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Salmonella enterica, serotipo Typhi, es el agente etiológico de la fiebre tifoidea de los habitantes 
de las regiones más pobres del mundo y es, además. el centro de atención de muchos 
investigadores dados sus fascinantes mecanismos de invasión. multiplicación intracelular y 
diseminación intercelular que expresa in VIVO e in vitro Aunque estos mecanismos se asocian 
directamente con la patogenicidad y la severidad de la enfermedad, las mutaciones definidas 
en el cromosoma de Salmonella han permitido que estos mecanismos de virulencia se 
puedan utilizar en beneficio del hospedero. Las mutantes atenuadas de Salmonella son 
capaces de invadir las células M de la mucosa intestinal y de migrar a las células linfoides del 
sistema reticuloendotelial donde. en lugar de causar enfermedad, activan eficazmente las 
respuestas inmunes humoral y celular no sólo contra el microorganismo mismo sino también 
contra aquellos antigenos heterólogos recombinantes que la bacteria pueda expresar y 
transportar. 

En la presente revisión, se discutirán los avances más recientes en el campo de las vacunas 
vivas atenuadas de Salmonella, su evaluación preclinica y clinica y, también, su aplicación 
como vector de antigenos. Se darán a conocer las técnicas biomoleculares de clonación y 
expresión procariótica de las toxinas diftérica, tetánica y de pertusis. así como de los antígenos 
de Helicobacterpylori y de Plasmodium falciparum. Finalmente, se propone el uso de Salmonella 
atenuada como vector de vacunas de ADN para expresión eucariótica de los antígenos 
recombinantes. Los continuos esfuerzos cientificos y tecnológicos en el campo de la vacunación 
con vectores vivos atenuados sugieren que Salmonella es una herramienta potencialmente 
útil para enfrentar el constante reto de la fiebre tifoidea. Igualmente, los estudios preclínicos y 
clínicos de fase I demuestran la eficacia de la vacuna de Salmonella viva atenuada como 
vector de antígenos heterólogos. Se requiere un mayor número de estudios clínicos de fase II 
y III para demostrar que los vectores de Salmonella podrán formar parte del arsenal de vacunas 
para la protección de la población mundial contra el constante acecho de los agentes infecciosos 
emergentes y reemergentes del presente siglo. 
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Attenuated Salmonella vaccine as a vector for heterologous antigens 

Salmonella enterica, serotype Typhi, is the causing agent of typhoid fever, a disease that affects 
the inhabitants of the poorest areas in the world. Many researchers have focused their attention 
on its fascinating cell invasion mechanisms, intracellular multiplication and bacteria1 intercellular 
dissemination expressed in vivo and in vitro. Although the above mechanisms are directly 
associated with pathogenicity and disease severity, defined mutations in the Salmonella 
chromosome have allowed the use of these virulence mechanisms in benefit of the mammalian 
host. Attenuated Salmonella mutants are still able to invade M cells of the intestinal mucosa 
and to migrate to the lymphoid cells of the reticuloendothelial system. Once inside the host, the 
attenuated Salmonella is unable to cause disease, instead. it effectively activates the humoral 
and cellular immune responses not only towards the Salmonella antigens themselves but also 
to the recombinant heterologous antigens being expressed and delivered by the bacteria. In 



the present review, recent advances in the field of live attenuated Salmonella vaccines will be 
discussed; the preclinical and clinical data will be evaluated, and the clinical application as 
antigen delivery systerns will be anticipated. lnformation will be given on current molecular 
biology techniques on cloning and prokaryotic expression of tetanus, diphtheria and pertussis 
toxins. as well as Helicobacterpylori and Plasmodium falciparum antigens. Similarly, the use of 
attenuated Salmonella as a vector for DNA vaccine delivery and further eukaryotic expression 
of recornbinant antigens will be proposed. Continuous scientific and technological efforts in the 
field of vaccination with live attenuated vectors suggest that Salmonella is a promising weapon 
to face the challenge irnposed by typhoid fever. Similarly, preclinical and phase I clinical studies 
indicate how efficient live attenuated Salrnonella vaccines may be as a delivery systern for 
heterologous antigens. More phase II and phase III clinical studies will be necessarv to 
demonstrate that ~alrnonella vectors rnay be part of the vaccine arsenal capable of protecting 
the world population against the constant risk of infectious diseases due to ernergent and re- 
ernergent rnicroorganisms. 
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Salmonella es una enterobacteria Gram negativa 
con una especie patógena para el hombre, S. 
enterica. Un elevado número de serotipos hace 
parte de esta especie; la mayoría están asociados, 
principalmente, a patologia gastrointestinal, dentro 
de los cuales se destacan los serotipos 
Typhimurium, Paratyphi, Enteritidis y Heidelberg 
(1). Otros serotipos, en cambio, se asocian con 
bacteremia y septicemia; el representante más 
importante es S. enterica, serotipoTyphi (2,3). El 
serotipo Typhi es el agente causal de la fiebre 
tifoidea, una enfermedad que afecta predo- 
minantemente a los paises en vías de desarrollo, 
especialmente a niños en edad escolar que viven 
en sitios con carencia de servicios de acueducto, 
alcantarillado y agua potable (4). S. enterica, 
serotipo Typhi, ingresa al hospedero por la vía oral 
e invade y destruye las células M del tejido linfoide 
de la musosa intestinal para, luego, diseminarse 
por vía sanguinea a todos los órganos del sistema 
reticuloendotelial(5). 

El hospedero puede inducir una respuesta inmune 
contra el microorganismo invasor y, al cabo de 
varias semanas, eliminarlo completamente o limi- 
tarsu virulencia y convertirlo en un comensal más 
de la flora gastrointetinal. 0 ,  también, la bacteria 
invasora continúa diseminándose hasta causar 
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daño multisistémico que puede causar la muerte 
del paciente. Se estima una incidencia mundial 
anual de 30 millones de casos de fiebre tifoidea, 
con 600.000 muertes (6.7). En algunas regiones 
de Africa y Asia, la mortalidad puede alcanzar 
cifras de 30%, mientras que, en Estados Unidos 
y otros paises industrializados, la mortalidad no 
sobrepasa el 1 % (8). Aunque la fiebre tifoidea se 
puede tratar eficazmente con antibióticos, existe 
preocupación por el elevado número de cepas 
resistentes a los antibióticos que se han aislado 
en paises del Medio Oriente, India y el suroriente 
asiático (9). Las vacunas contra Salmonella 
capaces de prevenir la fiebre tifoidea se han 
constituido en una prioridad de salud pública para 
las regiones más pobres del mundo donde la 
enfermedad es endémica y las medidas que 
tengan una relación costo-beneficio favorable, 
constituyen la única alternativa eficaz para proteger 
a la población contra esta enfermedad. 

Varios factores de virulencia le permiten a 
Salmonella colonizar, invadir e, inclusive, eliminar 
al hospedero. Entre ellos se destacan las dos 
islas de patogenicidad que le confieren al micro- 
organismo la capacidad invasora y de super- 
vivencia dentro de los macrófagos. Las islas de 
patogenicidad son fragmentos de ADN de tamaño 
variable que, al incorporase al cromosoma 
bacteriano, aportan información genética que 
contribuye a la patogenicidad de la bacteria 
receptora (10). Las islas de patogenicidad se 
trasmiten genéticamente de manera horizontal 
mediante bacteriófagos provenientes de diversas 
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especies bacterianas. Cada una de ellas codifica 
un sistema de secreción tipo III con funciones 
definidas. Mientras que una de las islas de 
patogenicidad, a través del sistema de secreción 
tipo III, le permite a Salmonella transportar factores 
de invasión bacteriana al espacio extracelular para 
facilitar la internalización del microorganismo a las 
células epiteliales in vivo e in vitro (11-13) la 
segunda isla de patogenicidad le permite 
multiplicarse dentro de los macrófagos (14,15) y 
evadir la respuesta inmune del hospedero. 

Respuesta inmune contra 
la infección por Salmonella 

La afinidad de Salmonella por las células del 
sistema inmune es responsable, en gran parte, 
de la inducción de la respuesta inmune que le 
permite a los individuos infectados sobrevivir a la 
infección. Se ha informado que las cepas vivas de 
Salmonella atenuada inducen eficientemente la 
respuesta humoral inmune y la inmunidad celular 

O, Salmonella 

no sólo a nivel sistémico sino también a nivel local, 
en las mucosas (16-19). La respuesta celular 
inmune restringida por el complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH) clase II y mediada por 
linfocitos T CD4-positivos, puede ser de t ipoTl  
ayudadora (Th l )  o T2 ayudadora (Th2). La 
respuesta T h l  se caracteriza por la liberación de 
interferón gamma (20) e IL-2, mientras que la de 
tipo Th2 se caracteriza por la liberación de IL-1 O. 
La actividad de estas citocinas permite la 
producción de títulos elevados de anticuerpos 
séricos y en mucosas durante los procesos 
infecciosos (19,Zl). Además de la respuesta 
celular restringida por CMH clase 11, se ha 
informado sobre la respuesta immune restringida 
por el CMH clase I mediada por linfocitos T CD8, 
los cuales dan lugar al desarrollo de T citotóxicos 
(CTL) asociados con la inmunoprotección contra 
Salmonella en ratones y en humanos (figura 1) 
(18,22). Una buena respuesta T h l  con memoria 
inmunológica contra la infección por Salmonella, 

Figura 1. Diagrama de la respuesta immune inducida por Salmonella. Saimonella invade las células M de la mucosa intestinal 
v miara ~osteriormente a los macrófaaos. donde se Drocesan los antiaenas baderianoc. Los antioenos Drocesados dentro . .. . - 
oe os lag71 sosonias fofrn;i!i ~iepliocs q . i t  5oli ~ I S S ~ . I ~ I . ~ U L S  L C I  I I  I I  BC. as ne C N n  a c  c iss d i i r i f ~ c  i ~ s  1 CU: 3s <...:i es 
n s.. ,e ,  A < . I  bar  e :+sarro lo as IinfociI,s T 3,Loadores Ti11 1 Tt'2 -3s II~III: 10s 1 n l  , 1 h% pIcal.ccn c Ioclf.as sspe: f cas 
y estimulan la secreción de anticuerpos especificas de diversos isotipos a partir de linfocitos B. Algunos antigenos procesados 
con liberados fuera de los fagolisosomac para ser presentados por moléculas CMH clase I a linfocitos T CD8 y, así, inducir 
la producción de linfocitos T citotóxicos específicos. 
LT linfocitos T. LB: linfocitoc 6; CPA: células ~resentadorac de antiaeno: M: c6lulas M: Mh: macrófaao: CMH: com~leio mavor - " , .  , 
de histocompatibilidad 
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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 
Salmonella (23). 

Vacuna contra Salmonella 

La alta incidencia de infecciones por Salmonella 
en los países en vías de desarrollo y el alto riesgo 
de infección para viajeros y microbiólogos clínicos, 
ha incrementado el interés en desarrollar vacunas 
contra Salmonella. Se han desarrollado dos tipos 
de vacuna para inducir protección 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 

serotipo Typhi, la cual fue mutada químicamente 
para obtener un fenotipo atenuado. Varios estudios 
clínicos indicaron que esta cepa atenuada era 
capaz de conferir protección en un alto número 
de voluntarios, en quienes se usó el placebo como 
control. Igualmente, la Ty2la indujo protección en 
extensos estudios de campo controlados con 
placebo en Egipto, Chile e lndonesia (28- 30). La 
protección conferida por esta vacuna puede durar 
de 5 a 7 años a pesar de la modesta respuesta 
inmune que induce. Además, es una vacuna bien 
tolerada con un bajo índice 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 

calor y preservadas en fenol, fueron una de las 
primeras vacunas contra Salmonella desarrolladas 

Las cepas de Salmonella atenuada se obtienen a 
partir de mutantes en genes involucrados en el 

para uso parenteral. La protección inducida por metabolismo bacteriano y en la replicación del 
esta vacuna fue de 60 a 67%, con una duración ADN. Dichas mutaciones afectan la capacidad de 

de años. Sus mayores fueron la bacteria de multiplicarse dentro del hospedero, 
las reacciones adversas severas con manifes- convirtiéndola en un cepa avirulenta. Sin embargo, 
taciones locales y sistémicas en 25% de los atenuación no afecta la capacidad invasora de 
vacunados (25), lo que motivó su abandono. la bacteria ni su diseminación en el sistema 
Otro tipo de vacuna es la de antigenos capsulares 
de polisacáridos, cuyos altos niveles de protección 
y efectos adversos insignificantes le ha 
garantizado una alta aceptación (26). Su mayor 
desventaja es la corta duración de la respuesta 
humoral en ninos de 2 a 5 años y su ineficacia en 
los menores de 2 años. En la actualidad, se están 
evaluando los conjugados del polisacárido con 
proteínas recombinantes capaces de activar la 
respuesta celular de linfocitos T y de inducir 
memoria inmunológica (27). Actualmente, la 
vacuna de polisacáridos capsulares ya ha sido 
aprobada para su uso parenteral. 

Vacunas orales con bacteria viva 

La nueva generación 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 Ty2la. Esta vacuna es un derivado de la 
cepa Ty2, un aislamiento clínico de S. enterica, 

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 rápidamente 
eliminada de la circulación sin que tenga 
oportunidad de inducir enfermedad. Los genes 
blanco más comúnmente mutados con el fin de 
lograr atenuación bacteriana son los genes 
aromáticos (aro) (32). Estos genes codifican 
enzimas necesarias para la síntesis de 
aminoácidos, vitaminas y agentes quelantes de 
hierro. Debido a que muchos de estos compo- 
nentes son limitados en el hospedero mamífero, 
la falta de estas enzimas biosintéticas limitan el 
crecimiento bacteriano postinfección. 

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 protección contra un reto letal con la 
cepa silvestre de serotipo Typhimurium (31). La 
vacuna SL3261 se ha usado extensamente como 



VACUNAS DE SALMONELLA COMOVECTOR OEANTIGENOS 

vector de diversos genes heterólogos.Un 
representante de las vacunas de S. enterica, 
serotipoTyphi, es la cepa CVD 908htrA, un doble 
mutante de genes aromáticos aroC y aroD con 
una mutación adicional en el gen htrA (32,34). 
Ambas mutaciones aro generan una cepa 
atenuada que, al ser administrada oralmente a 
voluntarios, induce una respuesta inmune humoral 
y celular fuerte asociada con protección. La 
mutación en htrA bloquea la expresión de la serin- 
proteasa HtrA, una proteina de estrés que 
contribuye a la patogenicidad de la bacteria. La 
vacuna CVD 908htrA, que se está utilizando como 
vector de antigenos heterólogos, ha mostrado un 
buen nivel de tolerancia en las pruebas con 
voluntarios. 

Otras mutaciones en  genes metabólicos 
evaluados in vivo incluyen los genes cya, crp, phoP, 
phoQ y htrA. Los genes cya y crp son necesarios 
para la síntesis del AMP cíclico y su receptor, 
respectivamente, y participan en la regulación de 
múltiples vias metabólicas y en el control de la 
expresión genética de los diversos genes y 
operones. En forma similar, los genes phoP y 
phoQ, miembros del sistema de regulación de dos 
componentes, han sido mutados para la creación 
de cepas atenuadas. Este sistema activa la 
expresión genética de la transcripción de los 
múltiples genes, incluidos los genes de virulencia 
en la respuesta a cambios en el nivel de fosfato (2). 

Uso de Salmonella viva atenuada 
como vector de antígenos 

Se han utilizado exitosamente antigenos de origen 
viral, bacteriano y parasitario en Salmonella en 
modelos animales como activadores de respuesta 
inmune para inducir la protección contra diversos 
patógenos (36). En esta sección. se describe la 
expresión de antigenos procedentes de patógenos 
humanos en Salmonella, su evaluación en 
modelos animales como agentes immuno- 
protectores y su bioseguridad e inmunogenicidad 
en estudios clinicos de fase l. 

Salmonella como vector en la vacunación 
contra tétanos, difteria y pertusis 

La vacuna de DPT es un combinado de toxoide 
tetánico, diftérico y antigenos de Bordetella 

pertusis. La vacuna se da por via parenteral y 
requiere de más de 3 refuerzos para la protección 
apropiada del individuo. Aunque la vacuna es 
efectiva y de bajo costo, presenta efectos 
colaterales locales y sistémicos, algunos severos. 
relacionados principalmente con los antigenos de 
B. pertusis. Además, la inmunización parenteral 
crea riesgos de transmisión de otras 
enfermedades infecciosas como la hepatitis B y 
el virus de la inmunodeficiencia humana. en 
especial, en países donde aún prevalece la 
reutilización de las agujas hipodérmicas. 

Una vacuna ideal contra estas enfermedades seria 
aquélla que pudiera administrarse oralmente. de 
bajo costo y que no requiriera más de dos 
refuerzos. Durante los últimos años se ha 
explorado la posibilidad de crear tal vacuna, 
utilizando Salmonella como vector de estos 
antígenos. El fragmento C de la toxina tetánica, 
una porción altamente inmunogénica y carente de 
toxicidad, ha sido clonado y expresado en 
Salmonella bajo el control de diversos promotores 
inducibles Ni vivo, los promotores nirB, pagC y 
katG (37). La inmunización de ratones con 
Salmonella que expresa este antígeno, induce 
elevados niveles de anticuerpos neutralizantes 
capaces de proteger contra un reto experimental 
de toxina tetánica (16,38). La inrnunogenicidad del 
fragmento C que expresa S. enterica, serotipo 
Typhi, ha sido altamente eficiente cuando se 
inmunizan los ratones porvía intranasal(16). Esta 
via de inmunización activa principalmente el tejido 
linfoide nasal y, también, alcanza a estimular el 
tejido linfoide pulmonar, las placas de Peyer y el 
bazo (39). 

Mientras que la expresión del fragmento C de la 
toxina tetánica (TT) en Salmonella ha sido indis- 
cutiblemente exitosa, la expresión procariótica de 
porciones no toxigénicas de la toxina diftérica ha 
sido extremadamente difícil. La toxina diftérica (TD) 
es una proteina de 535 aminoácidos con tres 
dominios y una región carboxilo terminal 
responsable de la unión a los receptores de 
membrana de la células eucarióticas, capaz de 
inducir la endocitosis de la toxina en la célula (40). 
Con el fin de expresar la región C-terminal de la 
TD con la misma eficiencia que el fragmento C de 
la m, se creó un sistema de expresión basado en 



el plásmido pTETnirl5, el cual porta el gen para el 
fragmento C de la TT bajo el control del promotor 
nirB. La porción 3' del fragmento C se modificó 
adicionando una región bisagra consistente en 
codones de Gli y Pro y dos sitios de recono- 
cimiento de enzimas de restricción. El plásmido 
resultante, denominado pOG214 (figura 2), se utilizó 
para crear una fusión de traducción entre el 
fragmento C de TT y la region C-terminal de TD, 
que expresara una sola proteina con ambas 
regiones toxigénicas bajo el control del promotor 
nirB. El plásmido resultante, pOG215, expresó la 
fusión de fragmento C de TT y la región C-terminal 
de DT no sólo en E. colisino también en Salmonella 
(41). La fusión proteica fue reconocida en immuno- 

blots no sólo con anticuerpos específicos contra 
la TT sino también con anticuerpos contra la TD. 

El sistema de expresión de fusión con fragmento 
C (figura 2), se utilizó en forma similar para 
expresar la subunidad S1 de la toxina de B. 
pertusis (TP) (41,42). La TP es un factor de 
virulencia esencial en la patogénesis de la 
enfermedad y se considera un componente 
imprescindible para el desarrollo de la nueva 
vacuna acelular de DPT La toxina está compuesta 
de cinco subunidades, S1 a S5, siendo la 
subunidad S1 la región portadora de la actividad 
adeniladora, responsable directa de la toxicidad 
celular. Las subunidades S2 a S5 forman la región 

A 

Vector pOG214 Plásmido 
con fusión 

b FragC-Ag 0-0 Vector pMOHlyl Plásmido 

con fusión 
b Ag-AhlyA 

. . . . 
Figura 2. Vectores para expresión de antigenos. Panel A. Sistema de expresión intracitosólica de antigenos. El sistema 
consiste en un vector llamado pOG214 que posee el gen del fragmento C de la TT con una región bisagra (B) en la porción 
3' terminal, a la cual se le pueden clonar, en marco de lectura. genes que codifiquen para antigenos heterólogos (Ag). La 
región bisagra (6). que codifica residuos de Gli y Pro, le permitirá a la proteina fusionada (Ag) movilizarse libremente mientras 
esté unida al fragmento C. Como el fragmento C y la región B carecen de seriales de secreción. la proteina de fusión 
expresada por el plásmido permanecerá dentro del citosol bacteriano. P es el promotor para el gen fragmento C o su fusión. 
Panel B. Sistema para expresión y secreción de antígenos. El vector pMOHly1 contiene el operón de la hemolisina de E. coli, 
el cual codifica un sistema de secreción tipo l. Las proteinas codificadas por los genes hlyB (B) y hylD (D) permiten, junto con 
la proteina de Salrnonella TolC. la translocación de la HlyA o de proteinas que contengan la serial de secreción de la HlyA 
(AHlyA) al espacio extracelular bacteriano (69). El gen que codifica el antigeno heterólogo (Ag) deberá donarse en marco 
de lectura con la señal de secreción AHlyA en la region 3' terminal. HlyR (R) es el activador del promotor P2 que permite la 
transcripción de los genes hlyB (E). hlyC (C), AhlyA. y hlyD (D). P1 es el promotor para el gen hiyR (R). Amp'es el gen que 
codifica para beta-lactamasa. el marcador de resistencia antibiotica de los plásmidos. Ori es un origen de replicación ColEl 
presente en ambos vectores. 
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que se une a los receptores de membrana de las 
células eucariotas blanco y que permite la 
internalización de la subunidad SI .  La fusión TT- 
S1 se expresó en Salmonella bajo el control del 
promotor nirB, como se demostró en los 
immunoblots. La Salmonella que expresa la fusión 
se utilizó para inmunizar ratones y se demostró 
que el suero de los ratones inmunizados 
presentaba anticuerpos neutralizantesespecíficos 
contra la subunidad SI .  El desarrollo de nuevas 
vacunas de Salmonella como vector de DPT y su 
posterior evaluación en voluntarios permitirá 
concluir si es posible contar en el futuro con 
vacunas más eficaces, más seguras y menos 
costosas contra la difteria. el tétanos v IaTosferina. 

Vacuna de Salmonella contra infecciones 
por Helicobacterpylori 

Las infecciones por H. pylori se asocian con un 
significativo número de enfermedades gastro- 
intestinales, entre las cuales se destacan la 
gastritis crónica, la úlcera péptica, el adeno- 
carcinoma gástrico y el linfoma gástrico (43-46). 
El elevado número de individuos infectados, el 
incremento de la resistencia de las cepas a los 
antibióticos y el alto costo del tratamiento 
antibiótico, en especial en los paises en vías de 
desarrollo, son factores preocupantes que 
justifican el desarrollo de alternativas costo- 
efectivas, para el control y la prevención de la 
infección por H. pylori, como son las vacunas. 

La ureasa, una enzima esencial para el proceso 
de colonización de H. pylon, ha sido evaluada como 
vacuna en ratones en forma de proteína purificada 
en combinación con la toxina colérica (47.48). 
Varios estudios informan que dicha combinación 
es inmunoprotectora contra la colonización de la 
mucosa gástrica murina por H. pylori(49-51). Las 
subunidadesA y B, que conforman la ureasa de 
H. pylori(52), fueron clonadas y expresadas en la 
cepa atenuada de S. enterica, serotipo 
Typhimurium, SL3261. El plásmido pYZ97, donde 
los genes de la ureasa A y B fueron clonados, es 
un derivado del vector pBR322, el cual demostró 
ser altamente estable tanto N7 vitro como N) vivo. 

Igualmente, la vacuna atenuada SL3261 (pYZ97) 
expresó un nivel significativamente alto de ambas 
subunidades como se demostró en los 

immunoblots (53-54). La inmunogenicidad de esta 
vacuna se evaluó inmunizando dos tipos de cepas 
de ratones, BALBlc y C57BL6, por vía oral, con 
una dosis única de 1x109 unidades formadoras de 
colonias (UFC) en un volumen total de 100 ul. Los 
immunoblots y los ensayos de ELlSA mostraron 
que ambas cepas de ratones inmunizados con la 
vacuna SL3261 (pYZ97) respondían con anti- 
cuerpos antiureasa A y antiureasa B de tipo IgG e 
IgA Se encontró que la respuesta humoral fue 
comparable en ambas cepas de ratones no sólo 
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 protección 
de 100% contra la colonización gástrica por una 
cepa silvestre de H. pylonadaptada a ratones. La 
alta efectividad de lavacuna en la protección contra 
la colonización gástrica por H. pylonen el modelo 
murino, la alta inmunogenicidad y los efectos 
colaterales insignificantes, hacen de la vacuna viva 
atenuada recombinante de Salmonella una buena 
alternativa para el control de las enfermedades en 
los humanos asociadas con la infección por H. pylorí. 

Vacunas de Salmonella contra malaria 

La malaria es una enfermedad de reconocida 
importancia en la salud pública 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 
infección (55). La diseminación de cepas de 
Plasmodium falciparum con resistencia a la nueva 
generación de drogas antimaláricas ha generado 
un serio problema para el tratamiento de pacientes 
y para el control de la malaria, especialmente en 
el suroriente asiático (56,57). 

Las vacunas, desde el punto de vista de la salud 
pública, constituyen el método más eficaz de 
prevención y control de enfermedades infecciosas. 
Infortunadamente, las dificultades en el desarrollo 
de vacunas antimaláricas se ha hecho evidente 
como consecuencia del complejo ciclo de vida del 
parásito, la expresión alternante de genes para 
cada fase de desarrollo y la diversidad antigénica 
debida a la variación de fase (58), así como al 
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intercambio genético durante el ciclo sexual del 
parásito en el mosquito (59). 

Dentro del hospedero humano, el parásito transita 
por el higado donde se lleva a cabo la fase 
preeritrocitica. Posteriormente, el parásito migra 
a la sangre periférica, donde tiene lugar la fase 
eritrocitica, la cual se manifiesta clinicamente en 
el paciente con rangos de severidad que van desde 
la fiebre y los escalofríos hasta el bloqueo de la 
red capilar, el daño multisistémico y la muerte del 
paciente (60). 

Los mecanismos de respuesta inmune 
antimalárica no se han dilucidado completamente; 
pero se sabe que juegan un papel primordial para 
el control de la enfermedad, como se evidencia 
en los estudios epidemiológicos experimentales. 
Estos informan que la inmunicidad natural en la 
población adulta de áreas hiperendémicas es 
capaz de inducir un alto grado de protección contra 
la malaria (61). Los estudios experimentales han 
mostrado, igualmente, que la immunización de 
individuos con esporozoitos irradiados es efectiva 
para inducir protección contra el reto experimental 
con cepas silvestres de P. falciparum (62,63). 
Estas evidencias clínicas indican que la 
vacunación contra la malaria es posible y que 
constituye una alternativa ideal para su control (64). 

El tipo de respuesta inmune que posiblemente 
participa en la protección antimalárica durante la 
fase preeritrocitica es la respuesta celular inmune 
de tipo citotóxico (65). Las células citotóxicas 
destruyen las células hepáticas infectadas, liberan 
el parásito al espacio extracelular y lo exponen 
directamente a la acción de macrófagos y 
anticuerpos especificos para su posterior 
eliminación. Además, la respuesta inmune de 
anticuerpos se considera esencial para la inhibición 
de la invasión de hepatocitos por los esporozoitos 
y el consecuente bloqueo de las fases sucesivas 
de desarrollo parasitario. Durante la fase 
eritrocitica, la respuesta de anticuerpos juega un 
papel primordial en la inhibición de la invasión de 
los eritrocitos por los merozoitos mediante el 
bloqueo de las proteinas de superficie del 
merozoito que se unen a los receptores de la 
membrana del eritrocito (66). Dichos anticuerpos 
también podrian eliminar los merozoitos 

circulantes por medio de la fi jación del 
complemento o a través de un mecanismo de 
citotoxicidad mediada por anticuerpos. 

Expresión y secreción de antígenos 
preeritrocíticos de P. falciparum 

La proteina 2 de superficie del esporozoito de P. 
falciparum (SSP-2) se informó como un antigeno 
protector en ratones contra la infección expe- 
rimental por malaria. La proteina induce linfocitos 
T citótoxicos (CTL) especificos. responsables de 
la protección contra la infección experimental con 
parásitos virulentos (65). Los CTL especificos 
contra SSP-2 han sido detectados también en 
voluntarios inmunizados con esporozoitos irra- 
diados de P. falciparum y se cree que pueden 
participar en la inmunoprotección antimalárica en 
las áreas endémicas (67). 

Con el objetivo de inducir CTL especificos para 
SSP-2, se clonó y expresó la SSP-2 de P. 
falciparum en la vacuna de S. enterica, serotipo 
Typhi, CVD 908htrA (68). El sistema de expresión 
utilizado fue el de secreción tipo I de la hemolisina, 
derivado originalmente de una cepa de E. 
Scherichia coliuropatogénica (69) (figura 2, panel 
B). A través de este sistema, la proteina SSP-2 
se fusiona a una secuencia de la seiial de 
secreción que es reconocida por proteinas del 
sistema de secreción localizadas en la pared 
celular bacteriana, las cuales transportan la SSP- 
2 al espacio extracelular. Se ha informado que la 
secreción de antigenos mediante este sistema de 
expresión induce una fuerte respuesta específica 
de CTL, esencial para la inmunoprotección contra 
los parásitos intracelulares (70). 

El antigeno de fase hepática (LSA-1) de P 
falciparum contiene epitopes inductores de 
respuesta immune T y B en individuos expuestos 
a malaria, los cuales se cree que participan 
activamente en la immunoprotección (71,72). Este 
antigeno también ha sido expresado en 
Salmonella, no sólo a través del sistema de 
secreción tipo I sino también como fusión con el 
fragmento C de la toxina tetánica (73) (figura 2). 
Los experimentos en el modelo murino mostraron 
que la inmunización con Salmonella, que expresa 
LSA, induce no sólo anticuerpos especificos contra 
LSA-1 sino también CTL. 
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Otra proteina preeritrocítica de interés es la 
proteina circunsporozoitica (CSP), expresada en 
la vacuna viva S. enterica, serotipo Typhi, CVD 
908 a partir de una inserción 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 número de voluntarios que respondió al 
CSP fue bajo, el estudio demostró que Salmonella 
no sólo 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 evalúa la expresión 
de CSP a partir de plásmidos multicopia y 
promotores para inducción N, vivo. con el fin de 
incrementar la expresión de CSP y estimular una 
mejor respuesta inmune en el hospedero. 

Expresión de proteínas de 
la fase eritrocítica de P. falciparurn 

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

En nuestro laboratorio, hemos clonado y 
expresado exitosamente la proteína MSP-l,, 
fusionada al fragmento C de la toxina tetánica bajo 
el control del promotor nirB en Salmonella (79) 
(figura 2, panel A). La inmunogenicidad de la 
vacuna viva CVD 908htrA que expresa el fragmento 
C-MSP-1 , se evaluó en ratones BALBlc mediante 
inmunización intranasal de 1,0x109 UFC de la 
vacuna. Los ensayos de ELlSA 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 
título después de un refuerzo con la misma dosis 

intranasal de la vacuna. Los sueros se evaluaron, 
además, por inmunofluorescencia y se demostró 
que los anticuerpos presentes en dichos sueros 
reconocían 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- l .  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 atenuación de agentes patógenos ha sido el 
concepto central a lo largo de la historia de la 
vacunación. 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 tétanos, la difteria y, próximamente, 
contra la tos ferina. 

Las vacunas de Salmonella atenuada son un 
sistema versátil para el transporte de antigenos 
heterólogos de origen viral, bacteriano y parasitario, 
para la inducción de respuestas inmunoprotec- 
toras de tipo humoral y celular en el hospedero 
humano. Igualmente, se ha propuesto el uso de 
Salmonella para expresar antígenos tumorales y 
agentes modificadores de la respuesta inmune, 
como las citocinas, con el fin de explorar su utilidad 
en el tratamiento de cáncer. Sistemas novedosos 
de expresión procariótica han permitido la 
expresión de antigenos dentro del citosol 
bacteriano, como también en el espacio extra- 
celular mediante un sistema de secreción a través 
de membrana. Cada sistema presenta el antígeno 
al sistema inmunitario en forma particular e induce 
la activación de subpoblaciones linfociticas 
divergentes de tipo Thl ,  Th2 o CTL. Según el 
agente infeccioso, se podrian elegir sistemas de 
expresión y secreción que indujeran respuestas 
predominantemente humorales tendientes a la 
eliminación del microorganismo extracelular, o 
respuestas predominantemente celulares para la 
eliminación del microorganismo intracelular. 



Actualmente se evalúan nuevas estrategias para 
el uso de Salmonella como vector y, entre las más 
prometedoras, se incluye el transporte de vacunas 
deADN con Salmonella (80). Las vacunas de ADN 
son, por lo general, plásmidos que portan un gen 
bajo el control de un promotor eucariote, el cual 
codifica un antigeno recombinante. Salmonella 
atenuada transporta dicho plásmido al sistema 
reticuloendotelial donde es liberado intra- 
celularmente para iniciar la expresión eucariótica 
del antigeno recombinante. El antigeno expresado 
es procesado y presentado por moleculas clase I 
del CMH a los receptores celulares T de linfocitos 
T CD8. La activación de los linfocitos T CD8 induce 
la estimulación de células CTL especificas. 
capaces de eliminar aquellas células que 
presenten sobre su superficie epítopes del mismo 
antigeno. Este sistema de inmunización será útil 
en la elaboración de vacunas contra parásitos 
intracelulares como la malaria en la fase 
preeritrocitica, la tuberculosis o los agentes virales, 
entre otros. 

El constante avance tecnológico y cientifico 
permitirá determinar si Salmonella atenuada podrá 
constituirse en un vector eficaz de vacunas para 
la protección contra diversos patógenos 
microbianos. El alto nivel de seguridad para el 
vacunado, la ventaja de su administración oral, la 
inducción eficaz de la respuesta inmune y el bajo 
costo de producción son factores contundentes 
en favor del desarrollo de vacunas de Salmonella, 
en especial para aquellas regiones del mundo 
donde el índice de enfermedades infecciosas es 
elevado y donde los recursos para la salud son 
limitados o casi inexistentes. 
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