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requiere la integridad de la respuesta inmune
mediada por linfocitos B. Los ratones transgénicos
con mutaciones en genes esenciales para la
respuesta inmune tipo B, son incapaces de generar
una respuesta protectora duradera contra
Salmonefla (23).

Vacuna contra Salmonella

La alta incidencia de infecciones por Salmonella
en los paises en vias de desarrollo y el alto riesgo
de infeccion para viajeros y microbidlogos clinicos,
ha incrementado el interés en desarrollar vacunas
contra Salmoneilla. Se han desarrollado dos tipos
de vacuna para inducir proteccion contra la fiebre
tifoidea: las vacunas parenterales de bacteria
muerta y las vacunas orales vivas (24).

Vacunas parenterales de bacteria muerta

Las vacunas de bacterias muertas, inactivadas por
calor y preservadas en fenol, fueron una de las
primeras vacunas contra Salmonelfla desarrolladas
para uso parenteral. La proteccion inducida por
esta vacuna fue de 60 a 67%, con una duracion
hasta de 7 afios. Sus mayores desventajas fueron
las reacciones adversas severas con manifes-
taciones locales y sistémicas en 25% de los
vacunados (25), lo que motivd su abandono.

Otro tipo de vacuna es la de antigenos capsulares
de polisacaridos, cuyos altos niveles de proteccion
y efectos adversos insignificantes le ha
garantizado una alta aceptacion (26). Su mayor
desventaja es la corta duracidon de la respuesta
humoral en nifios de 2 a 5 afios y su ineficacia en
los menores de 2 afos. En la actualidad, se estan
evaluando los conjugados del polisacarido con
proteinas recombinantes capaces de activar la
respuesta celular de linfocitos T y de inducir
memoria inmunolégica (27). Actualmente, la
vacuna de polisacaridos capsulares ya ha sido
aprobada para su uso parenteral.

Vacunas orales con bacteria viva

La nueva generacion de vacunas orales contra
Salmonella utilizan cepas vivas atenuadas. La
primera vacuna oral viva atenuada, serotipo Typhi,
en obtener licencia para uso en humanos fue la
vacuna Ty21a. Esta vacuna es un derivado de la
cepa Ty2, un aislamiento clinico de S. entetica,
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serotipo Typhi, la cual fue mutada quimicamente
para obtener un fenotipo atenuado. Varios estudios
clinicos indicaron que esta cepa atenuada era
capaz de conferir proteccidn en un alto nimero
de voluntarios, en quienes se usoé el placebo como
control. Igualmente, la Ty21a indujo proteccion en
extensos estudios de campo controlados con
placebo en Egipto, Chile e Indonesia (28- 30). La
proteccion conferida por esta vacuna puede durar
de 5 a 7 anos a pesar de la modesta respuesta
inmune que induce. Ademas, es una vacuna bien
tolerada con un bajo indice de reacciones
adversas. Las nuevas vacunas de Salmonella
atenuada incluyen mutaciones definidas
molecularmente en genes necesarios para el
metabolismo de la bacteria (31,32), como también
en genes de virulencia (33).

Tipo de vacunas vivas atenuadas
de Salmonella

Las cepas de Salmonella atenuada se obtienen a
partir de mutantes en genes involucrados en el
metabolismo bacteriano y en la replicacidon del
ADN. Dichas mutaciones afectan la capacidad de
la bacteria de multiplicarse dentro del hospedero,
convirtiendola en un cepa avirulenta. Sin embargo,
la atenuacion no afecta la capacidad invasora de
la bacteria ni su diseminacién en el sistema
reticuloendotelial, ni su habilidad de inducir
respuestas inmunes en el hospedero. La bacteria
atenuada tiene poca capacidad de multiplicarse
y, una vez dentro del hospedero, es rapidamente
eliminada de la circulacion sin que tenga
oportunidad de inducir enfermedad. Los genes
blanco mas comiUnmente mutados con el fin de
lograr atenuacion bacteriana son los genes
aromaticos (aro) (32). Estos genes codifican
enzimas necesarias para la sintesis de
aminoacidos, vitaminas y agentes quelantes de
hierro. Debido a que muchos de estos compo-
nentes son limitados en el hospedero mamifero,
la falta de estas enzimas biosintéticas limitan el
crecimiento bacteriano postinfeccion.

La cepa de S. enterica, serotipo Typhimurium,
SL3261 es una mutante en el gen aroA, con
virulencia atenuada en ratones y con capacidad
de inducir proteccién contra un reto letal con la
cepa silvestre de serotipo Typhimurium (31). La
vacuna SL3261 se ha usado extensamente como
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gue se une a los receptores de membrana de las
células eucariotas blanco y que permite la
internalizacion de la subunidad S1. La fusion TT-
S1 se expreso en Salmonelfa bajo el control del
promotor nirB, como se demostréo en los
immunoblots. La Salmonella que expresa la fusion
se utilizé para inmunizar ratones y se demostro
gue el suero de los ratones inmunizados
presentaba anticuerpos neutralizantes especificos
contra la subunidad S1. El desarrollo de nuevas
vacunas de Salmonella como vector de DPT y su
posterior evaluacion en voluntarios permitira
concluir si es posible contar en el futuro con
vacunas mas eficaces, mas seguras y menos
costosas contra la difteria, el tétanos y la Tos ferina.

Vacuna de Salmonella contra infecciones
por Helicobacter pylori

Las infecciones por H. pylori se asocian con un
significativo niumero de enfermedades gastro-
intestinales, entre las cuales se destacan la
gastritis crdnica, la Ulcera péptica, el adeno-
carcinoma gastrico y el linfoma gastrico (43-46).
El elevado nimero de individuos infectados, el
incremento de la resistencia de las cepas a los
antibidticos y el alto costo del tratamiento
antibidtico, en especial en los paises en vias de
desarrolio, son factores preocupantes que
justifican el desarrollo de alternativas costo-
efectivas, para el control y la prevencion de la
infeccién por H. pylori, como son las vacunas.

La ureasa, una enzima esencial para el proceso
de colonizacion de H. pylori, ha sido evaluada como
vacuna en ratones en forma de proteina purificada
en combinacién con la toxina colérica (47,48).
Varios estudios informan que dicha combinacion
es inmunoprotectora contra la colonizacion de la
mucosa gastrica murina por H. pylori (49-51). Las
subunidades Ay B, que conforman la ureasa de
H. pylori (52), fueron clonadas y expresadas en la
cepa atenuada de 8. enterica, serotipo
Typhimurium, SL3261. El plasmido pYZ97, donde
los genes de la ureasa Ay B fueron clonados, es
un derivado del vector pBR322, el cual demostré
ser altamente estable tanto in vitro como in vivo.

Igualmente, la vacuna atenuada SL3261(pYZ97)
expreso un nivel significativamente alto de ambas
subunidades como se demostré en los
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immunoblots (53-54). La inmunogenicidad de esta
vacuna se evalud inmunizando dos tipos de cepas
de ratones, BALB/c y C57BL86, por via oral, con
una dosis (inica de 1x10° unidades formadoras de
colonias (UFC) en un volumen total de 100 ul. Los
immunoblots y los ensayos de ELISA mostraron
gque ambas cepas de ratones inmunizados con la
vacuna SL3261 (pYZ97) respondian con anti-
cuerpos antiureasa Ay antiureasa B detipo lgG e
lgA. Se encontrd que la respuesta humoral fue
comparable en ambas cepas de ratones no sé6lo
en las mucosas sino también a nivel sistémico.

No se observaron anticuerpos antiureasa en
ratones inmunizados con la cepa control SL3261.
Aquellos ratones inmunizados con la cepa
SL3261(pYZ97) mostraron un nivel de proteccion
de 100% contra la colonizacion gastrica por una
cepa silvestre de H. pylori adaptada aratones. La
alta efectividad de la vacuna en la proteccion contra
la colonizacion gastrica por H. pylori en el modelo
murino, la alta inmunogenicidad y los efectos
colaterales insignificantes, hacen de la vacuna viva
atenuada recombinante de Salmonelfa una buena
alternativa para el control de las enfermedades en
los humanos asociadas con la infeccion por H. pylori.

Vacunas de Salmonella contra malaria

La malaria es una enfermedad de reconocida
importancia en la salud puablica de los paises
tropicales, ya que es responsable de 2 millones
de muertes anuales, aproximadamente, y cerca
de 300 millones de casos nuevos anuales de
infeccion (55). La diseminacion de cepas de
Plasmodium falciparum con resistencia a la nueva
generacion de drogas antimalaricas ha generado
un serio problema para el tratamiento de pacientes
y para el control de la malaria, especialmente en
el suroriente asiatico (56,57).

Las vacunas, desde el punto de vista de la salud
publica, constituyen el método mas eficaz de
prevencion y control de enfermedades infecciosas.
Infortunadamente, las dificultades en el desarrollo
de vacunas antimalaricas se ha hecho evidente
como consecuencia del complejo ciclo de vida del
parasito, la expresion alternante de genes para
cada fase de desarrollo y la diversidad antigénica
debida a la variacion de fase (58), asi como al
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Otra proteina preeritrocitica de interés es la
proteina circunsporozoitica (CSP), expresada en
la vacuna viva S. enterica, serotipo Typhi, CVD
908 a partir de una insercion en el cromosoma
bacteriano bajo el control de un promotor pTac.
Tres de doce voluntarios inmunizados con esta
cepa respondieron con anticuerpos o con CTL.
Aunque el nimero de voluntarios que respondio al
CSP fue bajo, el estudio demostrd que Salmonella
no soélo expresaba CSP in vivo sino que también
tenia la posibilidad de estimular respuestas
inmunes de tipo humoral y celular (22). En la
actualidad, nuestro laboratorio evalla la expresion
de CSP a partir de plasmidos multicopia y
promotores para induccion in vivo, con el fin de
incrementar la expresion de CSP y estimular una
mejor respuesta inmune en el hospedero.

Expresion de proteinas de
la fase eritrocitica de P. falciparum

La proteina de superficie del merozoito (MSP-1)
tiene 200 kDa y es una buena candidata para ser
incluida en la vacuna antimalarica multivalente (74-
76). La proteina es procesada por una enzima
maturasa que genera un fragmento de 19 kDa que
permanece asociado con la membrana del
merozoito (77). Este fragmento, denominado
MSP-1,,, contiene dos motivos presentes tambiéen
en el factor de crecimiento epidérmico (EGF), que
le permiten al merozoito adherirse vy,
posteriormente, invadir el eritrocito. Los
anticuerpos neutralizantes anti-MSP-1. previenen
el proceso de invasion de eritrocitos in vitro y
protegen a los ratones contra la infeccién
experimental por malaria (75,78).

En nuestro laboratorio, hemos clonado y
expresado exitosamente la proteina MSP-1
fusionada al fragmento C de la toxina tetanica bajo
el control del promotor nirB en Salmonella (79)
(figura 2, panel A). La inmunogenicidad de la
vacuna viva CVD 908hirA que expresa el fragmento
C-MSP-1, se evaluo en ratones BALB/c mediante
inmunizacion intranasal de 1,0x10° UFC de la
vacuna. Los ensayos de ELISA del suero de los
ratones evaluados indicaron que los ratones
elaboraban anticuerpos anti-MSP-1_; y anti-
fragmento C de la TT, los cuales aumentaron en
titulo después de un refuerzo con la misma dosis
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intfranasal de la vacuna. Los sueros se evaluaron,
ademas, por inmunofluorescencia y se demostro
gue los anticuerpos presentes en dichos sueros
reconocian la estructura nativa del MSP-1 sobre
la superficie de los merozoitos (79). Estos
resultados indican que la proteina MSP-1
expresada en Salmonella, lo hace también in vivo
e induce una respuesta inmune de anticuerpos
contra epitopes nativos de MSP-1. Estos
resultados crean la posibilidad de explorar el
potencial de esta vacuna como componente
eritrocitico de una vacuna polivalente de
Salmonella contra malaria.

Conclusiones y perspectivas

La atenuacion de agentes patégenos ha sido el
concepto central a lo largo de la historia de la
vacunacion. El uso del agente agresor sin poder
virulento es el paradigma en el cual se basan
muchas de las vacunas de uso en la actualidad.
Algunos ejemplos incluyen las vacunas vivas
contra la poliomielitis, la rabia y la fiebre tifoidea,
como también toxinas atenuadas o toxoides
contra el tetanos, la difteria y, proximamente,
contra la tos ferina.

Las vacunas de Salmonella atenuada son un
sistema versatil para el transporte de antigenos
heterélogos de origen viral, bacteriano y parasitario,
para la induccion de respuestas inmunoprotec-
toras de tipo humoral y celular en el hospedero
humano. Igualmente, se ha propuesto el uso de
Salmonella para expresar antigenos tumorales y
agentes modificadores de la respuesta inmune,
como las citocinas, con el fin de explorar su utilidad
en el tratamiento de cancer. Sistemas novedosos
de expresion procaridtica han permitido la
expresion de antigenos denfro del citosol
bacteriano, como también en el espacio extra-
celular mediante un sistema de secrecion a través
de membrana. Cada sistema presenta el antigeno
al sistema inmunitario en forma particular e induce
la activacion de subpoblaciones linfociticas
divergentes de tipo Th1, Th2 o CTL. Segun el
agente infeccioso, se podrian elegir sistemas de
expresion y secrecién que indujeran respuestas
predominantemente humorales tendientes a la
eliminacion del microorganismo extracelular, o
respuestas predominantemente celulares para la
eliminacién del microorganismo intracelular.
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