacilos viables por gramo de heces.®

El bacilo tifoideo puede sobravivir por semanas en agua, hielo, poivo, y aguas
residuales. La comida o agua contaminada directamente con excretas humanas es
un origen usual de la infeccion.®
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E! agua puede ser contaminada directamente por excretas que contienen
Salmonella typhi o puede ser introducida por una falla en la sanitizacion o en la
{uberia del agua.. La comida de consumo humano puede ser contaminada por
excretas de portadores o pacientes con tifoidea. Ostras y otros mariscos pueden ser
infectados por mareas de agua contaminada y pueden ser los responsables de una

infeccion.®

Con la introduccién de tratamiento de agua, incluyendo filtracion y desinfeccion
con cloro, la incidencia de fiebre tifoidea bajo considerablemente en las grandes
ciudades de Estados Unidos, a pesar de la existencia de un reservorio de
Salmonella typhi en pontadores crénicos.” El estado de portadores crdnicos
entéricos es mas comln en mujerss, casi el 85% de los casos de fiebre tifoidea son
sobre fos 50 afios de edad, alrededor del 75% de los casos de fiebre tifoidea es en

personas menores de 30 afios de edad.’

Fiebre tifoidea permanece endémica en muchas dreas menos desarrolladas de!
mundo, donde la contaminacidon fecal del agua aun ocurre. Estas incluyen muchos
paises de Africa, Asia y Latino América.” En areas donde Ia fiebre tifoidea es comun,
la incidencia de la entermedad se incrementa durante el verano.®

3.3 Patogénesis y Patologia

Salmonella typhi es una bacteria altamente invasiva que pasa a través de
mucosa intestinal de los humanos rapida y eficientemente para alcanzar el sistema
reticuloendotelial, donde después de un periodo de incubacién de 8 a 14 dias, se

presenta la enfermedad sistémica.”

Las personas ingieren el microorganismo, el cual se encuentra dentro de comida y
agua contaminada, del tamafio del inoculo y €l tipo de vehiculo influye grandemente
el ritmo de ataque para fiebre lifoidea y también afecta el periodo de incubacion.”
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Dosis de 10%y 10° de patdgenos de Salmonella typhi ingeridos por voluntarios
contenidos en 45 ml de leche descremada inducen enfermedad clinica en 98% y
89% de individuos, respectivamente; dosis de 10® organismos causaron fiebre
tifoidea en 28 a 55% de los individuos, mientras que ninguno de 14 sujetos quienes
ingirieron 10° organismos desarmollaron la enfermedad.”

El antigeno Vi es una propiedad de virulencia. Félix y Pitt, quienes originaimente
describieron el antigeno y le dieron este nombre, mostraron que el antigeno Vi es el
causante de la patogenicidad de Salmonella typhi para el ratén. Virtualmente todas
las cepas frescas aisladas de pacientes poseen este polisacarido capsular.
Observaciones epidemioldgicas y estudios en voluntarios dicen que las cepas de
Salmonella typhi que poseen Vi son mas virulentas que aquellas cepas que carecen
de este polisacarido.”

Para los portadores cronicos, durante la primera fase de bacteremia de la
enfermedad que sigue de la ingestion del bacilo de tifoidea y después de que se
cimienta en el sistema reticuloendotelial, también alcanza la vesicula biliar, el cual es
un 6rgano donde Salmonella typhi tiene una predileccion remarcable. Dentro del 2 al
5% de los pacientes, la infeccion dentro de la vesicula biliar llega a ser crénico.’”

3.4 Fiebre Tifoidea como un Problema de Salud Publico.

La fiebre tifoidea continlia siendo un problema de salud en los paises en vias de
desarrollo y en algunos paises industrializados. Se ha estimado que cada afio mas
de 33 millones de casos y mas de 500,000 muertes ocurren a nivel mundial que son
debidos a fiebre tifoidea.”

Tres poblaciones tienen altos indices de desarrollar fiebre tifoidea y deberian
beneficiarse desde una inmunoprofiaxis con una segura, efectiva barata y practica
vacuna. Estas incluyen nifios en areas endémicas, viajeros y personal militar de
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paises industrializados quienes visitan ciudades en vias de desamollo, y
microbidlogos clinicos. En dreas endémicas, fiebre tifoidea es una principal causa de
ausentismo en el trabajo o en Ia escuela.”

3.5 Vacunas disponibles

Vacunas de células muertas. La primera inmunizacién experimental contra la
infeccion por S. typhi se realizé6 en 1886, cuando Frankel y Simmons lograron
proteger a conejos inyectandoles dosis subinfectantes de la bacteria viva. Un afio
después, Baumer y Peliper reportaron resultados semejantes en ratones. Mas tarde,
Kilkovich demostrd que los bacilos muertos también son capaces de inducir
proteccidén en modelos animales. Con estas observaciones, en 1887 Wright en
Inglaterra e independientemente Pfeiffer y Kolle en Alemania, decidieron administrar
en humanos bacteras inactivadas con objeto de generar proteccion. La vacuna de
Pfeiffer, por ejemplo se preparaba haciendo crecer ia bacteria en medio sélido, una
vez cosechada era muerta por calor y tratada posteriormente con fenol.*

La utilizacion masiva de estas vacunas fue exitosa, pues la morbilidad por fiebre
tifoidea disminuyd cuando se aplicd en muchos individuos de la India, Egipto, italia y
Sudafrica.*

Ademas, en los sujetos que adquirian la enfermedad a pesar de estar vacunados
sus cuadros clinicos eran considerablemente menos severos. Debido a estos
resultados, el uso de vacunas tifoidicas elaboradas con bacterias muertas contintio
durante décadas. Sin embargo, no fue posible comparar la eficacia de las
preparaciones obtenidas en diferentes lugares, por la falta de modelos animales
donde probarias, falta de correlacién entre el estado de inmunidad alcanzado y algin
indicador seroldgico en el individuo, asi como la ausencia de estudios
epidemioldgicos controlados.*
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Por lo anterior, en 1955 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promovié la
realizacién de estudios de campo en Yugoslavia, Guyana, Polonia y la Unién
Soviética para determinar la eficacia de tres vacunas preparadas con células
completas de S. typhi inactivadas respectivamente con acetona, calor-fenol o
alcohol. La vacuna “K" inactivada con acetona, resulté ser la que confirié la maxima
proteccién y la de mayor duracién. La vacuna “L”, inactivada con calor-fenol, mostro
eficacia intermedia y la inactivada con alcohol demostré ser la menos efectiva.*

Algunos investigadores han atribuido la mayor eficiencia protectora de la vacuna
*K" a que es la que contiene mayor cantidad de antigeno Vi. Aunque es aceptable la
proteccién que confiere una sola dosis de la vacuna “K" o de la “L” , el empleo de dos
dosis proporciona una inmunidad mas confiable, Sin embargo, estas vacunas
completas de administracién parenteral tienen como inconvenientes el que producen
reacciones secundaras importantes debido a la endotoxina que contienen y que
solamente protegen en forma efectiva ante indculos infectantes menores o iguales a
10° bacterias, por lo que no se recomienda emplearia en rutina.*

Vacunas con cepas étenuadas de Salmonella typhi. Existe una vacuna de este
tipo que es una cepa deficiente en UDP-4-galactosa epimerasa desarrollada por
Germanier como Ty21a. La cepa de Ty21a fue desarrollada por Germanier y Flrer
en 1975, 41421,

- Tiene una mutacién en el gene gal E que causa una deficiencia en la enzima
'UDP-4-galactosa epimerasa. Ty21a fue derivada de una cepa de tipo salvaje Ty2
por tratamiento con el agente mutagénico nitrosoguanidina. Una mutante fue
seleccionada ya que exhibia una completa ausencia de actividad de la enzima uridil
difosfatasa-4-galactosa epimerasa y una reduccién de aproximadamente 80% en la
actividad de otras dos enzimas, galactoquinasa y galactosa-1-fosfato uridil
transferasa. La cepa de S. typhi carece del antigeno Viy no produce H.S. Esta cepa
fue designada como Ty21a." "
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En el comercio existe una vacuna llamada Vivotif producida por el Instituto Suizo
de Sueros y Vacunas y que emplea la cepa Ty21a de Salmonella typhi.* Cada
formulacién de la vacuna, sea capsula o sobre de liofilizado contiene de 2 a 6 X 10°
bacterias / dosis.” Se administra una capsula con capa entérica cada tercer dia
hasta completar cuatro. Las capsulas se deben mantener en refrigeracion y se tienen
que tomar las cuatro capsulas para alcanzar el maximo de eficiencia.® Los
inconvenientes de esta vacuna son su alto costo y la necesidad de aplicarla junto con
un antidcido por 3 veces.

Con la formulacién de capsulas entéricas cubiertas, un programa de cuatro dosis
es recomendado en los Estados Unidos y Canada, mientras que en otros paises del
mundo un régimen de tres dosis s usado. La vacuna Ty21a es administrada con un
intervalo de un dia entre cada dosis. Uno de los ensayos con las cépsulas entéricas
cubiertas de Ty21a en Santiago de Chile, mostrd que la inmunizacién con cuatro
dosis dentro de un periodo de 8 dias proveo mayor proteccion que tres dosis.
Basandose en estos resultados de este ensayo, la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos y E! Comité de Drogas de Canada
autorizaron un programa de inmunizacidn con cuatro dosis cada dos dias.”

Se llevaron a cabo dos ensayos en Chile e Indonesia, en donde se compard la
eficacia de tres dosis ds Ty21a administradas en capsulas entéricas cubiertas, contra
aquellas administradas en una suspensioén liquida. Las dosis de la vacuna fueron
dadas cada dos dias en el ensayo realizado en Chile, mientras que en Indonesia las
dosis fueron administradas una semana aparte. En cada uno de estos ensayos, tres
dosis de Ty21a dentro de la formulacién liquida demostraron mejor proteccidn que
las capsulas entéricas cubiertas. Del ensayo realizado en Chile, la diferencia en el
nive! de eficacia por las dos fonmulaciones fue significativamente alta. Desde 1997, la
formutacion liquida ha sido autorizada, con un régimen de inmunizacion de tres dosis
que recomiendan un intervalo de un dia entre cada dosis.”"'
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Una formulacién liquida fue comercializada después, esta demostrd una
proteccion superior que las capsulas entéricas cubiertas, sobre tres afios de
investigacion en un ensayo de campo al azar realizado en el Area Sur Occidente y en
el Area Norte, de Santiago. La vigilancia en el ensayo del Area Occidente fue
continuado durante otros cuatro afios mas. En el Area Occidente (un total de 7 afios)
y an el Area Sur Occidente /Area Norte por dos arios adicionales (total de 5 afios).
Datos de investigaciones adicionales fueron analizados para averiguar la duracion de
la proteccién conferida por estas formulaciones de Ty21a en capsulas entéricas
cubiertas (administradas cada dos dias), confirieron 67% de proteccion sobre 3 afios
y 62% de proteccidn sobre 7 aftos de investigacion, mientras que tres dosis de una
formulacion liquida (administradas cada dos dias) confiferon 77% de proteccidon
sobre 3 afios y 78% sobre 5 afios de investigacion. Basandose en la excelente
aceptabilidad clinica, la facilidad de administracion oral, y su larga eficacia durante al
menos siete afios, se propuso una inmunizacidn masiva en escuelas, como una
medida de control en dreas donde la incidencia de fiebre tifoidea es alta y Salmonella

typhi es resistente a antibiéticos. '* 17

Vacuna a base dsl polisacérido capsular Vi. La vacuna de mas reciente ingreso al
comercio esta elaborada a partir del antigeno capsular Vi de S. typhi, se aplica por
via parenteral, es efectiva pero de corta duracidn y debido a su naturaleza
polisacaridica no induce memorna inmunoldgica y no es efectiva en nifios menores de
3 afios.™

El polisacarido Vi se ha relacionado con la virulencia y aunque varios
investigadores han demostrado la falta de correlacién entre los anticuerpos anti-Vi y
un estado protector, otros estudios revelan que el antigeno Vi por si solo es capaz de
inducir proteccion. En 1934 Félix y Pitt informaron la presencia tanto de dicho
antigeno en cepas de S. typhi aisladas de pacientes con fiebre tifoidea, como la de
anticuerpos anti-antigeno Vi en el suero de estas personas.* 220
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Con un modelo murino en los afos setenta, Wong cbseivé qus la maycr
efectividad de la vacuna inactivada con acetona sobra la inactivada por calor-fenol se
debe a la mayor contenido del antigeno Vi en la primera. Mas tarde, él mismo logrd
purificar el antigeno Vi sin desnaturalizacién y demostrd que continuaba siendo
inmunogénico y seguro.*

. En 1984, Robbins y Raobbins lograron preparar dos lotss de antigeno Vi, ambos
" resultaron  busnos inmunégenos, sin embargo uno de ellos generd reaccionss
adversas, debido a su contenido de lipopolisacarido contaminante. E! lote que se
“obtuvo a.través del Instituto Méreux, en Francia, se utiizd para realizar pruebas de
-'campo en Nepal y en Sudaéfrica.” Se administré una sola dosis (25 pg) de antigeno Vi
por via parenteral mostrd una eficacia de un 70% durante 17 mesas de seguimiento y
G4% de eficacia en Sudéfrica sobre 21 meses de vigilancia. El ensayo en Nepal
incluye a todas la edades desde presscolar hasta aduitos, mientras que &l ensayo en
Sudéafrica fue desarollado en nifios escolares. Un reporte posterior de Sudéfrica
mostré que sobre los siguientes tres afios la eficacia fue del 55%.%'

El inconveniente de esta vacuna es que por su naturaleza polisacaridica se
comporta como antigeno T-independiente y por tanto no induce memora
inmunologica. Por estos motivos se ha sugerido conjugarlo quimicamente con
proteinas para conferile caracteristicas de un verdadero antigeno T-dependiente,
pues se sabe que las proteinas, a diferencia de los polisacéridos, inducen respuesta
mas prolongada con anticuerpos de mayor afinidad y favorecen la respuesta
inmunoldgica celular, por otro lado se subraya la importancia que este tiene en la
virulencia de la cepa infectante, asi como la conveniencia de conservario durante la
preparacién de vacunas.*
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Fiebrs tifcidea es aun un problema de salud publica sin resolver en la mayoria de
los paises del tercer mundo. La principal causa de la prevalencia ds la enfermedad
esta relacionada a una inadecuado deposito de heces fecales aunado a un
inapropiado suministro de agua. Tan grande como estos problemas que no son
resueltos, las enfermedades entéricas permmaneceran como una de las principales
causas de morbilidad en paises del tercar mundo. Una altemativa es el desarrollo de
una vacuna efecliva contra Salmonella typhi. *°

Las vacunas disponibles actualmente no son satisfactorias por dar efectos
~ indeseables, carecer da un efecto sostenido o ambos. Las proteinas de membrana
externa han sido consideradas como importantes antigenos en la induccién de una
respuesta inmune especifica de proteccién contra la infeccion por bacterias Gram-
negativas, las porinas de Salmonella typhi se estan evaluando como vacuna contra
figbre tifoidea en donde actualmente en México los estudios se encuentran en fase
1, por lo que se espera contar con una vacuna contra la fiebre tifoidea que sea
efectiva, que induzca una proteccion duradera, libre de efectos secundarios, qua s&
pueda aplicar a nifios y adultos, barata, estable a temperatura ambiente y de facil
aplicacién.*

Fiebre tifoidea puede ser algun dia erradicada ds! mundo, por lo que se requiere
una combinacion de tratamiento de agua y la provisién de una buena sanitizacién
para disminuir la transmisidn, una proteccién sistémica para detectar acarreadores
crénicos de tifoidea y un tratamiento a los acameadores para disminuir el reservorio
de la infeccion, aunque esto se restringe en los paises del tercer mundo donde se
carsce de recursos scondmicos para llevarse a cabo, por lo qus es sumamente
necesaric una nueva vacuna bian tolerada y altamente efectiva contra fiebre
tifoidea.”
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ill. OBJETIVOS

OBJETIVO PARTICULAR
« Evaluar la respuesta inmune humoral a las porinas de Salmonella typhi en
voluntarios vacunados por via oral con la vacuna Ty21a

OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Determinar los titulos e isotipos de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS de
Salmonella typhi por el método de ELISA.

« Comprobar si astos anticuerpos son bactericidas mediante un ensayo en placa
utilizando la bacteria coimpieta.
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IV. HIPOTESIS

Se sabe que la vacuna cral de Germanier Ty21a contra fiebre tifoidea induce
respuesta inmune humoral a los antigenos *O” y “H" de Salmonella typhi asf como
raspuesta inmune celular anti-porinas de la bacteria en humanos, gor otro lado en
pacientes con fiebre tifoidea se han encontrado anticusrpos igh & IgG anti-porinas,
con sstos antecedentes se espera que la vacuna Ty21a sea capaz de inducir
respuesta inmune humoral contra porinas de S. #yphi.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material, equipo y reactivos utilizados

Equipo utilizado

Balanza analitica, marca Ohaus

Campana de flujo laminar, marca Veco

Centrifuga, marca Hettich, modelo 38R

Congelador Raveo, marca Diana

Espectrofotémetro, marca Beckman, modelo DU 640

incubadora, marca Shei-Lab, modelo 2100

Incubadora con agitacién, marca JEIO-TECH, modelo SI-300/300R
Lector de Elisa, marca DYNEX

Maxi-Shakear, marca HHeto

Potenciémetro, marca CORNING, modslo 10

Material

-

Cajas petri estérilas, marca Technicare

Multipipetas de 10 a 100 pl.

Pipetas de 0.5 a 1000 pl.

Pipatas volumsétricas de 1, 5y 10 ml.

Placas de Elisa de 86 pozos, marca Costar

Propipeta

Tubos cénicos graduados, estériles para centrifuga de 50 ml,

marca Labcon

Tubos cénicos graduados, estériles de 15 ml, marca CORNING
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Reactivos

« . Acido Sutfurico (HS04) 25N

o Agua Oxigenada (HzOz)

. ‘Agar Bactenologlco marca Bioxon

. Antlcuerpos de cabra antl IgG anti lgM humano conjugado con peroxidasa,
marca ZIMED :

. Antlcuerpos de raton anti IgG,, anti IgG,, anti lgGg, y anti 1gGs humano,
conjugado con peroxidasa, marca ZIMED

‘e’ Caldo de soya tripticaseina, marca Bioxon

+  Leche descremada

« Ortofenildiamina, marca SIGMA

« " Tween 20, marca SIGMA

Materia} BiolGgico
« Copa de Sal/monella typhi ATCC 9993

5.2 Preparacion de soluciones utilizadas

" Medlo Minimo A
"’ Pese exactamente:

Fosfato dibasico de potasio 3.5g.
Fosfato monobasico ds potasio 15g.
Suifato de amonio 0.5g¢.
Citrato de sodio 0.25¢g.

Disuelva en §00 m! de agua destilada, esterilice a 121°C, 15 minutos.

Extraclo de Levadura
Pese gxactamente 25 g de extracto de levadura
Disueiva en 500 ml de agua destilada, esterilice a 121°C, 15 minutos.




Glucosa
-Pese exactamente 62.5 g de glucosa
k LDisUeI'v‘a en 500 ml de agua destilada, esterilice a 121°C, 15 minutos.

= S_Ulfétd de Magnesio
Pése exactamente 125 g de suffato de magnesio
Disuelva en 500 ml de agua destilada, esterilice a 121°C, 15 minutos.

Preparacion de Medio Minimo A “Suplementado”
Adicione a 500 ml de Medio Minimo A estéril:
Solucién de extracto de levadura  10.5 ml
Solucion de glucosa 21.0m!
Solucién de sulfato de magnesio 2.1ml

Medio Soya Tripticaseina

Pese exactamente:

Medio Soya Tripticaseina 7.5g.

Agar Bacteriolégico 20g.

Disuelva en 250 ml de agua destilada, hierva hasta disolver completamente,
esterilice a 121° C, 15 minutos.

Solucidn reguladora de fosfatos (PBS) pH: 7.4
Pese exactamente:

Cloruro de sodio 8.74.
Fosfato monobasico de sodio 0.7 g.
Fosfato dibasico de sodio 274

Disuelva en 500 ml de agua destilada
Ajuste ef pH y afore a 1000 mi con agua destilada, esterilice a 121°C, 15 minutos.
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Solucién de bloqueo

Pese exactamente 5.0 g de leche descremada

Disuelva en 100 mi de solucion reguladora de fosfatos (PBS) pH: 7.4
Nota: Debe prepararse el dia de su utilizacion.

Solucién reguladora de carbonatos pH: 8.5

Pese exactamente:

Bicarbonato de scdio 7.09.
Carbonato de sodio 28g.
Disuelva en 500 m! de agua destilada

Ajuste el pH y afore a 1000 ml con agua destilada.

Solucidn reguladora de citratos pH: 5.6

Pese exactamente:

Acido citrico i 4.149.

Citrato desodio - 29.0g.

Disuelva en 500 mi één agua destilada

Ajuste e! pH y afore a 1000 ml con agua destilada.

- Solucion de lavado
_ Disuetva 1 ml de Tween 20 en 1000 m! de agua destilada.

Solucién Re_Vepédoré

" Pese exactamente 0.006 g. de ortofenildiamina

, Disuelva en 12 mi de solucién reguladora de citratos pH: 5.6
Adicione 10 ul de agua oxigenada, en el momento de su utilizacion
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Solucién de acido sulfurico (H2S04) 2.5 N.

Tome cuidadosamente 6.66 mi de acido sulfurico (98% de pureza, §=1.84) y
transfiera a un matraz volumétrico de 100 ml con 50 m| de agua destilada, deje
enfriar y afore a 100 mi.

5.3 Ensayo de Elisa para porinas y LPS de S. typhi 9,12 Vi:d

« Elantigeno (porinas y LPS),se coloco a una concentracion de 10 ug/mi
utilizando como diluyente solucion reguladora de carbonatos: pH: 9.5,
colocandose 100 jl por pozo, y posteriormente se incubo a 37°C durante 1
hora, dejandose en refrigeracion toda la noche.

e Se lavo sélo una vez con solucién de lavado

» Posteriormente se colocaron 200 ul de solucion de bloqueo a una
concentracion de 5%, incubar durante 2 horas a 37°C.

» De nuevo se lavd 2 veces mas con solucion de lavado.

« Se colocd el primer anticuerpo (en este caso colocamos el suero a probar) a
una concentracidén de 1:20,utilizando como diluyente solucién de bloqueo,
coloque 200 pl hasta obtener solo 100 pl en cada pozo, diluyendo hasta una
concentracidn de 1:1280. Incubandose a 37°C durante 2.5 horas.

¢ Selavé 4 veces con solucion de lavado

s Se puso el segundo anticuerpo (en este caso colocamos anticuerpos de
cabra anti IgG humano conjugado con peroxidasa y anti IgM humano e
isotipos de igG de ratén), a una concentracion de 1:3000 para igG e IgM y
1:1000 para los isotipos de IgG. Colocando 100 pl en cada pozo. Incubara
37°C durante 1.5 horas.

e Posteriommente se lavd 6 veces con solucion de lavado

e« Se colocaron 100 pl/pozo a toda la placa de solucidn reveladora

« Incubandose en la oscuridad a durante 10 minutos a temperatura ambiente

» Se colocaron 10 pl/pozo a toda la placa de écido sulfirico 2.5 N

« Finalmente se leyd inmediatamente en el lector de Elisa a 492 nm.
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5.4 Cuenta viable para Sa/monella typhi

5.5

Se tom6 una asada de la bacteria congelada y sembrar en 5 ml de medio
minimo “A” complementado, incubéndose a 37°C, 200rpm , durante 18 horas,
Posteriormente se tomd 1 mil del inoculo, el cual se adiciond ‘a 10 mi de
medio minimo “A” ‘ '

Se tomaron alicuotas cada 30 minutos y se leyeron a 540 nm, hasta tener
una D.0O. de 0.600.

Se hicieron diluciones en serie a una concentracion de 1:10, las cuales se
realizaron tomando un mililitro del inoculo y se pasaron a 9 ml de medio
minimo “A”", hasta tener una dilucién de 10°.

Se sembrd 1 ml de cada dilucién, en placas petr estériles las cuales deben
contener medio soya tripticaseina (un volumen aproximado de 20 mi),
suspender perfectamente en la placa, se realizé por duplicado para cada
dilucién incubandose a 37°C, durante 18 horas .

Contandose el nimero de colonias por placa.

Ensayo de anticuerpos bactericidas

Una dilucién 10°® contenia aproximadamente 169 x 10° U.F.C./ml. a un
tiempo cero.

Los sueros a ensayar fueron de pacientes inmunizados con Ty21a por via
oral, los cuales se inactivaron a 36°C/30 minutos.

Se utilizé un suero de paciente normal como fuente de complemento, a una
concentracion de’10% v/v, utilizando como diluyente PBS.

Se tomaron 5 tubos cdnicos, graduados estériles de 15 ml, los cuales
contenian 1 mi de la dilucién 10° cada uno, se centrifugaron a 3500 rpm,
20°C, durante 30 minutos.
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Decantandose 900 ul a cada tubo y se resuspendieron los 100 i restantes,
los cuales se utilizaran para el ensaye, el cual se realizé por duplicado
utilizandose 50 pl para cada ensayo.

Se colocaron 50 pil de bacteria / pozo, a los cuales se les afadio: 25ul de
suero inactivado utilizando diluciones de: 1:1. 1:2, 1:4 y 1:8 del suero
inactivado, las cuales se les afiadia 25ul de complemento, esto se realizé por
duplicado. También se realizaron los siguientes dos ensayos: el primero se
realizé utilizando 50 pl de bacteria con 25ul de complemento y 25ul de PBS, y
el tltimo se colocaban 50 pl de bacteria mas 25ul de suero y 25 de pl de
PBS(por duplicado paca cada ensayo).

Se incubaron a 37°C durante 1 hora.

Se plaqueardn todas las diluciones, utilizando cajas petri estériles las cuales
contenian medio soya tripticaseina, se dejaron gelar para posteriomente
incubarias a 37°C durante 18 horas.

Se contaron las colonias por placa.
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Vi. RESULTADOS
Cuadro namero 1: Respuesta Inmune Humoral de Anticuerpos a Porinas y LPS de

Salmonella typhi.
Paciente Respuesta a porinas Respuesta a LPS
1gG1{19G211gG3]1gG4|IgM |1gG1{1gG2]1gG3|1gG4 | IgM
Numero 1: Diacero  [* * . .-
7 Dias = - ey -
15 Dias - e -
37 dias s - TR T 7
Numero 2: Diacero  |* e . e
7 Dias - ‘ .
15 Dias . ' - Ceefn " o
21 Dias g = ) DRt £
28 Dias - N
Numero 3: Dia cero . .
7 Dias * . -
15 Dias . * *
Numero 4: Dia cero - ) e
7 Dias AR - anw
15 Dias R . -
21 Dl'as LT X
Nlmero 5: Dia cero ] Rk waw
7 Dias . b L
15 Dias j e "hw
Numero 6: Dia cero P I .
7 Dias T = .
16 Dias B IR , - -
21 Dias S e =
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RESULTADOS DEL ENSAYO DE ELISA PARA PORINAS Y LPS
DE Salmonelia typhi 9,12 Vi:d

1gG anti-porinas de S. typhi
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0.00 T T T T T T
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IgG1 anti-Porinas de S.typhi.

0.75q ;
g —~—e—dla0
§ ———dia?7
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rS) —o— Control +
o)
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Titulo de Ac. (-Log;X20)
Figura 3:

Se muestran los titulos de IgG1 por fechas
de los sueros del paciente 1.

Se utilizé6 como Control + un pool de sueros de

pacientes con probable diagnéstico de Fiebre

Tifoidea,para este suero las diluciones que se manejarén
fuerén a partir de la dilucion 1:640, obteniendose altos titulos
hasta la dilucién 1:20480
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Dilucidn (-log2X20)

Titulo de IgG1 anti-Porinas de S.

typhi
34
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Figura 4:
Paciente nimero 1.
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Densidad 6ptica 490 nm

IgG2 anti-Porinas de S.typhi.
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0.254
0.00 T T T

o 1 2 3 4 5 6
Titulo de Ac. (-Log,X20)

: Filgura 5:

 Paclente numero 1:
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de 1:640.
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Densidad dptica 490 nm

19G4 anti-Porinas de S.typhi.
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los de este Isotipo
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* Dilucién (-LogzX20)

.0.0

Titulo delgG4 anti-porinas de

S.typhi
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Densidad dptica 490 nm.

1gM anti-Porinas de S.typhi.

0.754

0.504

0.25+4
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Titulo de Ac. (-Log,X20)

Figura 9:

Paciente nimero 1:
El control + se manejé a una dilucién 1:10
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Densidad 6ptica 490 nm.

IgM anti-LPS de S.typhi.

0.754

0.50+

0.254

0.00 T T i | 1 Ll T
0 1 2 3 4 5 6 7

* Titulo de Ac.(-Log,X20)

—
8

. -, Figura11;

. Paclente numero 1.

- Se utilizé como control + un pool de sueros de
pacientes con probable diagnéstico de Fiebre
Tifoidea.

Las diluciones para el pool se comenzarén a trabajar
a partir de la dilucién 1:10, obtenliendose titulos en
la dilucién 1:5120.
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Dilucion{-Log,X20)

Titulo de IgM anti-L.PS
de S.typhi.

21 Control +
Tiempo de respuesta en dias

Figura 12:

Paciente nimero 1:

Se manej6 el control + a una dilucién de 1:10

PR Ekl punto 6 significa: dilucién 1:320

-7 ¢ diluclén 1:640
10: dilucién 1:5120
Se muestran las diluclones en las cuales
aln se encontrarén titulos mayores de 0.1
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Paciente numero 2:

El punto 2 significa: dilucién 1: 20
4 dilucién 1:80
7 dilucién 1: 640
10 dilucién 1: 5120.
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Figura 26:
Paciente nimero 3:

El control + se trabajé a una dilucién de 1:10

El punto 5 significa: dilucién 1: 160

6: dilucion 1:320

10: dilucién 1: 5120.
Se muestran las diluciones en las cuales
se encontrarén titulos mayores de 0.1
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Figura 44:
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E! control + se manejé a una dilucién 1:10
El punto 5 significa: dilucién 1:160

10 significa: dilucién 1:5120
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RESU'LTADOS DE ANTICUERPOS BACTERICIDAS
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

Debido a la alta incidencia de Fiebre Tifoidea en paises en vias de desarrollo,
rasuita importante desarrollar una nueva vacuna contra la enfermedad. Las vacunas
anti-tifoidicas elaboradas a base de Salmonella typhi muerta por calor o por acetona
tienen un valor limitado, debido en parte a sus efectos colaterales causados por la
endotoxina, La proteccion obtenida con estas vacunas es de corta duracion. En un
intento para obtener una mejor vacuna Germanier desarolld la cepa de S. typhi
Ty21a, la cual es deficiente en la enzima UDP-galactosa-4 epimerasa, esta vacuna
se administra por via oral y carece de efectos colaterales, sin embargo su efectividad
varia del 19 al 92 %. Se cuenta ademas con la vacuna del polisacarido Vi, que esta

jpefrhitida para nifios de 2 afios de edad o mas, la vacuna oral atenuada gal E
- mutante - Ty21a es similarmente efectiva, no esta permitida para usarse en nifios
menores de 6 afos, requiere de una administracién de 3 a 4 dosis y requiere de un
almacenaje en frio.

En el presente trabajo se evalud la respuesta inmune humoral a porinas de
Salmonella typhi en humanos vacunados con la vacuna oral de Germanier Ty21a
para fiebre fifoidea. Se determinaron titulos e isotipos de anticuerpos anti-porinas y
anti-LPS por el método de ELISA, también se determind la induccion de anticuerpos
bactericidas en un ensayo en placa utilizando la bacteria completa.

Al evaluar los sueros en el ensayo de ELISA para determinar la presencia de
anticuerpos IgA, IgM e isotipos
de IgG anti-porinas y anti-LPS, el paciente en el que se detectaron los anticuerpos
bactericidas presenté altos titulos de IgG1, 1gG2 e IgM dirigidos a porinas y solo se
detectaron titulos de IgM dirigidos a LPS, para los demas pacientes se detectaron
bajos titulos de 1gG2, e IgM dirigidos a porinas y LPS, cabe sefialar que ya se
encontraban titulos de anticuerpos previos a la inmunizacion con la vacuna de
Germanier para fiebre tifoidea.
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La vacuna causo ligero aumento en el titulo de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS
de Salmonella typhi detectados en los voluntarios, por lo que estos anticuerpos se
consideran de reactividad cruzada. La presencia de anticuerpos IgG anti-porinas y
anti-LPS antes de la vacunacion sugiere que ya existia previo contacto en los
vacunados con bacterias homoélogas.

Los titulos de IgA dirigidos a porinas y LPS fueron muy bajos, esto era obvio de
esperarse ya que eI ‘ensayo se realizé en suero y aqui solo se encuentran este tipo
de. antlcuerpos en mlmma cantldad _comparados con los que se encuentran en
mucosas o

Solo se ‘ehc'on‘traron \anticuerpos bactericidas en un paciente, observandose la
lisis de la'bacter,ia ‘en el ensayo en placa, aunque cabe mencionar que la lisis de la
bacteria se dio en el suero previo a la vacunacién y siguié su aumento hasta el suero
de los 21 dias posteriores a la vacunacion, donde se observaba un 50% de lisis a
una dilucién 1:8. Cabe sefalar que el paciente con anticuerpos bactericidas solo fue
el que presento mayor titulo de anticuerpos comparado con los otros pacientes,
aunque esto nos indica que el paciente con bactericidas presentd una respuesta
secundaria y que ya tenia titulo de anticuerpos anti-porinas de Salmonella typhi, al
observar que se encontraron anticuerpos anti IgGs. Por lo que las IgGs anti-porinas
podrian ser los anticuerpos bactericidas del ensayo.

La ausencia de anticuerpos bactericidas inducidos por la vacuna Ty21a sugiere
que los anticuerpos especificos a la vacuna detectados en el suero podrian participar
’ - en la inmunidad protectora inducida por la vacuna de otra manera.

Los resultados demuestran que las porinas de Salmonella typhi son blanco en la

.. respuesta inmune humoral en pacientes y en este caso en los voluntarios
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vacunados colocando a las porinas como inmunégenos contra fiebre tifoidea, por lo

que esto sigue apoyando a las porinas de Salmonella typhi como un buen candidato
a vacuna contra fiebre tifoidea.
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Vill. CONCLUSIONES

Se encontraron titulos de anticuerpos anti-porinas y titulos elevados de
anticuerpos anti-LPS de Salmonella typhi en los voluntarios vacunados, estos
resultados sugieren que las porinas son antigenos inmunogénicos en la vacuna
de Germanier.

La presencia de anticuerpos 1gG anti-porinas y anti-LPS en los voluntarios antes
de la vacunacion sugiere que hubo previé contacto de los vacunados con
bacterias homdlogas.

Se detectaron anticuerpos bactericidas unicamente en el voluntario que presentd
el mayor titulo de anticuerpos anti-porinas y anti-LPS de S. typhi.

Las IgGs anti-porinas podrian ser los anticuerpos bactericidas del ensayo, ya que
en el suero del voluntario con bactericidas se encuentra un alto titulo de IgGs
comparado con los otros pacientes, ademas de que las igM no pueden ser los
bactericidas ya que esta respuesta se da en todos los pacientes.
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IX. PERSPECTIVA

Se propone continuar con el trabajo evaluando mas muestras de pacientes
vacunados con la vacuna de Germanier Ty27a, para evaluar la respuesta a las
porinas de S. typhi y su reproducibilidad a las mismas, asi como probarse con
muestras de posibles enfermos y de personas sanas como probables acarreadores
asintomaticos, para poder comparar la antigenicidad de las porinas de Salmonella
typhi. También seria conveniente purificar anticuerpos especificos a porinas de los
pacientes vacunados con Ty27a y evaluar su posible capacidad bactericida.
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