RESUMEN. En esta revision se presenta el trabajo en Salmonella de
tres grupos de investigacién en México, cada uno en diferentes disci-
plinas que son, sin embargo, complementarias. Se plantea, por un
lado, la necesidad de una vigilancia epidemiolégica continua de Sal-
monella a lo largo de la cadena alimenticia, aunada a una tipificacién
molecular de las cepas aisladas. Los hallazgos epidemiolégicos y mo-
leculares serviran, por otro lado, como base para establecer un pro-
grama nacional o regional de control que incluya el desarrollo de va-
cunas especificas. La informacién también puede ser utilizada para el
desarrollo de sistemas de diagndstico mds rdpidos y especificos.

Palabras clave: Salmonella, epidemiologia, tipificacion molecular,
vacunas.

LA SALMONELOSIS Y LA FIEBRE TIFOIDEA EN
MEXICO

La salmonelosis se considera un problema de salud pu-
blica mundial. Salmonella enterica causa infeccion intesti-
nal aguda en personas de todas las edades y puede ocasio-
nar infecciones invasivas graves como bacteremia y
meningitis en lactantes, ancianos y pacientes inmunosupri-
midos.” En los paises industrializados se han establecido
sistemas de vigilancia, que les permite conocer con relativa
certeza la incidencia de las infecciones por Salmonella y
otros patégenos causales de diarrea, asi como el impacto de
cada una de éstas en la morbilidad y mortalidad de la pobla-
ci6n.>!'119 En los Estados Unidos de América y el Reino
Unido, por ejemplo, se calcula que al afio ocurren
17412,498 y 73,193 infecciones por Salmonella no-
Typhi,"!! respectivamente, y se estima que este patégeno es
responsable de aproximadamente 30% de las muertes rela-
cionadas a infecciones transmitidas por alimentos. La comu-
nidad cientifica y las autoridades sanitarias asumen que, en
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ABSTRACT. This review presents the studies on Salmonella con-
ducted by three research groups in Mexico. Each of these groups
belongs to different but complementary disciplines. The need for
continuous epidemiological surveillance of Salmonella throughout
the food chain, in conjunction with molecular typing of the isolates
is discussed. The epidemiological and molecular findings should
serve as the basis for a national or regional control program that in-
cludes the development of specific vaccines. The information can
also be used to develop rapid and specific diagnostic tests.
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general, los pollos, cerdos y bovinos son los reservorios mas
frecuentes de Salmonella; que la ingestion de alimento di-
recta o indirectamente contaminado es la causa mas comun
de las infecciones en el humano; y que todas las serovarie-
dades tienen el mismo grado de patogenicidad.®!® Por las
dificultades técnicas y logisticas, existen pocos estudios so-
bre la transmision de este patégeno a lo largo de toda la ca-
dena alimenticia y las condiciones necesarias para producir
enfermedad en un hospedante humano. Por ende, la legisla-
cién referente a inocuidad alimentaria establece medidas de
control o limites de tolerancia basados en informacion epi-
demioldgica obtenida de estudios transversales realizados
en las naciones industrializadas. En muchas ocasiones esta
informacién no puede ser extrapolada al panorama de los
paises en desarrollo.

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de
infecciones por Salmonella. Con frecuencia, el médico
hace un diagnéstico basandose en el cuadro clinico del pa-
ciente, pero sin contar con los estudios microbioldgicos
necesarios para establecer un diagndstico certero. La falta
de un sistema de vigilancia con comunicacién entre epide-
miblogos, clinicos, y el sector veterinario, asi como la falta
de infraestructura necesaria, impide que paises como el
nuestro pueda identificar las principales serovariedades de
Salmonella en las diferentes clases de alimentos, asi como
el riesgo que cada una de estas entrafia para la salud de los
seres humanos. Esta informacion es indispensable para es-
tablecer las intervenciones necesarias para disminuir la
morbilidad y mortalidad por las infecciones causadas por
Salmonella.
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En respuesta a la necesidad de obtener mayor informa-
cién sobre la transmisién de Salmonella a través de la ca-
dena alimenticia en México, la Dra. Mussaret B. Zaidi y
sus colaboradores establecieron un sistema de vigilancia
activa, que incluy¢ a los Estados de Yucatdn, San Luis Po-
tosi, Michoacdn y Sonora. La vigilancia incluyé muestras
de humanos, carnes crudas, e intestinos de animales sacri-
ficados en rastros.

Una forma particular de infeccién por Salmonella en el
humano es la fiebre tifoidea, la cual es causada por la in-
gestion e invasion intestinal por un serotipo especifico de
Salmonella enterica, el serovar Typha (S. typha), que pro-
duce infeccién sistémica.? De hecho, las salmonelosis pro-
ducidas por otros serotipos causan comtinmente una gas-
troenteritis aunque, como se apunté con anterioridad,
pueden presentar cuadros invasivos. Aqui surgen pregun-
tas muy interesantes, como las referentes a conocer si hay
determinantes genéticos de las salmonelas no-Typhi para
los cuadros invasivos y si algunos de estos determinantes
se comparten con S. Typhi.

Anualmente, en el mundo hay al menos 16 millones de
casos de fiebre tifoidea, resultando en 600,000 muertes.
En México se han reportado alrededor de 15 mil casos al
afio de fiebre tifoidea.!® Es relevante insistir, como se men-
ciond con anterioridad, que esta incidencia se basa pri-
mordialmente en una valoracién clinica, sin que se hayan
aplicado métodos confiables de diagndstico. Esto implica,
por tanto, un grado de incertidumbre en la estadistica.

Las vacunas actualmente disponibles contra la fiebre ti-
foidea son: a) La vacuna parenteral K (muerta por acetona)
y vacuna parenteral L (muerta por calor-fenol). A pesar de
que estas vacunas inducen proteccion de 79-88% y de 51-
77% respectivamente, presentan fuertes efectos secunda-
rios adversos lo cual las hace imprécticas. b) La vacuna
oral Ty2la, producida con S. Typhi atenuada mediante
mutagénesis quimica. Aunque esta vacuna ha mostrado in-
ducir proteccién del 67% al 96%, se requieren de 3-4 do-
sis para la generacién de proteccién y de refuerzo cada 5
afos, lo cual hace que sea una vacuna cara y poco practica
para zonas endémicas. c) La vacuna parenteral a base del
antigeno capsular Vi, el cual es un polisacdrido que cubre
a la bacteria. En estudios de campo, la vacuna indujo ele-
vados titulos de anticuerpos y confirié una proteccién del
64% al 72%. Debido a su naturaleza quimica, el polisacé-
rido Vi no induce memoria inmunoldgica por lo cual se re-
quieren refuerzos cada 3 afios y es poco inmunogénico en
niflos menores de 2 afios y en adultos mayores.!> Cabe
mencionar, por otro lado, que no hay actualmente una va-
cuna contra las otras serovariedades de Salmonella capa-
ces de producir infecciones sistémicas.

Con el fin de desarrollar una vacuna contra la fiebre ti-
foidea que sea efectiva, barata y que induzca una respues-

ta protectora de larga duracidn, el grupo del Dr. Armando
Isibasi ha utilizado las proteinas de la membrana externa
de S. Typhi denominadas porinas;%!% 15 mientras que el
Dr. Constantino Lopez-Macias y su grupo han analizado
los mecanismos moleculares y celulares de la respuesta in-
mune inducida por la vacuna de porinas.'>!”

EPIDEMIOLOGIA DE LA SALMONELLA EN MEXICO

La Dra. Zaidi y colaboradores colectaron, entre 2003 y
2005, 2,893 muestras fecales de pacientes con diarrea,
5334 muestras de carne de pollo, puerco y res, y 1,882
muestras de intestinos de pollo, cerdo y bovino en rastros.
Se aislé Salmonella no-Typhi en 12.8% de los pacientes
con diarrea. Las dos serovariedades mds frecuentes en es-
tos ultimos fueron Typhimurium (22.2%) y Enteritidis
(14.5%). La primera se encontrd en los tres tipos de anima-
les y sus carnes crudas, siendo el cerdo el reservorio prin-
cipal (10.2% de todas las serovariedades aisladas en este
animal), seguido por bovino (6.8%) y pollo (4.6%). S. En-
teritidis se aislo casi exclusivamente de pollo (11.9% de
todas las serovariedades aisladas en este animal); en bovi-
no y cerdo, el aislamiento de esta serovariedad apenas al-
canz6 el 0.1%. En un estudio previo demostraron, median-
te la técnica de electroforesis de campos pulsados, que las
cepas de S. Typhimurium y S. Enteritidis, aisladas de ni-
fios con diarrea en el estado de Yucatdn, eran genética-
mente idénticas o muy relacionadas con aquéllas aisladas
de las carnes crudas.?® Los estudios preliminares de los ais-
lamientos en los otros tres Estados también muestran una
relacion clonal entre las cepas de S. Typhimurium proce-
dentes de humanos y animales. Cabe mencionar que du-
rante el periodo de estudio, los hospitales participantes de
los cuatro Estados reportaron 26 casos de bacteremia y me-
ningitis, de los cuales destacaron las serovariedades Ente-
ritidis (seis), Typhi (seis) y Typhimurium (siete).

Otro hallazgo importante del programa de vigilancia
fue la resistencia a multiples antibi6ticos en la serovarie-
dad Typhimurium. En el 2002 se detect6 la aparicion de S.
Typhimurium resistente a diez antibidticos, tales como
ampicilina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol,
aminoglucdsidos, dcido nalidixico y cefalosporinas de es-
pectro extendido, en el estado de Yucatdn. Hasta la fecha
se han registrado tres decesos por S. Typhimurium multi-
rresistente, en lactantes menores de seis meses atendidos
en el Hospital General “O Hordn” del Estado de Yucatan.
Este microorganismo parece causar cuadros diarreicos mas
severos que los provocados por otras serovariedades o por
S. Typhimurium no-multirresistente. En el caso de S. Enteri-
tidis, se han registrado casos de meningitis asociadas a de-
funcién o secuelas neuroldgicas graves. Otro hallazgo de
gran preocupacion es que desde el afio 2003 se detecto re-
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sistencia a cefalosporinas de espectro extendido en otras se-
rovariedades, como Newport, Reading, Kentucky, Anatum,
Uganda y Bredeney. Estos aislamientos también eran resis-
tentes a varios otros antimicrobianos, pero en menor nime-
ro que S. Typhimurium. El impacto de estas cepas multirre-
sistentes debe vigilarse cuidadosamente en el futuro.

En resumen, los estudios de Zaidi y colaboradores indi-
can que Salmonella enterica continua siendo una impor-
tante causa de morbimortalidad en México. S. Typhimu-
rium y S. Enteritidis son las serovariedades mads
frecuentemente aislados de nifios con diarrea; ademas, jun-
to con S. Typhi, han sido causa de sepsis y meningitis fata-
les. En los ultimos anos, los aislamientos de Salmonella
presentan un aumento progresivo de la resistencia a los
antibidticos, lo cual complica el manejo de los pacientes.
La creacién de un sistema de vigilancia epidemioldgica
para Salmonella que integre los sectores médicos, de regu-
lacion sanitaria, veterinaria y de investigacion, es indis-
pensable para que las autoridades respectivas establezcan
intervenciones basadas en la evidencia y adecuadas a las
necesidades nacionales.

EL DESARROLLO DE UNA VACUNA MEXICANA

En referencia al desarrollo de una vacuna en México
contra S. Typhi, el grupo del Dr. Isibasi ha demostrado que
las porinas son blancos importantes durante la respuesta
inmune en pacientes con fiebre tifoidea y en humanos va-
cunados, y también que las porinas son antigenos que in-
ducen proteccién en un modelo experimental con rato-
nes.%10 A partir de estos estudios, los doctores Isibasi y
Lopez Macias han desarrollado una preparacién vacunal
para uso en humanos con estas proteinas. La vacuna es es-
table a temperatura ambiente y no indujo fiebre ni efectos
téxicos en estudios preclinicos en modelos animales. Re-
cientemente, evaluaron la respuesta inmune celular y hu-
moral inducidas por las porinas en humanos (Fase I). La
vacuna de porinas no induce efectos secundarios adversos
y generd la produccién de anticuerpos especificos caracte-
rizados por IgM, IgG1 e IgG2 con capacidad bactericida,
al igual que una respuesta inmune celular caracterizada
por la produccién de interferén gamma.'>

En este mismo trabajo, este grupo demostrd que las po-
rinas son capaces de activar a la respuesta inmune innata,
al ser captadas por macréfagos derivados de médula 6sea,
sefializando a través de TLR-2 y TLR-4 e induciendo la
activacion de células dendriticas y macréfagos, lo cual ge-
nera una sobre expresién de moléculas co-estimuladoras,
moléculas de clase Il y de activaciéon. Ademads, las porinas
activaron células dendriticas, induciendo la produccién de
citocinas pro- y anti- inflamatorias y mostraron capacidad
adyuvante en la respuesta de anticuerpos contra antigenos
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modelo: esta capacidad se conservo 400 dias posteriores a
la primera inmunizacion.

También se ha evaluado la capacidad de las porinas y
de sus componentes (OmpC y OmpF) de conferir inmuni-
dad humoral de larga duracién.!” La inmunizacién de ra-
tones BALB/c con porinas, sin la presencia de adyuvante,
indujo altos titulos de IgG durante toda su vida (afio y me-
dio después de la inmunizacién). La caracterizacion de las
subclases de IgG observadas durante la respuesta de larga
duracién mostré la presencia de IgG2b, 1gG1, IgG2a y ba-
jos titulos de IgG3. Los sueros anti-porinas mediaron un
efecto bactericida especifico contra la cepa tipo silvestre
de S. Typhi, mediante la unién a la superficie bacteriana y
activacion de la via clasica del complemento.

Debido a que la preparacion de porinas estd compues-
ta por las proteinas de la membrana externa C y F
(OmpC y OmpF), estas proteinas se purificaron en forma
individual y se evalué la capacidad de cada una de in-
ducir anticuerpos de larga duracidén, asi como su impor-
tancia en conferir proteccién al reto con Salmonella. Se
observé que OmpC indujo altos titulos de anticuerpos
bactericidas que se mantuvieron durante los 300 dias
posteriores a la inmunizacién, mientras que los titulos
bactericidas de OmpF dejaron de detectarse después del
dia 90. Estos resultados fueron confirmados al efectuar
ensayos de proteccion, donde se encontré6 que OmpC
confirié el 100% y 80% de supervivencia al reto con
100 y 500 DL, de S. Typhi, mientras que OmpF sélo
indujo el 70% y 60% de proteccion al reto con las mis-
mas dosis. Esto indica que OmpC es el principal com-
ponente que confiere la mayor inmunogenicidad y ca-
pacidad protectora de las porinas.

En conclusioén, se demostré la gran capacidad inmuno-
génica de las porinas para inducir anticuerpos bactericidas
de larga duracién, que pueden ser un mecanismo efector
importante del sistema inmune contra Salmonella. Estos
resultados nos indican que las porinas son proteinas capa-
ces de activar de manera simultdnea tanto la respuesta in-
mune innata como la adaptativa, por lo que pueden consi-
derarse como antigénicas y como patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs). La capacidad adyuvante
intrinseca mostrada por las porinas pudiera ser la responsa-
ble de la induccién de anticuerpos bactericidas vitalicios
y de la proteccion ante la infeccion con la bacteria que se
han descrito anteriormente.

BIOLOGIA MOLECULAR DE LAS PORINAS

Entusiasmado por una conversacién con el Dr. Jesus
Kumate, el Dr. Edmundo Calva se enfocé en la biologia
molecular de las porinas. Su grupo en México aislé el gen
para la porina OmpC de S. Typhi, cuando el Gnico gen
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ompC que se habia aislado era el de Escherichia coli. '
Siguieron estudios sobre la regulacion del gen ompC'y so-
bre la capacidad de la proteina OmpC para acarrear epito-
pes heterdlogos, entre otros.

Recientemente, el grupo del Dr. Calva descubri6 los
genes para dos nuevas porinas, OmpS1 y OmpS2. A dife-
rencia de OmpC y OmpF, que son proteinas muy abun-
dantes en la célula, las porinas descubiertas se sintetizan
en concentraciones muy bajas en condiciones estdndar
de laboratorio. Al igual que las porinas mayoritarias,
OmpS1 y OmpS2 son regulados positivamente por el re-
gulador OmpR; asimismo, el gen ompS1 es regulado ne-
gativamente por la proteina nucleoide H-NS y ompS2 es
regulado positivamente por el regulador LeuO.*>!? Inte-
resantemente, mutantes en ompSI, ompS2 y en leuO es-
tdn atenuadas para la virulencia en el ratén, por lo que
las porinas y el regulador correspondiente aparentan te-
ner un papel en la patogénesis.'*

PERSPECTIVAS

El estudio de la Salmonella en México se presta para
un proyecto de largo aliento interdisciplinario. En él se
deberdn conjugar estudios epidemioldgicos cuidadosa-
mente diseflados, en los cuales se identifiquen las sero-
variedades asociadas con mayor frecuencia a morbimor-
talidad y en donde se correlacionen los diferentes
cuadros clinicos con las cepas aisladas. Esto permitird
explorar si, en este patdgeno, existen bases genéticas
para el desarrollo de cuadros clinicos diferentes y si las
cepas tienen origenes evolutivos diferentes. De esta ma-
nera, se podrdn tomar medidas de control de acuerdo a
la virulencia de las cepas que prevalezcan en los ali-
mentos. En cuanto al desarrollo de vacunas, la vasta ex-
periencia con la vacuna de las porinas para la fiebre ti-
foidea, deberd aprovecharse para generar vacunas contra
las cepas no-Typhi que representen un mayor peligro
por su virulencia. Asimismo, serd interesante probar la
capacidad protectora de los antigenos recientemente
identificados, OmpS1 y OmpS2.
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