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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue estimar la prevalencia de anticuerpos especificos anti-Salmonella enterica serovar Typhi en individuos de Culiacén,
Sinaloa, México. Se llevé a cabo un estudio transversal en el Laboratorio de Andlisis Clinicos Universitario "MC Héctor Cuén Ojeda" de Culiacan,
Sinaloa, México, durante el periodo 2009-2010. En este estudio participaron 366 individuos que se acudieron al laboratorio para la obtencién de un
certificado médico. A los sueros de cada uno de los participantes se les realizd la reaccion de Widal. Las muestras Widal-positivas (dilucién 21:160),
fueron analizadas mediante Western blot empleando un extracto antigénico de Salmonella Typhi (EAST). De los 366 sueros analizados, el 10.11%
(n=37) fueron Widal-positivos. La técnica Western blot realizada con estos sueros permiti6 evidenciar los 4 antigenos mas inmunorreactivos; 35
(94.6%) detectaron la proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) la de 24 kDa e igual nimero la de 30 kDa; adicionalmente, 33 (89.2%) la de 60 kDa. En conclusion,
se obtuvo una seroprevalencia anti-S. Typhi del 10.11%, se identificaron 4 proteinas del EAST con inmunorreactividad elevada (>89%), el antigeno de
25 kDa fue el inmunodominante. Es necesario continuar estudiando las proteinas detectadas, ademas de ampliar la estimacién de la seroprevalencia
de S. Typhi, cuya infeccién mantiene a Sinaloa dentro de los 5 estados con mayor incidencia de Fiebre Tifoidea en México.

Palabras clave: Antigenos, Fiebre Tifoidea, Seroprevalencia, Antigeno Inmunodominante.

ABSTRACT

To estimate the prevalence of specific antibodies against Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) in individuals from Culiacan, Sinaloa, Mexico.
A cross-sectional study was conducted at the University Clinical Analysis Laboratory "MC Héctor Cuén Ojeda" in Culiacan, Sinaloa, Mexico, during the
period 2009-2010. In this study, 366 individuals attended the laboratory to obtain a medical certificate. The serum of each individual was obtained and
analyzed by Widal agglutination. Positive samples to Widal (dilution 1:160), were tested by Western blotting using an antigenic extract of S. Typhi
(AEST). Of 366 sera analyzed, 10.11% (n=37) were Widal-positive. The Western blot developed using these sera revealed four prominent antigens: a
25 kDa protein was recognized by 35 sera (94.6%), 24 kDa and 30 kDa proteins were reactive to the same number of sera, with 34 (91.9%), and 33
(89.2%) recognized a 60 kDa protein. In conclusion, the anti-S. Typhi seroprevalence obtained was 10.11%, and four proteins derived from AEST were
identified with high immunoreactivity (>89%), the 25 kDa antigen was the immunodominant. It is necessary to continue studying these detected
antigens and increase our knowledge about the estimation of seroprevalence of S. Typhi, whose infection keeps Sinaloa within the 5 states with the
highest incidence of Typhoid Fever in Mexico.
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INTRODUCCION

La Fiebre Tifoidea (FT) es una enfermedad infecciosa sistémica causada
principalmente por la bacteria intracelular Salmonella enterica serovar
Typhi (S. Typhi), que afecta exclusivamente al ser humano (Stiirchler,
2023; Zhang et al., 2008). Es uno de los principales problemas de salud
en el mundo, con mayor impacto en morbilidad y mortalidad en paises en
vias de desarrollo, donde el acceso al agua potable es limitado, los
sistemas sanitarios deficientes y los habitos higiénico-alimenticios son
inadecuados (Farooqui et al., 2009; Mweu & English, 2008; Parry et al.,
2011). En este escenario, S. Typhi se disemina a través del agua
(Farooqui et al., 2009), alimentos u objetos contaminados con heces u
orina de personas portadoras de la bacteria (Crump et al., 2004; Crump &
Mintz, 2010; Sharma et al.,2009; Stiirchler, 2023). Se estima que FT afecta
anualmente a unos 27 millones de personas causando 216 mil muertes
en el mundo, presentandose con incidencia elevada en paises de Asia e
intermedia en Africa y Latinoamérica (Crump et al., 2004; Crump & Mintz,
2010; Ghenghesh et al., 2009; Jadav et al., 2023; Mweu & English, 2008;
Stiirchler, 2023).

Latinoamérica esta catalogada como una region de incidencia media de
laFT (10-100/100,000 casos anuales) (Crump & Mintz, 2010). En Estados
Unidos la FT es una enfermedad rara con aproximadamente 300 casos
clinicos reportados anualmente (Lynch et al., 2009). En México se ha
presentado un incremento en la incidencia de S. Typhi. Segun la
Secretaria de Salud en el 2022 se registraron 11,762 casos de FT; s6lo en
el estado de Sinaloa se registraron 1908 del total de casos reportados
ese afio a nivel nacional (ubicandolo en 3¢ lugar nacional), y para la
semana 41 del 2023 la cifra acumula 11,433 casos (Boletin
Epidemioldgico, 2023). El grupo etario mas afectado es el de adultos
jovenes de 19 a 44 afios (Boletin Epidemioldgico, 2023). Esto sugiere que
es imperante incrementar nuestro conocimiento sobre la epidemiologia
de esta enfermedad en México y en especial en el estado de Sinaloa, lo
cual puede contribuir a mejorar las estrategias para la prevencion y
control de la FT. Para esto se requieren estudios de seroprevalencia,
mediante la deteccion de anticuerpos especificos, para obtener
informacién complementaria a la reportada por la Secretaria de Salud
sobre esta enfermedad que en México afecta a miles de individuos cada
afo. En el presente trabajo se estimd la prevalencia de anticuerpos anti-
S. Typhi en individuos que acudieron a realizarse estudios al laboratorio
de andlisis clinicos de |a Universidad Auténoma de Sinaloa durante el afio
2009.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron los sueros de 366 individuos aparentemente sanos que
acudieron al Laboratorio de Analisis Clinicos Universitario “MC. Héctor
Cuén Ojeda”, UAS, ubicado en Culiacan, Sinaloa, a practicarse el
certificado médico y que hayan tenido la prueba de VDRL (por sus siglas
en inglés Venereal Disease Research Laboratory) negativa, la cual se
realiza de manera rutinaria en el examen referido. Los participantes
dieron su consentimiento informado por escrito para ingresar a este
estudio, conservando el anonimato de su identidad y datos personales
que fueros excluidos del presente estudio, de acuerdo con el H. Comité
de Investigacion de la Unidad de Investigaciones en Salud Publica "Dra.
Kaethe Willms" de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas, UAS. Las
muestras fueron obtenidas durante el afio 2009 y almacenadas a -20 °C

hasta su uso.

Técnica de Widal

El total de los sueros fueron analizados mediante la técnica de Widal,
empleando un kit comercial (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se mezcl6 una gota del reactivo tifico “0” (o
tifico “H"), con 10 pL de suero sobre una placa de vidrio. Las micrografias
fueron tomadas a 40X en un microscopio triocular Primo Star, Carl Zeiss,
empleando una cdmara digital Canon de 10 megapixeles, después de una
incubacion de 4 min a temperatura ambiente en un agitador orbital
(Daigger). La muestra se considerd positiva, si desarrollé aglutinacion a
un titulo 21:160, como lo sugiere la Guia de Préctica Clinica, Diagnéstico
y Tratamiento para la Fiebre Tifoidea del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), basado en los criterios descritos en 2014 por Andualem et
al. (2014).

Extracto antigénico de S. Typhi (EAST)

El extracto antigénico de S. Typhi (EAST), se obtuvo mediante sonicacion
de la biomasa del cultivo en fase logaritmica de un aislado clinico de S.
Typhi 00190 (gentilmente donado por el Dr. Vianney Ortiz del
CINVESTAV-IPN), disuelta en amortiguador salino de fosfatos (PBS, NaCl
137 mM, KCl 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2POs 1.76 mM, pH 7.2),
suplementado con 20% de un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma).
El sonicado se centrifugd durante 5 min a 1200 x g en una
microcentrifuga (Hettich Mikro 120). Al sobrenadante obtenido se le

determind la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford
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(Bio-Rad), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El
nimero de bandas proteicas del EAST se contabilizd en un gel de
poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad),

siguiendo protocolos estandar.

Western blot

El Western blot fue realizado con base en el protocolo descrito por
(Salazar-Mejia et al. 2010), con algunas modificaciones. Brevemente, 400
g del EAST fueron separados electroforéticamente a 100 V por 2 h en
geles de poliacrilamida al 12 %, en una cdmara de electroforesis Mini-
Protean Tetra (Bio-Rad), empleando amortiguador de corrida TGS (Tris
25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% p/v, pH 8.3; Bio-Rad); las proteinas en
el gel fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 0.22 pm
(Hybond-ECL, Amersham), y estas ultimas fueron bloqueadas con leche
descremada (Nestlé), al 5 %. A continuacidn, fueron incubadas con los
sueros de individuos positivos a Widal, diluidos 1:400, o con los sueros
de los testigos a la misma dilucién. Posteriormente, las membranas
fueron incubadas con anticuerpos anti-lgG humana conjugada a
peroxidasa (Bio-Rad) y finalmente, la reaccion fue revelada con
diaminobencidina (Research Organics) y H202 (JT Baker) (Salazar-Mejia
etal.,, 2010).

Anilisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos donde la media, mediana
y porcentaje, fueron calculados, asi como sus respectivos intervalos de
confianza del 95% (IC95%). La distribucion de prevalencia de anticuerpos
anti-S. Typhi por género y rango de edad se analiz6 mediante el
estadistico Ji-cuadrado de Pearson o prueba exacta de Fisher, segin la
distribucién de los datos. Un valor p menor a 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Los andlisis estadisticos se realizaron

empleando el software Stata Intercooled 13.1.
RESULTADOS

Seroprevalencia de S. Typhi

Un total de 366 individuos fueron incluidos en este estudio, de los cuales
167 (45.63%, 1C95%: 40.44-50.89) correspondieron al género femenino.
La edad promedio general fue de 19.6 afios (IC95%: 19.22-20.01). Con
base en la edad se generaron dos grupos, uno de 15 a 17 con el 30.33%
(n=111) de los participantes y otro de 18 o mas afios (n=255) (Tabla I).
A todos los participantes se les colectaron muestras séricas, las cuales

fueron analizadas mediante la técnica de Widal (Figura 1), obteniéndose
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una prevalencia de anticuerpos anti-S Typhi del 10.11% (n=37), 35 sueros
positivos al tifico “0”, distribuidos por grupo de edad como sigue: de 15-
17 afios el 1.64 % (n=6); y de 18 o0 mas afos, el 7.92 % (n=29); 2 sueros
resultaron positivos al tifico “H”, ambos del grupo de edad de 18 0 mas
(0.54 %) (Tabla 2). Al comparar los grupos de edades, se observo que en
el de adultos jévenes (18 o mas), hubo un mayor nimero de sueros
positivos al tifico “0” de S. Typhi (n=29), no existi6 evidencia suficiente
en los datos que demuestre que la prevalencia de anticuerpos
especificos anti-S. Typhi sea diferente entre adultos jévenes y menores
de 18 afios, p=0.698.

L * 9" 9

Figura 1. Reaccion de Widal para antigeno “0” de S. Typhi. A) Testigo Positivo
(Bio-Rad), B) Suero de uno de los individuos sin reactividad, C) Suero de un
individuo con reactividad. Los sueros problema y testigo positivo fueron
analizados por duplicados a una dilucién 1:160. Las micrografias fueron tomadas
a 40X en un microscopio triocular Primo Star, Carl Zeiss, empleando una cdmara
digital Canon de 10 Megapixeles.

Identificacion de antigenos de S. Typhi

Los 37 sueros positivos a Widal fueron evaluados mediante Western blot
empleando EAST, compuesto de al menos 30 proteinas evidenciadas
mediante tincién con azul de Coomassie, cuyos pesos moleculares
oscilan desde 180 kDa hasta 15 kDa (Figura 2). Los sueros fueron
empleados a una dilucion de 1:400. En la Figura 3 se muestra el perfil
antigénico del EAST obtenido al revelar las membranas de |a técnica de
Western blot se pudo contabilizar un total de 22 antigenos presentes en
el EAST y éstos fueron reconocidos por uno o mas de los 37 sueros,
pudiendo definir la frecuencia de inmunorreactividad (Figura 3A). Un
grupo de 4 antigenos mostraron una elevada inmunorreactividad (>89%),
jerarquizados de mayor a menor frecuencia como sigue: 35 (94.6%)
sueros detectaron la proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) sueros reconocieron
a la de 24 kDa; igual nimero de sueros (34) reaccionaron con la de 30

kDa; y 33 (89.2%) de los sueros con la de 60 kDa (Figuras 3Ay 3B).
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Figura 2. Extracto antigénico de S. Typhi (EAST). Perfil proteico resuelto en un gel
de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul brillante de Coomassie R-250. En 1)
marcador de peso molecular (Bio-Rad), en 2) EAST donde se pueden observar
aproximadamente 30 bandas proteicas individuales con pesos moleculares del
rango de 180 hasta 15 kDa.

DISCUSION

La FT, a diferencia de otras enfermedades bacterianas como la
brucelosis, en México carece de una normatividad sanitaria oficial que
unifique los criterios para su diagndstico, y aunque el diagndstico de
certeza incluye el aislamiento, identificacion bioquimica y seroldgica de
S. Typhi, esta resulta una estrategia poco accesible desde el punto de
vista técnico-econémico en algunas areas endémicas de paises en vias
de desarrollo como México; esto hace que la principal alternativa
diagnéstica para esta enfermedad sea la técnica de Widal (Parry et al,
2011), que se basa en poner en evidencia anticuerpos séricos anti-S.
Typhi. Es una prueba de aglutinacién de estos anticuerpos dirigidos
contra antigenos somaticos (tifico “0”) o flagelares (tifico “H"),
considerando como clinicamente relevante una reactividad a una dilucion
sérica de 21:160 (Andualem et al., 2014).
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Actualmente se carece de estudios que indiquen la seroprevalencia de
la FT en México y en particular en Sinaloa. Los estudios de
seroprevalencia permiten estimar el contacto de la poblacién estudiada
y la bacteria mediante la deteccion de anticuerpos especificos,
contribuyendo al avance de la informacién reportada por las autoridades
de salud, pudiendo impactar en la reduccién de la incidencia de la FT en
nuestro pais. En este contexto, se estimd la prevalencia de anticuerpos
anti-S. Typhi en personas adultas jovenes sinaloenses, atendidas en uno
de los laboratorios de analisis clinicos de nuestra universidad, que no
presentaban sintomas de la enfermedad, bajo los criterios diagnésticos
de la guia clinica del IMSS para el diagnéstico de la FT (Andualem et al.,
2014). De las 366 muestras séricas analizadas por Widal, 37 resultaron
positivas equivalentes a una seroprevalencia del 10.11%, mas de 3 veces
el porcentaje reportado para individuos sanos de Nepal (Pokhrel et al.,
2009). Es relevante destacar que el 94.59% (n=35) de los individuos
presentaron anticuerpos aglutinantes al antigeno “0”, lo que sugiere que
pudieron haber estado en contacto con la bacteria recientemente
(Andualem et al., 2014; White et al., 1999). En el andlisis de la
distribucion por género, no se observéd diferencia estadistica
significativa, lo que difiere con los datos mostrados por la SSA, donde el
género femenino es el mas afectado, registrando practicamente el doble
de casos que el masculino (Boletin Epidemioldgico, 2023). Al analizar
los resultados por grupo de edad, se observé aproximadamente 5 veces
mds seropositividad en el grupo de 18 afios 0 mas, dato que coincide
con lo reportado por la Secretaria de Salud de México, donde los adultos
jovenes son el grupo etario mds afectado por la FT, como lo muestra el
anuario de morbilidad 2022 de la SS consultado en octubre de 2023.

A fin de conocer el perfil antigénico de S. Typhi que sirva de base para
un estudio inmunoproteémico mds amplio, se analizd la
inmunorreactividad mediante Western blot, con un 73.3% de reactividad
general, esta reduccion puede deberse a que en Widal se emplea el suero
total que incluye a todos los isotipos de anticuerpos y en el Western blot
solo se detectan las inmunoglobulinas G (o IgG), destacando un grupo
de 4 antigenos con una inmunorreactividad superior al 89%, y que no
mostraron inmunorreactividad al incubarlos con sueros negativos a la
técnica de Widal, niveles de reactividad comparables a los detectados
en pacientes con FT mediante ELISA, reportada por Fadeel y cols.,
(2011).

inmunorreactividad se observd que 35 (94.6%) sueros detectaron la

Jerarquizando de mayor a menor la frecuencia la

proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) sueros reconocieron a la de 24 kDa; igual

ndmero de sueros (34) (89.2%), reaccionaron con la de 30 kDa; y 33

36


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Casal-Rodriguez ef al.

¥

- &
QuiBio
Q) @ >oax A

(89.2%) de los sueros con la de 60 kDa. Basados en el peso molecular
de los antigenos detectados en este trabajo se puede considerar que no
hubo reactividad contra las porinas (OmpC y OmpF) (Verma et al., 2009),
sin embargo, es necesario realizar mas estudios para confirmar o
descartar este dato. Aunque existe cierta semejanza con los pesos
moleculares de las proteinas antigénicas de S. Typhi ty2 con pesos
moleculares de 66, 55, 35, 33, 18, y 9 kDa reportadas por (Park JH et al.,
2002), ninguna coincide con el peso molecular de 25 kDa, que es el
antigeno mas prominente detectado en nuestro trabajo. Es importante
sefialar que los sueros evaluados por estos autores provenian de

ratones BALB/c inmunizados y no de seres humanos como en nuestro

caso.
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Figura 3. Perfil antigénico del EAST. A) La antigenicidad del extracto proteico de
S. Typhi muestra 4 bandas antigénicas principales sefialadas con flechas, con
pesos moleculares de 24, 25, 30 y 60 kDa. Los sueros se evaluaron mediante
Western blot a una dilucion de 1:400. A) 1¢" blanco; B) 1% testigo negativo sin 1¢
Anticuerpo (Ab); lineas de la 1 a la 19 corresponden a los sueros de personas
positivas a la técnica de Widal; C) 2° Blanco, D) 2° testigo negativo sin 1% Ab; lineas
de la 20 a la 37 segundo grupo de sueros positivos a Widal. Este resultado es
representativo de tres experimentos independientes. B) Frecuencia de
reconocimiento antigénico del EAST definida por Western blot empleando los 37
sueros positivos a Widal, de ellas las de mayor inmunorreactividad fueron los
antigenos de 24 kDa, 25 kDa, 30 kDa y 60 kDa, destacando el antigeno de 25 kDa.
Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

Este estudio aporta informacion reciente sobre la prevalencia de

anticuerpos especificos contra S. Typhi en Culiacén, Sinaloa, México, que
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puede servir de base para futuras investigaciones. Es necesario
continuar los estudios de esta enfermedad en otras poblaciones o
comunidades del estado; ademds, podrian implementarse otras
metodologias, como ELISA, para un mayor tamizaje de muestras.
Asimismo, es interesante realizar estudios de protedmica para identificar
nuevos antigenos que pudieran servir de base para el disefio de un
método de diagndstico 6ptimo que sea mds sensible, especifico y

asequible que los actuales.

Tabla I. Distribucién de los individuos estudiados por género y grupo de edad

Muestra %
Total de individuos 366 100
Género

Masculino 199 54.37
15-17 63 31.66
18-+ 136 68.34
Femenino 167 45.63
15-17 48 28.74
18-+ 119 71.26

En general
15-17 111 30.33
18-+ 255 69.67

CONCLUSION

Se obtuvo una seroprevalencia anti-S. Typhi del 10.11%, se identificaron
4 proteinas del EAST con inmunorreactividad elevada (>89%), donde el
antigeno de 25 kDa fue el mas prominente, ello sugiere una exposicion
previa con la bacteria vinculada tanto a factores ambientales como a las
célidas temperaturas la mayor parte del afio, junto a deficientes habitos
higiénicos y pobres medidas sanitarias en la preparacion de alimentos y
bebidas consumidas fuera de casa. Es necesario continuar estudiando
las proteinas detectadas, ademas de ampliar la estimacién de la

seroprevalencia de S. Typhi, cuya infeccién ha posicionado al estado de

37


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Casal-Rodriguez ef al.

¥

- &
QuiBio
Q) @ >oax A

Sinaloa entre los cinco primeros lugares, consolidando a la FT como un

problema de salud publica en México.

Tabla 2. Distribucién de los sueros por grupo de edad y resultado positivo a la
técnica de Widal (titulo de anticuerpos > 1:160)

Grupo de edad en aiios Positivos “0” n (%)* Positivos “H" n (%)
15-17 6° (1.64) 0(0)
18-+ 29°(7.92) 2°(0.54)
Total 35(9.56) 2(0.54)

23 del género femenino y 3 del masculino; ®15 del género femenino y 14 del género
masculino; °Los 2 individuos eran del género masculino;
*Sin significancia estadistica.
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