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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas gastrointestinales siguen sien
do un grave problema de salud en nuestro pafs, debido &l gran indice -
de morbilidad y mortalidad que causan en I poblacidn infantil (1,2) v -
en las crias de algunas especies animales de interés pecuario (3).

Entre las formas de solucionar este problema.se pueden men
cionar: a) mejorar las condiciones de vida de Ias personas, asf como
los sistemas de produccidn de Ias especies pecuarias ¥ b} modificar -
los mecanismos de defensa inmunoldgicos de los individuos; es a este
ditimo aspecto 2l que haremos referencia (4, 5, 6).

12 resistenciz especilica de los individuos hacia ciertas en-
fermedades infecciosas,estd dada por el aparato inmunocompetente y -
en el caso de Ias enfermedades gastrointestinales,por ei sistema inmu
ne secretor (7); a este nivel,juegan un papel muy importanie s inmu-
noglobulinas, en especial ka IgA secretora (8) y el sistema T celular.
Sin embargo, en los recién nacidos existen algunas condiciones del sis
tema inmunccompetenie,que los hacen mds susceptibles 2 Ias enferme-
dades infecciosas (9).

Una forma natural de mejorar los mecanismos de defensza de
los recién nacidos,es por medio de la inmunidad pasiva,que se adquiere
a través de Ias inmunoglobulinas,que I madre da al hijo durante el --
embarazo y/o después del parto,durante Ia Iactancia {10); sin embargo,



estos mecanismos de defensa,no parecen ser suficientes para hacer -
frente a Jos desaffos de agentes infecciosos en el tracto gastrointesti-
nal.

Los métodos de estimulacién del sistema Inmune secretor, -
mediante el uso de vacunas, no han dado resultados del todo satisfacic
rios (11, 12), debido 2 gque Ia proteccidn que inducen no es permanente.
Por otra parte, la inmonidad pasiva artificial durante Ia lactancia, ha
dado aigunos resultados satisfactorios en animales, al disminuir el -
nimero de muertes causadas por enfermedades infecciosas gastroin-
testinales (13); estos experimentcs,sugieren que k& inmunoglobulina G
(IeG) es capaz de realizar funciones protectoras 2 nivel intestinal.

YUno de los problemas de Ia inmunidad pasiva adquirida en -
formz artificial, es B posible sensibilizacién de 308 receptores a los
sueros ¢ anticverpos administrados si son heterdlogos, lo cual se tra-
duce en dafio y perjuicio para los mismos. ,

FE1 objetivo de este trabajo es evaluar si anticuerpos séricos
de conejo, especificos contra Salmonella A typhimurium, son capaces, -
21 ser administrados a ratones por via oral, de permanecer en el lu-
men intestinal e inferactuar con los agentes patdgenos, impidiendo su -
a2ctividad nociva. Asimismo, estudiar Ia influencix de Ia ruta,oraien -
ka sensibilizacién de un individuo hacia proteinas heterdlogas.




GENERALIDADES

De acuerdo a censos y estadisticas, las enteritis y enfermg
dades diarreicas en el hombre,han sido desde 1920 hasta la actualidad,
una de 1as primeras causas de muerte en nuestro pais (Cuadré Nol), ~
afectando principalmente 2 Ia poblacién infantil (Cuadro No 2).

El ndmero de defunciones debidas a Ias enfermedades gas-«-
trointestinales, ha disminuido en relacidn con afios anteriores, sinem-
bargo,éstas giguen siendo elevadas {Cuadro No 3); por ejemplo, en --
1976 hubo 51 235 muertes por estas causas,contra 47 340 en 1977 y -«
39 872 en 1978, con tasas recpectivas de 82.2, 74.2 y 60.5 por cada «
100 000 habitantes,

Los ﬁidices de morbilidad causados por las enfermedades -
gastrointestinales en el hombre, también son elevados; en 1979 el L M.
8.8, notificd 9 654 040 casos de enfermedades transmisibles entre sus
derecimhabientes, siendo Ias enteritis y Ias enfermedades diarreicas
Ia segunda causa mds frecuente,con un total de 2 106 367 casos, para -
una tasa de 10 573.1 por cada 100 000 derechohabientes (14){CuadroNo4).
Esta misma institucidn notificd en 1980, 2 358 147 casos de enteritis y
enfermedades diarreicas con una tasa de 10 438.6, y en 1981, 2 526 031
©aso0s para una fasa de 9 732.2.

Lo datos del cuadro No 4 nos muestran que el nimero de ~

enteritis y enfermedades diarreicas por 2f0 v& en aumento, aun cuan-



CUADBRO Ho?1

PRINCIPALES CAUSAS DE MUERTE EN MEXIGO

18922~1978

1522 1930 1940 1950 1960

1970 1975 1978

1 Neumordas Diarreas y Diarreas y ODlarreas y Diarreas y
enteritis enteritis enteritis enteritis

2 Diarreas y Neumonfas Neumonfas Neumonias Neumonias
enteritis

3 Paludismoc Paludisme Paludismo Enf.de la Enf.de la
a a
1" infan. 1 dinfan.

4 Tosferina Tosferina Accidentes Accldentes Accidentes

5 Viruela Accidentes ng de la Paludismo Enf, del
: 1" infan. corazén

Influenza y Influenza y Enfermedades
neumonfias neumonias  del corazdn

Enteritis y Enteritis y Influenza y
enf.diarrei enf.diarrei neumonias
cas tas

Accidentes Enfermedades Enteritis vy
del corazén enf. diarrei
cas

Enf. del Aceidentes Accidentes
corazén

Causas pe~ Tumores Tumores
ripnatales malignos malignos

Fuente: Secretaria de Salubridaed y Asistercia
tinidad de Informacidn
Compendio de Estadisticas Vitales de Mé&xico.




CUADRD N2
NUMERD DE DEFUNCIONES POR EDADES DE ALGUNAS INFECCIONES DEL TUBO DIGESTIVO

1978
Mencras 1-4 5-14 15-44 a5-84 65 yma No esps Todas las  Tasa
de 1 afio yores cificada edades L *
Enteritis y 8
enf.diarrei. 22 821 7 742 1 538 _1 €05 1 622 4 3315 229 39 872 60.56
Disenteria
bacilar y 514 275 82 259 354 527 24 2 035 3.09
amlbiasis .
Fiebre
tifoidea 309 203 164 281 136 231 12 1 336 2.03
Fiebre perati . v

foides y otras 161 107 o4 201 55 183 8, B4g 1.29
salmonclosls
Total 23 805 8 327 188 2346 2 207 5256 273 a4 092  66.96
% 53.99 18.89 4,26 5,32 5.00 11.92 0.59 100

Fuente: Secretarfa de Salibrided y Asistencia
Unidad de Informacidn
Compandio de tstadisticas Vitales de México 1978

# tasa por cada 100 000 habitantas



GUADRDOD N3
PRINCIPALES CAUSAS DE MUERTE EN MEXICO, NUMERO DE DEFUNGIOMNES Y TASA

189727 -~ 1978
1977 1978
Nimero de Nomero de
Causa defunciones Tage Bauef defuncionas Taga
Influvenza y Neumo- 49 878 78.2 Enfermedades dsl 45 990 71.4
nfas corazén ,
Enteritis y otras 48 360 75.8 Influanza y Neumo— 43 258 65.7
enf. diarreicas nias
Enfermedades gl 47 340 74.2  Enteritis y otras 9 872 60,5
corazfin * enf.diarreicas
Accidentes | 25 558 40.0 Accidentss 26 417 40.1
Tumores malignoa 24 035 37.7 Tumores malignos Z4 269 36,9

Fusnte: Secretaria de Salubridad y Asistencias
Unided de informacidn
Compendioc de Estadisticms Vitales de México

#* tasa por cada 100 000 habitantes



CAS0S

CUADRO XK=&

MCTFICADDS O CASTROENTERTIZS EN EL ILK.S.5. DURANTE
I35 ULTIMOS MITS

*¥mero de Cascs de Mamero de Casos de Tasa

Ao
Enf. Transmisities Enteritis *
1979 S 854 DA 2 106 367 10 573.1
1980 12 251 548 2 358 147 10 438.6
1981 13 403 &50 2 525 031 g 732.2

Fuente: Instituio Méxicano del Seguro Social
Boletin Epidemiclogice Semanal de los Estados y del
Valle de México, V 4, N° 52, 1981.

* tasa por cada 1080 O derechohahisntes



do las tasas han disminuido; ademds,hay que tomar en cuenia, que un -
sector considerable de Ia poblacidn earece de servicios médicos y por
Io tanfo, no son notificados los casos de diarrea. Los microorganis -~
mos que con mds frecuencia causan este tipo de padecimientos son: -
Escherichia coli enteropatégena, Salmonella sp., Shigella sp., rota ~

virus y Endamoeba histolytica (4, 5).

Algonas especies animales de interds pecuario,también son
afectadas por Ias enfermedades gastrointestinales; en el cerdo, alrre
dedor del 25% de los lechones muere antes del destete, observdndose
B frecuencia mds alta durante los primeros 6 dias de edad, siendo Ia.
colibacilosis Ia principal causa (3). El porcentaje exacto de muertes, -
debido a este tipo de padecimientos varia de un lugar a otro dependien
do de Ias condicicnes de crianza,

12 morbilidad y mortalidad de las infecciones gastrointesti
nales en el hombre, estd asociada a factores sociocecondmicos como -
son 12 pobreza, Iz desnutricidn, elbajo nivel educativo de Ia poblacién
en general, Ia falfa de servicios como agua pofable y drenzje, ete. (4,
5, 8). Todos estos factores estin intimamente relacionados y general-
mente, son consecuencia del primero, Ia i:obrem,

En base 2 lo mencionado anteriormente, una de 1as formas
consideradas para evitar o dismimuir las infecciones gastrointestina-
les, es 1a solucidn de los problemas socioecondmicos de 1a poblacidn.
Esto, traerfx como consecuencia el mejoramiento de Ias condiciones -
de vida de las personas y por lo tanto, la disminucidn en la morbilidad
y mortalidad causada por las enfermedades gastrointestinales. los -



resultados obtenidos de esta forma, independientemente del costo que
representaria, no se podrian obtener segﬁn algunos autores, antes de
2 generaciones (4), Sin embargo, Ias enfermedades gastrointestinales
son un problema actual y no es posible esperar a que el desarrollo ge
neral del pais resuelva en su punto de origen los probiemas de Ia mi-
seria. Es por esto, que se estan ideando y aplicando nuevos métodos -
tendientes a solucionar los problemas gastrointestinales; entre estos
métodos esth el influjo que se puede hacer sobre los mecanismos de -
defensa inmunoldgicos de las personas; pero para poder ejercer algﬁn
efecto sobre el aparato inmunocompeiente es necesaric conocer cier-
tos aspectos de su funcionamiento.

Una de las funciones del aparate inmunocompetente es la de
proteger al organismo,en contra de agentes patégenos y/o sus produc-
tos. 1A resistencia a las enfermedades infecciosas que afectan las mu
cosas, como las infecciones gastrointestinales, estd a cargo del siste
~ ma inmune secretor (7) y no muestra relacidn con el thulo de anticuer
pos en circulacidn,sino con el tftulo de anticuerpos presentes en las -
secreciones {8).

El sistema inmune secretor es un conjunto de tejido linfoide,
que se encuentra disperso por debajo del epitelio de las mucosas y se
creta anticuerpos hacia el exterior. Secreciones como I leche, sali-
va, lquido intestinal, etc. presentan gran cantidad.de anticuerpos pro
cedentes la mayoria, de este sistema. En las secreciones es posible
enconirar todas Ias clases de inmunoglobulinas aunque su concentra-

cién es diferente de la que normalmente Se encuentra en circulacién(T}.
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¥a principal inmunoglobulina,en Ias secreciones es la inmu-
noglobulinz A secretora (IgA S); excepciones a esto,son el calostro de
todos los animales y Ia Jeche de los rumiantes, en donde esta inmuno-
globulina es desplazada por 1a IgG (10). Ia IgA S tiene un peso molecu
Iar aproximado de 400 000 y es un dfmero de 12 IgA que se encuenira
en mayor cantidad en el suero. Ademds, la JgA S posee una cadena J
y una pieza o componente secretor; 1a cadena J,se supone funciona in-
duciendo Ia polimerizacién de los mondmeros de IgA y 1a pieza secre-
tora interviene en el transporte del dfmero de IgA a las secreciones y
en la resistencia de la molécula a la protedlisis. También,es posible -
encoptrar IgA monomérica en las secreciones, perc en muy pequefia -
cantidad.

ia inmunoglobulina M (IgM ) de Ias secreciones,proviene de
células plasmdticas localizadas en 1as mucosas; se encuenira princi-
palmente,en forma de pentdmero y se ha visto que 1a pieza secretora
es capaz de unirse a esta molécula (7). Despuds de In IgA S, Ia IgM -
es la inmunoglobulina que se encuentra en mayor cantidad en las se--
creciones,en ausencia de procesos inflamatorios.

En las secreciones, la IgG se encuentra en pequefias canti-
dades y proviene tanto de la sintesis local,como de la trasudacidn del
suero. Se ha visto que en procesos inflamatorios que afectan las mem
branas, aumenia la trasudacidn del suerc ¥ por lo fantgaumenta Ia -
cantidad de IgG en las secreciones (10).

1a inmunoglobulina E (IgE) en Ias secreciones, se encuentra

en una mayor proporcidn de 12 que se puede explicar por I trasuda--
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cidn del suero: en Ia Idmina propia del intestino, alrederor del 4% de
las células plasmdticas producen IgE,lo cual contrasta con elbazo y -
ganglios linfdticos,en donde menos del 1% de Ias células plasmdticas
producen IgkE (7). Esta inmunoglobuling, se ha asociado con la inmuni-
dada enfermedades causadas por helmintos que afectan el tubo diges-
tivo (10).

Ia inmunidad mediada por células, es muy importante en la
resistencia z ciertas enfermedades infecciosas y algunos hechos sugie
ren su participacion en Ia proteccién de Ias mucosas. Por ejemplo, -
gran cantidad de células T y macrdéfagos han sido encontrados en la ]_f_t
mina propia del intestino. En el ratén, 12 mayoria de las céhlas pre-~
sentes en el tejido linfoide del intestino,son células T; ademds,la falla
en el desarrollo de los ceniros germinales de las placas de Peyer, de
bido a la fala de células T,estd asociada con a falta de céhilas plas-
mdticas intestinales productoras de IgA (7), lo que significa que en -
ausencia de células T,los linfocitos portadores de IgA no pueden ser -
estimulados. Ciertos estudiocs demuestran que la expulsién de algunos
pardsitos del intestine, estd asociada a Ia inmunidad celular (15). Se ha
sugerido también,la participacién de linfocitos T en algunos procesos
inmunolégicos gue lesionan el intestino (16).

Elaparato inmunocompetente del reciéu nacido presenta cier
tas diferencias con respecto 2l del adulio,que lo hacen mds susceptible
a enfermedades infecciosas. Los drganos linfoides secundarios,que se
empiezan a formar en una etapa tardfa de Ik vida fetal, en el momento

del nacimiento no se han desarrollado completamente, ya que para es



to requieren de estimulos antigénicos de los cuales estd excento el feto
durante un embarazo normal (10). Ciertos componentes séricos como -
el complemento, se encuentran disminufdos en el recién nacido. Ade-~
mds, Ia respuesta de los neutréfilos a sefales quimiotdcticas se encuen
tra alterada y a de los monocitos, a ciertas linfocinas, estd modifica-
da por la posible exisiencia de factores inhibitorios (9, 17).

Los métodos utilizados, con elfin de modificar los mecanis
mos inmunolégicos de defensa, en contra de las infecciones gastrointes
tinales, han sido muy variables y no han dado resultados del %odc satis-
factorios. Ia inmunizacidn activa utilizando bacterias o antigenos de €s
tas, administrados por vix parenieral, produjeron altos tftulos de anti-
cuerpos en B circulucidn de los animales inmunizados; estos animales,
fueron capaces de sobrevivir a desafios con determinada cantidad del -
mieroorganismo patégeno, adminisirade por via parenteral (18,19, 20, -
21). Sin embargo, esta forma de infeecidn no es I que ocurre en la na-
turaleza y como se mencicnd anteriormente, los anticuerpos en circula
cidn no necesariamente brindan proteccidn a nivel intestinal. Algunos -
autores lograron proteger a ratones en contra de salmonela adminisira
da por v oral, mediante vacunas de apﬁcacién parenteral (22, 23); em
pero, es probable que este tipo de vacunas, sea de poco valor frente a
microorganismos gue cacsen dafo local y no sean invasores.

Porter y colhboradores, lograron estimular el sistema inmu
ne secretor, que se encuenira g lo largo del tubo digestivo del lechén, -
mediante grandes dosis de antfgenos de E. coli, administrados por via
oral (11, 24); pero, Ia duracién de la respuesta, después de haber supri



mido los estimulos antigénicos, fue muy corta y nuevos estfmulos ori-
ginaban respuestas similares a Ia primera, lo que hizo pensar, que el
sistema inmune secretor carecfz de memoria (25). En nifics lactantes,
se probd una vacuna polivalente de aplicacidn oral en contra de E. coli,

Salmonellr sp. y Shigella sp. con resultados aleniadores, ya que Ia fr_c_e

cuencia de casos de diarrea y Ia gravedad de €stos, fue menor en el —~
grupo vacunado que en el grupo control (26). No obstante, en el grupo
experimental se presentaron reacciones indeseables por Ia administri -
cidn de ia vacuna, siendo posiblemente manifestaciones de una reac--
cién tipo Schwartzman, que tiene cierta similitud con Ia reaccidén de -
Arthus, solo que en este caso, Ias lesiones son provocadas por Ias en-
dotoxinas de las bacterias gram (-} y no parece que sea fundamental Iz
participacidn de un mecanismo inmunoldgico (27).

12 administracidn de bacterias en dosis subletales o bacte~-
rias atenuadas por vik orala ratones, da resultados positivos en In pro
teceidn confra posteriores desaffos con el microorganismo patdgeno —
{23), pero se llegan a presentar efectos desagradables; ademds, se co~
rre el riesgo de gue las bacterias atenuadas sufran mutaciones y se --
tornen patdgenas causando graves probiemas. Por oira parte, se han -
obtenido resultados interesantes, al hacer pruebas de proteccidn en ra-
tones previamente inmunizados por vik oral y desafiados con toxina --
colérica (28).

En algunas especies animales, la estimulacién del sistema ~
inmune secretor a nivel intestinal, ha tenido éxito despuds de esguemas
de inmunizacidn bastante drdsticos. Por ejemplo, en ratas, el aumento
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de cédlulas plasmdticas en 12 ldmina propia del intestino, conteniendo -
anticuerpos especificos de I clase JgA, en contra del antigeno adminis
trado, fue posible despuds de una dosis intraperitoneal con adyuvante -
completo de Freund y un refuerzo por via oral, de toxoide co¥rico (29).
Métodos de inmunizacidn iguales ai descrito anteriormente, lograron -
Iz estimulacidn de 1as células productoras de IgA a nivel intestinal, en
conira de E. coli y S. typhimurium,en lechones y corderos respeciiva~

mente (12, 30). Estos 2 ditimos casos, estuvieron ascciados 2 Ia dismi-
nucidn de las perdidas, debidas a colibacilosis entéricas, en los lecho-
nes y a Ia proteccidn de los corderos,en contra de desafics con bacte--
rias enteropatdgenas. En ratones, fue posible aumentar el nivel de anti
cuerpos séricos y coproanticuerpos, después de varias dosis por via -

oral, seguidas de dosis intravenosas de Vibrio cholera vivo {31).

1a vacunacién de la madre, con el fin de aumentar el titulo -
_Ge anticuerpos en el culostro y leche y asi suministrar anticuerpos es-
pecificos a.los lactantes en forma pasiva, ha dado diversos resuliados.
En ovejas, la inmunizacidn de Ia madre por vik intramuscular, con ro
tavirus tratados con formol, aumentd el titulo de anticuerpos en circu-
Bcidn v en el calostro. Despuds del pazts, el tftulo de anticperpos en
Iz leche disminuyd en forma prommeciada. (32), debido a que el franspor
te de IgG del suero 2 Ia glindula mamaria se redujo en gran niedida. -
Ademds, Ia mayorfh de 1os anticuerpos en Ia leche, provienen de Ia cé-
ulas plasmdticas que se encuentran en Ia gidndulz mamaria y no nece-
sariamente son estimuladas mediante anifgenos administrados por via

intramuscular.



Alvariar I forma de inmunizar a la madre en gestacidn, se
ha conseguido estimular 13 secrecidn de la IgA en la gkincula mamaria r
y aumentar el titulo de anticuerpos en la leche. Lechones amamantados
por cerdas que habian sido inmunizadas en las gldndulas mamarias,con
antigenocs de E. coli antes del parto, sobrevivieron a desaffoé con ce--
pas enteropatdgenas de este emicroorganismo (33). En bovinos, Ia inmu
nizacién con antigenos de salmonela por via intramuscular y refuerzos
en la gldndula mamaria, elevaron el tftulo de anticuerpos locales aso-
ciados a Ia IgA (34).

Algunos autores consideran que el sistema inmune secretor
del intestino y de b glindulr mamaria, estin relacionados y por lo tan
tc, creen que es posible activar la produccidn de anticuerposen Ia -~
gldndula mamaria, por medio de estimulos 2 nivel intestinal (10). Esto
no ha sido probado audn, pero algunos experimentos lo sugieren como -
el realizado por Stevens y Blackburn (35), en donde se reporta la mejo
rfa en los cuadros de diarrea en lechones de 3 semanas, cuando se ali
mentd a Ia madre antes de parir con una cepa patdgena de E. coli, ann
que hay que aclarar que este suceso no fue estudiado a fondo. Otrog -
autores demostraron I proteccién de lechones durante Ia lactancia, -
en confra de virus GET, cuando las madres fueron expuestas al virus
alrededor do log 35 diis antes del parto (36).

La in.munithd pasiva adquirida en forma artificial, es otro -
método que se ha empleado para disminuir Ia frecuencia de algunas en
fermedades infecciosas. Se vid que el suministro de suero de cexdo -
normal, por viz oralz lechones, se reflejaba en disminucién de 2 mor



talidad y aumento de Ia ganancia en peso de estos animales (37); estu-
dios posteriores, demostraron que Ia fraceidn del suero asociada a es
tos hechos era I de las gamma globulinas (38). _

En corderos, fue posible disminuir los cuadros disrreicos, -

f causados por desaffos con rotavirus, mediante el suministrc por via —

{ oral, del calostro proveniente de ovejas con menos de 6 horas de haber

! parido y que tenfan anticuerpos séricos contra el rotavirus {I3); efecto

. similar produjo el sumunistro por vk oral del suero hiperinmune de -

| ovejas, en conira delagente infeccioso. Ia administracidn a iechones
del calostro proveniente de vacas, con anticuerpos en conira de rotavi-

| rus, durante 10 diis comenzando 2 dias antes del desaffo com el agente
patdgeno, produjo una disminucién en el ndmerc de muertes y en 1a se-
veridad del cuadro clfnico causado por el virus (39). ‘

Uno de los problemas de I3 inmunidad pasive artificial, es
sensibilizacidn de ios receptores hacia el suero o los anticuerpos admi
nistrados; un ejemplo tihico es I enfermedad del suero, gue se presen
ta después que un individuo ha recibido suerc de alguna especie animal
diferente a él, por via parenteral, con elfin de prevenir o curar algung
enfermedad, Aparertemente, es }Esoco probable Ia sensibilizacidn de un
organismo 2 través del iracto gastrointestinal yva que dste estd en con-
tacto continuo con gran variedad de compuestos extrafios, frente a los
cuales generalmente no responde; sin embergo, en ocasiones los indi-
viduos llegan a responder en conira de estos compuestos extrafios y ~-
prucbas de esto son Ia presencia de iscanticuerpos en el horabre y en
los animales y las alergias de algunas personas 2 ciertor 1limentos(40).



MATERIAL Y METODOS

Disefio Experimental. Se utilizaron cdmadas de ratones ce-
pa CD-1, de 9a 1l dfas de edad. El experimento se dividié en 2 partes;
en la primera se ocuparon 7 camadas y en 1a segunda 6. En todos los
casos, la administracién de bacterias, gamma globulinas y solucién -
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) fué por via oral, mediante una
cdnula de pldstico que se les introdujo a los ratones hasta el estémago.

Primera parte, Seis camadas de ratones se dividieron en 3

grupos, de 2 camadas cada uno (Cuadro No 5). Cada grupo fue desafia

CUADRDO N°S
DISENO EXPERIMENTAL, PRIMERA PARTE

Cantidad de Bacterias Administrazas{®)

Administracifn
grevia de a 5 s
0 2.2 X 10 2.2 X 10 2.2 X 1C
Sarma globulinesi+) Z* L % 3%
PES (++) ¥k %% 1% 1%

el valuner obtal de bacterias en todos los casgs fue de 5.1 ml
nfimerc de camadas usadas

0.1 ml de gamma globulinas de conejo, 20 rg/ml

0.1 ml de PSS

el ndmera de animales por cefada fue de S a 13

Fo ¥



do con una dosis diferente de Salmonella typhimurium St 3 - PCU 252 -
2.2x 105 2.2 X 16% 2.2 X 10* kacterias), 2 horas después de haber--

les administrado: 2)0.1 ml de PBS, 2 ura de Ias camadas de cada gru-

po ¥ b)0.1 ml de gamma globulinas de conejo, en contra de salmonela
{20.0 mg/ml), 2 Ia otra camada de cada grupo. Otra camada de rato--
nes se dividid en 2 subgrupos; al primero se le dio PBS y al segundo -
gamma globulinas, en Ia misma forma y cantidad que a Ias camadas --
anteriores. Sin embargo, esta difima camada no se desafic con el mi—
croorganismo patdgeno. Posteriormente, se registrd el ndmerc de ---
muertes por camada, durante los 10 dfas siguientes al desaffo.

1a camada que no fue desafiada con el microorganismo paté~
geno, se utilizé para determinar si los ratones se sensibilizarona Ias
gamma globulinas administradas, mediante pruebas de hipersensibili-
dad cutdnea y transformacidn blastoide de las células de bazo, al incu-
barlas con el antfgeno. Para esto, se repitid a los ratones la dosis de
PBS v gamma globulinas a los diks 2, 14 y 23 después de Ia primera ad-
ministracién; 7 dfis después de la dltima dosis, se hicieron los ensa-
yos para ver si Ios ratones se habfan sensibilizado a Ias gamma globu-
linas administradas. ’

Segunda parte. Cada camada, de un total de 4, se dividid en
2 grupos (cuadro No 6); al primer grupo, de cada camada, se le admi
nistré 0.1 ml de PBS y al segundc 0.1 ml de gamma globulinas de cone
jo, en contra de salmonek (20.0 mg/ml). Dos horas después, cada --
camada se desaffo con una dosis diferente de Salmonelia typhimurium

N 3 8 .
8t 3 - POy 252 (107, 10%,10° 7 10° bacterias). Otras 2 camadas recibie
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CUADRD N° 6
DISENO EXPERIMENTAL, SEGUNDA PARTE

Cantidad o= zacterd drinfztradas (%)

Aclmi e sEracin ntida acterias a adas (*}
. a = =
previa de 0 107 10 10 19
Gamma globulinas(+) % Fex A%k Fadl ok
PES (4++) Lo Zex Fex FeE R

¥ gl volumen total de bacterias en todos los casos fue de 0.1 ml
*tnimero de camadas usadas
+ 0.1 ml de gamma globulinas de conejo, 20 mg/ml
++ 0.1 ml de PRES
el nGmerc de animales fue de 4 a 7 por camada

ron respectivamente PBS y gamma globulinas de conejo,en contra de -
salmonelr, en Ia misma cantidad y de 12 misma forma gue Ias anterio
res, pero no fueron desafiadas con el microorganismo patégeno. Se -
registré el mimero de muertes por camada y por grupe, durante los -
10 dfas siguientes al desaffo.

A las camadas que no se desafiaron con el microorganismo
patégeno, se les repitié Ia dosis de PBS y gamma globulinas los dfas
2,14, 16,18, 21, 23 y 25 despuds de 1a primera administracién, Siete -
dias después de Ia Ultima dosis,se hicieron pruebas de hipersensibili-~

dad cutdnea en Ias patas traseras de estos ratones.

Animales. Se utilizaron: a) 18 ratones hembras jovenes ce-



pa CD-1, de 20+2 g de peso, procedenies del bioterio del propio Insti-
tuto, con el fin de caracterizar Ia cepa de Salmonella typhimurium; b}

16 camadas de ratones cepa CD-1, procedentes del bioterio del propio
Instituto y de los Laboratorios Corfisan, para el desarrollo del experi
mento y caracterizar I2 cepa de salmoneir y ¢) un conejo Nueva Zekn
da, macho, de aproximadamente 2 kg de peso, procedente de Ia Gran-
ja Tepopixca, para la obtencidn de anticuerpos.

Los ratones adultos,se mantuvieron en grupos de 6 por jau-
la y las ecamadas de ratones,en jaulas individuales, cada camada en una
jaula. Todos los animales se conservarch con agua ¥y alimento especial
ad libitum.

Bacterias. Se ocuparon: 2) unx cepa de Escijerichia coll JM
1452 - PCU 252, donada por el Dr. Guillermo Alfaro, de el mismo s
tituto; b) 2 cepas de Salmonella typhimuorium causantes de casos clini-

¢os de gastroenteritis en nifics, aisladas en el Hospifal Infanti] do M-
xico e identificadas en el Iaboratorio con el siguiente sistema: S§t1 ¥
St 3 y ¢} una cepa de Salmonella typhimurium St 3 - PCU 252, obteni-
da por conjugacidn de las cepas JM 1452 - PCU 252 y St 3.

Conjugacidn. Se efectud unz conjugacidn entre Ias cepas de
Salmonelia typhimurium St 3,que crece 2n medio minimo y es sensible
a la ampicilina y }a cepa de Escherichia coli JM 1452 -~ PCU 252,que -

no crece en medio minimo, pero tiene un plasmido que le confiere re--

sistencia a Ia ampicilina.
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Cada cepa se desarrolld en forma independiente,en 5 ml de -
Caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI).durante 4 horas a 37°C; despuds,
un tubo conteniendo 5 m! de BHI fue sembrado,con 0.1 ml de cada uno -
de los cultivos anteriores y l2 mezcla se incubd a 37<C,durante toda Ia
noche. Del cultivo de toda Ia noche.se seleccionaron las conjugantes -
utilizando placas de agar-medio minimo-ampicilina {50 ug amp/ml de
medio), y se incubaron 2 37°C durante 48 horas; las colonias que cre-
cieron en Ias placas fueron resembradas y se les hicieron frotis y prue
bas bioquimicas para su identificacidén. Ia bacteria cobienida de esta -
forma se denominé Salmonella typhimurium St 3 - PCU 252.

Pruebas Bioquimicas. Se hicieron pruebas bioquimicasa la
cepa bacteriana con que se inoculd a los ratones, asf como a la que se
aislé de los animales enfermos (41); las pruebas utilizadas y los resul
tados que dio Ia cepa de S. typhimurium St 3 - PCU 252 fueron:

descarboxilacién de la lisina + citrato +
produccidn de HsS + malonato -
glhicosa + ureasa -
Inctosa - rojo de metilo 4+
produccidn de gas + V.K. -
indol - gelatina -
movilidad + ampicilina +

Cultivo de Bacterias. Un matraz que contenia 100 ml de BHI
se inocul$ con 1 ml de un cultivo de toda Iz noche de salmonela (St 3 -
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PCU 252) y se incubd a 37°C con agitacidn; 3 horas mds tarde, Ias bac
terias fueron cosechadas por centrifugacién a 7 000 g durante 15 minu-~
tos a 4°C, en una centrifuga Sorvall RC-5B. El paquete bacteriano se ~
resuspendid en solicidn salina isoténica estéril (10 ml) y a partir de es
ta suspensidn se hicieron diluciones, para inocular a los ratones y para
sembrar en placas,con el fin de determinar el mimero de bacterias vi-
vas administradas. Una aproximacién muy dtil es el considerar,que -

una suspensidn de 108 bacterias por mililitro,da una densidad éptica de
0.20 a una longitud de onda de 550 nandmetros; para esto, se utilizé -

un espectrofotdmetro Carl Zeiss PQ-MII.

Obtencidn de Antigenos. E1 método que se utilizé para Ia ob
tencién de antigenos de salmonela fue el descrito por Tato y colabora-
dores (42). Seis litros de Caldo Caso (caldo peptona de caseina y soya)
fueron sembrados con 100 ml de un cuitivo de toda Ia noche de Salmone=

1z typhimurium St 1y se incubaron a 37°C por 4 horas, las bacterias

fueron cosechadas por centrifugacidn,a las mismas constantes mencio
nadas en el cultivo de bacterias; posteriormente; las bacterias se la~
wvaron suspendiendolas en solucidn salina isoidnica estéril y centrifu--
gandolas nuevamente,a las mismas constantes. E1 paquete bacteriano

se resuspendié en 30 ml de acetona fria, previamente deshidratada con
cloruro de calcio y se mantuvo en agitacién durante 10 minutos. La -

suspensidn de bacterias se centrifugd a 7 000 g durante 20 minutos a -
4°C, se desechd el sobrenadante y al sedimento se le agregd nuevamen

te acetona; este dltimo paso se repitié 2 veces. Despuéds de la dltima
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el

centrifugacidn,el sedimento se pasé a una caja Peiri, se dispersé y se
mantuvo a 4°C hasta que se evapord 1a acetona. El producto obtenido, -
polvo acetdnico, se disolvid en 30 ml de una solucién amortiguadora de
fosfatos 0.01M de pH 7, conteniendo sacarosa 0.25 M, MgCl, 0.012 M,
KC10.1M y desoxicolato de sodio al 0.4%; se agregd desoxirribonuclea
sa y se mantuvo en agifacién a 37-38°C en un bafio Marfa durante una -
hora. Posteriormente, se dializé contra una solucién amortiguadora de
fosfatos 0.01M de pH 7, conteniendo KC10.1M, con cambios frecuen-
tes. El material dializado se centrifugd a 36 000 g durante 15 minutos
a 4°C, se deseché el sedimento y el sobrenadante se esterilizé por fil-
tracién con filtro de membrana de 0.22 um. Elf{iltrado se dividid en -
allcuotas de 2 mly se Hofilizd, Por dltimo,se determind Ia cantidad -
de protefnas totales por el método de Lowry (43) y se guardS en refri-

geracidn hasta su utilizacién.

Obtencidn de anticuerpos. Se inmunizé un conejo macho Nue
va Zelanda de aproximadamente 2 Kg de peso, con los antigenos de sal
monelr. Se le dieron 4 dosis 2 intervalos de 15 dias, con 500 ug de pro-
tefha cada vez. 1as 2 primeras administraciones fueron con adyuvan-
te completo de Freund (v/v),en el cojinete plantar y Ias 2 dltimas sin
adyuvante, por via intramuscular. Siete dfas después de Ia dltima inmu
nizacidn,el conejo fue sangrado a blanco por puncidn cardiaca; el sue-
ro se separd de Ia sangre coagulada por centrifugacidn,a 1500 revolu-
ciones por minuto (rpm) durante 15,minutos en una centrifuga cifnica.

Las inmunoglobulinas se obtuvieron del suero por precipita

<,
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cidn con sulfato ds amonio,a una concentracidn del 33% de su satura-
cidn (44). Posteriormente, se determiné Ia concentracién de protef--
nas por el método de Kjeldahl modificado (45){desarrollo de color con
el reactivo de Nessler) y el tftulo de anticuerpos,por aglutinacidn de -
bacterias, |

Aglutinacién de Bacterias. Para determinar el titulo de an-
ticuerpos, se hicieron diluciones seriadas de I: 2 de Ias gamma glohu_l_i
pas de conejo en conira de salmonela, con PBS y se prepard una sus-
pensidn de bacterias en solucién salina isotdnica,conteniendo aproxi-
madamente 107 bacterias por mililitro. Una gota de Ia suspensién bac
teriana y una gota de Ia dilucidn de Ias gamma globulinas de conejo,.se
calocaron en un portaobjeto ¥ se mezclaron mediante un aplicador de
madera; Ia mezcla se manfuvo en movimiento ogcilatorio durante 2 -
minutos y se observd si presentaba'aghninacidn macroscopica. El in-
verso de Ia dltima dilucién,que presentd aghutinacidn en este tiempo, ~
ge considerd como el titulo de anticuerpos. Finalmente, as gamma- -
globulinas de conejo se dividieron en alHeuotas de 2 mililitros y se con
gelaron a -20°C hasta su utilizacién.

Inmunoelectroforesis. Se hizo una inmunoelectroforesis,con
los antfgenos de salmonela y los anticuerpos de conejo contra salmone
Ia.para ver si el anifgeno obtenido tenfa Ias propiedades descritas en
= literatura {42). Se ocupd agarosa al 1%,en una solucién amortiguado
T2 de barbituratos 0,05 M de pH 8.6, Se colocaron 10 ul del aniigeno,
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con una concentracién de 30 mg/mlen el pozo del gel y Ia electrofore -
sis se corrid durante 2 horas,con una intensidad de corriente de 1.5mA
por portacbjeto. Posteriormente,se Hend el eanal con Ias gamma glo-
bulinas de conejo (200 ul)} y se dejé en una camara hfimeda a tempera-
tura ambiente, para que difundiera Gurante 24 horat' el gel se lavé con
solucidn salina'isotdnica, se secd y se tiGd con amido negro al 1%,.en -
dcido acético 21 10%, eliminando el exceso de colorante con dcido acé-
tico al 10 % (44, 45).

También se hicieron inmunoelectroforesis,con algunos de los
sueros de las madres de cada camada de ratones; en estos,casos se -

utilizd el suero de los ratones como anticuerpo.

Dosis Letal Cincuenta, Se determind la dosis letal cincuenta
(DLgg) de 1a cepa de Salmonella typhimurium 3t 3 - PCU 252,en rato-
nes adultos y lactantes, con elfin de estimar su virulencia, de acuer-
do al método de Reed y Muench (27).

Dieciocho ratones hembras adultos,CD-Loc 2622 g de peso,

se dividieron en 3 grupos de 6 ratones cada uno, manteniendo cada -
grupo separado de los demds. Cada grupo de ratobes fue infectado con
una dosis diferente de salmonela (1.4 X 106, 1.4 }05 ylL4X 194 bac-
terias vivas).administrada por viz iatraperitoneal en un volumen total
de 0.1ml, utilizando solucién salinz como vehiculo. Se registrd el nd
mero de muertes por grupo,durante los 10 dfas siguientes a Ia inoculr
cién.

Para la determinacidn de In DL; de &a cepa de salmonela
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" en ratones lactantes, se utilizaron 3 camadas de ratones cepa CD-1, =
de 5 dias de edad. Cada camada se infectd con una dosis diferente de
salmonela (106, 105 y 104 bacterias vivas respectivamente},administra-
da por via oral mediante una cinula de pldstico,que se Jes introdujo -
hasta el estdmago; en este caso como en el anterior, se utilizé solu--
cién salina como vehiculo y el volumen total administrado a cada raton,
fuéd de 0.1 ml. Se registrd el nimero de muertes por camada,durante
los 10 dias siguientes 2 la infeccidn.

Transformacién Blastoide. La busqueda de células de bazo,
sensibilizadas a 1as gamma globulinas de conejo,se hizo determinando
Ia transformacidn blastoide de estas células, cuando fuercn cultivadas “
en presencia del antfgeno durante 48 horas {46). Para evaluar esta --
transformacién y multiplicacién celular, se determind Iz cantidad de
timidina radiactiva ( °H, tritio} que éstas ¢Mimas incorporaron, habien
dola agregado al sistema 18-24 lioras antes de I cosecha.

4 los ratones que recibieron gamma globulinas, se les extra
jo el bazo en forma estéril y €stos se procesaron al mismo tiempo,pe-~
ro en forma individual. Cada bazo se coiocé en una caja Petri que con
tenfa 5 ml de solucién salina balanceada {8SB), se triturd con pinzas
y el macerado se pasd a un tubo de ensaye,colocado en un bedo de hie-
lo, donde se dejdé por 10 minutos para que Ias partfculas gruesas sedi-
mentaran; Ias células que se encontraban en el sobrenadante, se pasa-~

ron a otro tubo y se lvaron por medio de centrifugaciones, 2 1 000 rpm
durante 10 minutos a 5°C, en una centrfiluga Damon CRU-5 000, y re-
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suspensiones en SSB, las veces que fué necesario para que el sobrena
dante quedara libre de hemoglobina. Después de la dltima centrifuga-

cidn, el paquete celular se resuspendié en 5 ml de RPMIc-1640 (Gib-

coj y se ajustd el nimero de linfocitos viablesa 5 X 106 por mililitro.

El ndmero de células viables se determind por tincién con azul tripa-

no y observacidn al microscopio, en una edmara de New Bauer (47).

A continuacién, 0.1 ml de 1a suspensién de células mencio-
nada anteriormente, conteniendo 5 X 105 linfocitos viables, se coloca-
ron en cada pozo de placas de cultivo de tejido y se cultivaron con ca-
da una de las siguientes substancias, para ver su efecto:

a) 0.1 ml de RPMIc-1640

b) 0.1 ml de gamma globulinas de bovino (Milles), 1 mz/ml en RPMIc-
1640.

¢) 0.1 ml de gamma globulinas de conejo en contra de salmonela, 1 mg
por mililitro en RPMIc-1640

d) 0.1 ml de lipopolisacarido de Escherichia coli (Difco), 200 ug/ml -
en RPMIe~1640

e) 0.1 ml de Concanavalina A (Sigma), 2 ug/ml en RPMIc-1640

Las pruebas se hicieron por cuadruplicado. Después, las -

placas se incubaron 48 horas a 37 C,en una atmésfera con 5% de hume
dady 5% de CO,; transcurrido este tiempo, 2 cada pozo se le agregd
1uCi de timidina->H (0.05 ml de una dilucién 1: 50 en RPMIc-1640 de:
timidina--sﬂ', 1 mCi/ml, 6.7 Ci/mM; New England Nuclear Corp., Bos
ton, Mass.). Posteriormente, las places se incubaron mievamente en

Ias mismas condiciones indicadas anteriormente,durante 18 horas.
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La cantidad de timidina‘?’ﬂ incorporada por las célules, se
deferminé midiendo las cuentas por minuto {cpm) de el material nu --
clear, después de haber lavado v lisado las células y posteriormente -
reienido el ADN en papel de fibra de vidrio, mediante un colector de
células Brandel 24 V. Los pedazos de papel de fibra de vidrigenel -
que quedd retenido el material nuclear, se cortaron y se colocaron en
frascos viales conteniendo 3 mi de Hquido de centelleo y después se - _
metieron en un confador de centelleo Mark HiT, Searle Inc., con el pro
grama 1 ( SH).

La concentracidn de Conecanavalina A utilizada se determind -
experimentalments, viendo que concentracion indecix una mayor trans
formacién blastoide,en las células de bazo de ratdn. La técnica utiliza
da fué Ia misma gue se describid anteriormente,sélo que se probaron
diferentes concentraciones de Concanavalina A {0.2,1,2,5 y 10 ug/mi).

Hipersensibilidad Cutinea. Los ratones procedentes de Ias
camadas que recibieron conti:maménte gamma globulinas o PBS por -
via oral, se utilizaron para realizar pruebas de hipersensibidad cu-
tdnea, 7 dias despuéds de I JHiima dosis.‘ A estos ratones,se les inyec
t4 0.05 ml de PBS estéril,en el cojinete plantar de la pata izquierda y
0. 05 ml de gamma giobulinas de conejo contra salmoneln {45 ug/ml},
también estéril, en el cojinete plantar de Iz pata derecha. Tanto el -
PBS como las gamma globulinas se esterilizaron por filtracién en un
filiro de membrana de 0.22 um. Se vigil$ I2 aparicidn de miculs y -
48 horas después de haberlos inyectado, se mididel didmetro de las ~
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patas con un vernier, con el fin de determinar 12 magnitud de Ia reac-

cidn inflamatoria, en los grupos conirol y experimental.



RESULTADOS

Conjugacién. El cultivo de b2 mezeh de Escherichia coli JM
1452 -PCU 252 y Salmonella typhimurium §t3,dié como resultado una -
recombinante,que de acuerdo a pruebas bioguimicas y su capacidad de
crecer en medio mfhimo, es salmonels, con Ia propiedad adicional de -
ser resistenfe a ampi_cilim, una de Ias caracteristicas de Ia cepa de -
E.coli. Esta propiedad fué transferida desde Ia cepa de E.colia Ia de
S.typhimurium,a través de un plasmido, por medio de conjugacidn,

Aglutinacién e Inmunoelectroforesis. Los antfgenos de salmo
nely, obtenidos por el método degcrito anteriormente, tuvieron un 45%
de protefms de acuerdo al método de Lowry. Los anticuerpos que indu
Jeron estos antigenos en conejo, resultaron coa un titulo de aglutinacidén
de bacterias de 1:256, a una concentracidn de 9.8mg/ml {Fig. Nol); -
ademds, en inmunoelectroforesis formarcn 23 bandas de precipitacién,
al reaccionar con los antfgencs que los Mem {Fig. No2).

Dosis Letal Cincuenta. El porcentaje de muertes de ratones

ich-i:os’i 0E I Sias de xberlss ig...z_.i.‘r_._-bs dﬁe:eﬂtes doaic do sal.

monela por wik intraperitoneal, esti representado en el cuadro Ne7 y

Fig. No3. Puede verse que la DLSD es de 1.4X 104 bacterias y que una

dosis 10 veces mayor es,capaz de matar a1 1009 de los ratones.
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FIGURA
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FIGURA N 2

INMUNCELECTROFORESIS DE LOS ANTIGENOS DE
SALMONELA Y LOS ANTICUERPOS DE COMNEJO

L& irmunoslsctroforesis se realizd en agerosa al 1% sn sclwcidn
amortiguadora de barbituratos 4O.05 M, pH 8.5; se colocaron 10 ul

» del antfgenc en el pozo {20 mg/ml) y se pusc uvna corriente de -
1.5 mA ppr portacbjeto durante 2 horas; =1 canal se 1llend con -
200 ul de gamma globulines de conejo (14mg/ml); se pueden obser
var 23 bhandas de precipitacifin, lo cual habla de 1s complejidad
de los componentes antigénicos presentes en el extracto prepars
do de la forma descrita en meterial y métodos.
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FIGURA N3

POACENTAJE DE MUERTES DE RATONES ADULTOS A LOS 10 DIAS DE
HADERLES ADMINISTRADD SALMONELA POR VIA INTRAPERITGNEAL
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CUADRD N 72

DLSG DE Salmonella EN RATONES ADULTOS

Cantidad de bacterias Belacisn % de
administradas * muertos/total mortalidaed
4
1.4 X 10 3/6 50
1.4 X 105 &8/6 100
(5] ~
1.4 X 10 a/s 100

¥ el wolumen total de bacterias administrado a cada ratén
fué de 8.1 ol por via intraperitoneal
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En el coadro No 8 y figura No 4 esid representado el porcen-
- taje de muertes de ratones Iactantes, a los 10 dfas de haberlos infectado
por via oral, condiferentes dosis de salmonelr; en este case, los rato-
nes fueron infectados cuando tenfin 5 dfas de edad. Ia dosis de 10° bac-
terias matd al 100% de los ratones, la dosis de 10° matd 21 83 % de ds-
toes ¥ Ia dosis de 104 al 43%. Los datos en el cuadro No 8 se encuentran
ordenados para poder calcular 2 DLg,, de Ia cepa de salmoneld en ra~
tones lactantes, de acuerdo al método de Reed y Muench {27, 49). Pue~

de verse que la DI.__ se encuentra entre las dosis de IO5 y 10‘4 bacte -~

50 A
rias y realizando los calculos adecuados, se encuentra que es de L7

X 104 bacterias.

Desaffo. Los resultados del primer experimeto, en donde se
retd a ratones con dosis diferentes de salmoneia, previa administra--
cida de gamma globulinas o PRS, estdn representados en el cuadro --
No 9@ y figura No 5. Los datos obtenidos sugeriin Ia presencia de anti-
cuerpos en algunas madres, por io que se decidié comprobarlc median
te mmmunoelectroforesis; para esto, se utilizaron los antfgenos de sal- -~
monela y el suero de cada una de las madres. Los resuliados obtenidos
moetraron, que la madre de 2 camada que recibid gamma globulinas -

y fue desafiada con 2.2 X 10° bacterias y Ia madre de Ia camada que
recibié PBS y fue desafiada con 2.2 X 106 bacterias, posefan anticuer
pos en circulacidn, capaces de formar una banda de precipitacidn muy

tenue en ensayos como inmunoelectroforesis (cuadro No 9 y figura -

No 8).



CUADROC N°8
U.SJDE'SalmnellaENHATOr\ES LACTANTES

tided Relsci@n NOmero Supervi-~ \Valores Acumulados

Total Total Relacidn %

e pact. de Mort. Husrtes vientss Muertos Vivos de Mort. Mort.
* (%)
10° 2f7  7{100) o 15 v} 515 100
100 sfs 5 (83) 1 8 4 8/g 89
1a* 3f7 3 {43) 4 a s 3/8 a7
* gl volumen total de bacterias administrado a cada ratén
fué de 0.1 ml por via orel
CUADARDO Ne S
PORCENTAJE DE SOBREVIDA DEL EXPERIMENTOD 1
Grupa Cantidad de Camadas que recibieron = (E_)
v bacterias
PBS Igs conejo
1 o 100 100 1
2 2.2 X 107 o * 70 0.003
3 2.2 X 105 a8 100 %% 0.025
4 2.2 x 10° 65 %% 8 0.003
) 2
+ prueba de X
* las criss de esta camads murieron por un accidente, pero en

todas se aislS Salmonella typhimirium del higado

¥* las meadres de estas camsdas pnse{an anticuerpos contra salmo-
nela en circulacidn
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PORCENTAJE DE MUERTES DE BATONES LACTANTES A LOS. 10 DIAS DESPUES
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FIGURA NS5

PORCENTAJ DE SOBFEVIDA DE LAS CAMADAS DESAFIADAS CON DIFERENTES DOSIS OE BALMONELA
POR VIA ORAL, PREVIA ADMINISTRACION DE PES O GAMMA GLOBULINAS (EXP.4)
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¥* las madres tenfan anticuerpos contra salmonela en circulacidn
#¥ 1a camada sufrié un accidente



FIGURA N°5

PORCENTAJE DE SOBREVIDA DE LAS CAMADAS DESAFIADAS CON DIFERENTES DOSIS DE SALMONELA
POR VIA ORAL, PREVIA ADMINISTRACION DE PBES O GAMMA BLOBULINAS (ExP.1)

*

IlmF

% DE SOBREVIDA
2

% *k 5
22 X10° 2.2X10° 22X%10°

Q
f

DOSIS DE BACTERIAS

* las madres tenfan anticuerpos contra salmonela en circulacidn
*% 1la cameda sufrid un accidante




FIGURA R®° 6

INMUNDELECTROFORESIS DE LDS ANTIGERNOS DE
SALUONELA Y EL SUERC DE RATON

e gt amop e e e e e —— %A

£l suero proviene de la madre de la camada dasafiada-
con 2.2 X 105 becterias, previa -edministrecidn de ga
mra globulinas de conejo. Fuede verse une pequsiia -~
banda de precigitacidn,



Algunos accidentes durante el curso del experimento, fueron
causz de que la camada que recibid PBS y fué infectada con una dosis -
de 2.2 X 104 bacterias, muriera: esto nos impidid establecer con exac
titud,lz causa de muerte de los miembros de esta camada. Sin embar-

go, fué posible aisiar Salmonella typhimurium del higado de todos los

cadaveres.

En base a que’'en el experimento anteriormente mencionado,
se presentaron problemas,como el que algunas madres {enfan anticue_x;
pos contra salmonelz en circulacidn, en concentraciones elevadas ya -
que se manifestaban en inmuneelectroforesis, y accidentes en ios gile
se moria una camada 2 un tiempeo, se decidid volver a efectuar el ex-
perimento; pero,primero se determind si las madres de cada una de -
Ins camadas que se iban a ocupar,tenfan anticuerpos en circulacién -
contra salmonela,mediante pruebas de aglutinacién. Para esto, 3 dfas
antes de 1a fecha programada de parto, los ratones gestantes fuerom -
sangrados de la vena ocular y el suero obtenido,por centrifugacién de -
1a sangre, se utilizé en Ias pruebas de aglutinacién. Los resultados -
mostraron que ninguna madre posei2 anticuerpos contra salmonela, -
antes del parto. |

En el segundo experimento, cada camada se dividiéen 2 -
grupos, el control que recibid PBS y el experimental que recibié ga-
mma globulinas; posteriormente, cada camada fue desafiada con una

dosis diferente de salmonela. Los resultados se encuentran represen



tados en el cuadro No 10 y figuras No 7 y No 8. La camada desafiada -
con 10% bacterias no aparece en estos registros, debido a que sufrid un
accidente durante el experimento. Puede verse gue el 100% de ¥os ra-
tones sobrevivié a deéiffos‘ con 108 Pacterias, se les hayan o no dado
anteriormente gamma globulinas. Con dosis de 105 bacterias, murid -
el 180% de los ratones, también,hayan o no reeibido gamma globulinas.
E1 grupo que recibid PBS,de Ia camada desafiada con 105 bacterias, -
mosirs un 34% de sobrevida, mienfras que el grupo experimental de -
estz misma camada,mostrd un 50% de sobrevida. Es obvio que la DLgg
en el grupo experimental es de 105 bacterias, mientras que Iz DI5q en
el grupo control, calculada de acuerdo al método de Reed y Muench, es
de 5.6 % 10% bacterias (cuadro No H). La diferencia observada enel -
nimero de muertes entre el grupo control y el grupo experimental, de
safindos con 10° bacterias, no es estadisticamente significativa,de acuer
a Ia prueba de Xz, ya que P 0.7 (cuadro No 10) (48).

Hipersensibilidad Cutdnex. Los resulfados de Ias proebas -
de hipersensibilidad cutdnea,estan expresados en el cuadro No 12,como
el promedio del difmetro de 123 patas, tanto del grupo control como -
del experimental, a las 48 horas de haber recibide PBS y gamm= glo-
bulinas por vik iniradérmica,en el cojinete plantar. 1a figura No 8 -~
muestra las patas traseras de un ratdn del grupo experimental,después
de 48 horas de haber recibidz® a) 0. 05 ml de PBS en 1a pata izquiczrda
y b} 0.05 ml de gamma globulinas de conejo (2.3 ug) en 1a pata dere--
cha; como puede verse,no hay fiferencia aparente entre las 2 patas., -



CUADRGO

Ne 10

PORCENTAJE DE SOBREVIDA DEL EXPERIMENTO 2

Camada Cantided de Grupo que racibid P
bacteri - — *
acterias £55 Igs conejo
1 Q 100 100 1
2 10° 100 100 1
4 105 34 50 - 0.7
51 106 0 0 1
2
¥  prueba de X
CUADRBRGO Ne 11
KORTALIDAD DEL GAUPO CONTROL EN EL EXPEAIMENTO 2
Cantidad Relacién Ndmero Supervi- Valores Acumulados
de bact. de Mort. Mu?;;:es vientes Total Jotal Relacidn %
Muertgs Vives de Mors. Wort.
10° a/4 a(100) O 6 o 6/6 100
10 2/3 2 (85) 1 2/3 65
K
10 0/2 o (o) 2 0 3 o/2 o




CUADRO R 12

DIAMETRO PROMEDIO DE LAS PATAS DE LDS BATONES CONTROL Y EXPERIMENTAL
A LAS 48 HORAS DE HABER RECIBIDO PBS Y GAMMA GLOBULINAS DE CONEJD POR
VIA INTRAPERITONEAL EN EL COJINETE PLANTAR

Grupe Administracidn pre~ Administracién por Didmetro P
via por via oral de via intradermica *HH
1 PES + PES 2.11
2 PS4 Gamma glob. *¥ 2,12 0.98
3 Bamma glob., ¥ PES ++- 1.93
; 0.95
aq Gamma glob. * Gemma glob, ** 2.00

8 dosis de PBS, de 0.1 ml cada una

+ 0.05 ml de PBS estéril

8 dosis de gamma globulinas de conejo contra salmonels de 0.1
ml cada una (20 mg/ml)}

*%  0.05 ml de gamma globulinas de conejo contra salmonela, esté~
ril, 46 ug/ml

¥ prueba de X2

+

*
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FIGURA N7

PORCENTAJE DE SCBREVIDA DE LAS CAMADAS DESAFIADAS CON
DIFERENTES DOSIS DE SALMONELA FOR VIA ORAL, PREVIA -
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FIGURA N 9

HIPERSENSIESILIDAD CUTANEA

Patas traseras de un ratén que recibic gamma globulinas
de conejo por via oral, a las 48 horas de heberle admi-~
rnistrado 0.05 ml de PSS en la pata izgidferda y 0.08 mi
de gemma globulinas de conejo (45 ug/m=l) en la pata de

recha.



El didmetro de Ias patas fue medido con un vernier y Ia diferencia en-
encontrada, entre el didmetro promedic de los grupos control y experi
mental, no es estadisticamente significativa (P 0.8).

Transformacidn Blastoide. La bisqueda de linfocitos a nivel
sistémico, sensibilizados hacia el antfgeno admi;listradu por via oral,
se hizo mediante 1a transformacidn blastoide de los linfocitos de bazo,
ante diversos estimulos {cuadro No 13}: un grupo confrol, se incubd -
solamente con RPMIc; un control negativo, se incub& con una profeiha
similar a 1a utilizada como antfgeno por via oral (gamma globulina de
boving); el grupo experimental se incubd con el antfgeno utilizado {ga~
mma globulinas de conejo) y finalmente, se utilizaren 2 controles posi
tivos (eno incubado con Concanavalina A y el otro con Hpopolisacdrido
de M_i_ij, para comprobar que las céhlas estaban vivas y en condi-
ciones de multiplicarse, anie un estfmulo blastogénico. Como se pue~
de observar, Ias cpm en los grupos 2 vy 3, incubados con clantfoeno v
uns protefne similar, mostraron una incorporacidn de timidina inchiso
menor que el grupo confrol 1, mientras que los grupos 4 y 5, contro--
les positives, demosiraron que las células estuvieron en condiciones
de responder a estfmulos blastogénicos inespecificos.

La concentracidn de Concamavalina A utilizada se determind
experimentalmente, viendo que concentracidn indac una mayor trans
formacién blastoide de las células de bazo de ratdn. Los resultados ob
tenidos estdn representados en la figura No 10 y se ve que Iz concentra
cida de 2 ug/ml es Ia que provocd una mayor estimulacidn.



CUADRD N° 13

TRANSFORMACION BLASTOIDE DE LAS CELULAS DE BAZO DE LOS RATONES
RUE RECISIERON INMUNCGLOGULINAS POR VIA ORAL

Grupo Substancia agregeda cpm #
1 RPMIc 574
2 Igs de boviro 25
3 Igs de conejo 20
a Concanavalina A § 339 -
5 Lipolisacarido 1612

¥ promedio de 3 ratones



CUENTAS POR MINUTO

10000

FIGURA N° 10

ESTIMULAGEION DE CELULAS DE BAZO CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CONCANAVALINA A




DISCUSION Y CONCLUSIONES

1a conjugacidn bacteriana de 1a cepa de Salmonella typhimu -

rium St3 con la de Escherichia coli M 1452 - PCU7 252, se realizd con

éxito, logrando obtener una cepa de salmonela resistente a2 ampicilina.
Eltener una cepa de salmonela resistente a ampicilina, era con el fin
de poder administrar este antibidtico a los ratones lactantes, para des
truir B flora normal y permitir asf, la colonizacién mds fdcilde In --
salmonela. Sin embargo, en el ensayo de DLg, {datos no reportados) -
no se observd diferencia significativa en Ia mortalidad de los ratones,
administrandcles o no ampicilina; pero-; esta resistencia nos fue muy
dtil como marcador, para identificar nuestra cepa en los aislamientos
del bazo e higado, durante el curso del expérimento.

Los resuliados del experimento 1 fueron errdticos. Enire -«
los posibles factores que contribuyeron a ello, se pudo explorar I pre
sencia de anticuernos ¢an las madres de los ratones Iactantes utilizados.
Se encontrd que 2 madres, 1a del grupo experimental 3 y Ia del grupo -
control 4 (cuadro No 9), tenfan anticuerpos séricos, en concentracién
suficiente como para ser detectados en uma prueba de precipitacidn --
(IEF). Se sabe que durante 1a produccidn de calostro, parte de Ias in-
munoglobulinas séricas pueden pasar de Iz madre alfeto (9,10,49) v -
que el intestino de los recién nacidos es permeable 2 macromoléculas



(10,25), en las primeras horas despuds del nacimiento; estos hechos, -
se pueden utilizar como argumento, para explicar ]2 sobrevida tan alta
que se observd en las camadas en cuestidn, que fue incluso mayor, que
Ia observada en las camadas que recibieron dosis menores de salmcne-
Ia, Sin embargo, no se comprobd que este fuera ei caso, ya que para --
explorar Ia presencia de anticuerpos se sacrificé a Ias madres; ademds,
el fendmeno se observa sobre todo, en Ia produccidn de calostro (prime-
ras horas después del parto).

Otro factor que explica en parte estos resultados, fue el acci
dente occurrido al grupo control 2, en donde murieron todos los anima-
les sin poder conocer claramente la causa de muerte. Aunque se pudo -
aisiar salmonela de todos los higados, no se puede decir que esio haya
gido In causa de muerte, o en que grado influyd en ésta.

En el segundo experimento,los resultados son mds congruen-
tes, en el sentido que el porcemaje de muertes es divectamente propor
cional a Ia dosis de bacterias administradas. Desafortunadamente, no
8e observaron diferencias significativas,entre el porcentaje de sobrevi
da de Ios grupos experimental y control {cuadro No 10). Ias razones -
pueden ser varias, entre Ias que se puede mencionar; que probablemen
te Ia dosis de inmunoglobulinas no fue lo sificientemente grande como
para poder observar diferencias (quiza sea Ia explicacidn mds pertinen
te). No obstante, tampoco se puede descartar Ia posibilidad de que los
anticuerpos inducidos por los antigenos utilizados, no sean protectores,
2 pesar de demostrar capacidad aglutinate y precipitante (figuras No 1



¥ No 2) o que Ias inmunoglobulinas de origen sérico, se hayan destrui-
do en el tracto gastrointestinal, dado el pH y 1as enzimas presentes en
el mismo, pero no fue posible explorar la influencia de estos factores.

Las 2 ditimas observaciones resultan falsas, cuando los ani-
males de experimentacidn ¢ cerdos (50), en donde los recién nacidos
fueron protegidos de un desaffo con Salmonella cholerasuis, previa ad-

ministracién de anticuerpos séricos. En ese trabajo, el método usado
parza obtener los antfgenos fue el mismo que se utilizé aquf.

Un aspecto muy importante del estudio, es el referente a In
bdsqueda de hipersensibilidad sistémica, en los ratones que recibieron
inmunoglobulinas séricas de conejo desde el nacimiento. No se encon«
trd hipersensibilidad celular y umoral in vitro, ni in vivo. En 108 si-
tioe de las patas inyectadas no se cbservd, hasta las 48 horas, enroje-
cimiento, aparicidén de pdpula ni edema. Asimismo, no se logrd detec-
tar e el bazo Ir presencia de cfkilas sensibilizadas ai antigeno, ya -~
que el cultivo de las mismas con este antfgeno, no estimuld su multi--
pHcacidn, mientra que Iz Concanavalina A y el lipopolisacdrido sf, de-
mostrando con esto la capacidad de estas cdlulas pars hacerlo,

Algunos resuliados,como las cpm encontradas en el material
muelear de las células incubadas con el antigeno, son muy interesantes,
ya que fueron menores incluso,que el control que se incubd exclusiva --
mente con el medio de cultivo (RPMIc); entre Ias causas que pueden -
explcar este fendmeno,estd el hecho de que algunos autores han obser-
vado tolerancia a nivel sistémico,hacia ciertos antigenos, cuando se -



han administrado por primera ocasidn por via oral {40, 51,52), de ma-
nera que 1a respuesta inmune intestinal parece inhibir una respuesta -
inmune a nivel sistémico. Sin embargo, como el disefio del experﬁnex_x_
to no fue con el fin de demostrar tal fenomenologik, no se puede aseve

rar que este sea el easo.

Es necesario dejar claro, que el modelo del ratdén recién na-
cido, tecnicamente resultd muy problemdtico, ya que 1z canalizacién -
del estdmagoe a pesar de usar una cinnla muy flexible, con mucha fre-~
cuencia ocasiond lesiones en esdfago o estdmago, que fueron causantes
de & muerte: por tal motivo, a5 necropsias de los animales tuvieron
que realizarse de manera muy cuidadosa, para poder discriminar Ia -
causz real de muerte. 1as necropsias siempre se acompafiaron del -~
cultivo de bazo e higado y en el caso de aislar salmonela, de Ia identi-
ficacidn del fenotipo por pruebas bicqufinicas y resistencia a antibiéti-

- co8s.

Para concluir, podemos decir que no se logré demostrar --
que ixs inmunoglobulinas séricas de conejo, en contra de S. typhimu-
rium, administradas por viax orala ratones lactantes, pudieran evitar
en forma significativa la presentacidn de la enfermedad. A pesar de -
eso, se observd que el inicio de B enfermedad es mds rapido en los =
animales que no recibieron inmunoglobulinas y bay una pequeiia diferen
ciz en el porcentaje de mortalidad entre el grupo control y el grupo ex-
perimental; ambos hechos nos hacen pensar, en Ia posibilidad de que se
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tratdé unicamente de diferencias en la concentracidn de inmunocglobuli--
nas y nimerc de bacterias, por lo que se presentd la enfermedad. Por
oftra parte, no se observd sensibilizacidn a nivel sistémico en los ani~
males experimentales y los datos obtenidos, nos parecen mds relacio-
nados con los fenémenos de folerancia descrites por otros autores. Es
tos hechos contrastan con los fendmenos de hipersensibilidad, que se
presentan en ciertos individuos, después de la ingestién de algunos ali
mentos (40); ademds, determinados autores reportan, que la adminis~
tracidn de antfgenos por vix oral estd asociada con la aparicida de anti
coerpos en circulacion (53, 54). Podemos decir, en base & los resulta-
dos obtenidos, que la administracién oral de inmunoglobulinas séricas
heterdlogas, a ratones recién nacidos, no induce fenémenos de hiper—
sensibilidad que iimiten su uso, aungue queda por demosfrar en este ~
modelo, su utilidad para prevenir Ia infeccidn con S. typhimurium.

Los éxitos oblenidos en algunas especies animales, por Ia -
administracidn oral de inmunoglobulinas sdricas a recién nacidos, con
I {inalidad de protegerios contra desaffos con agentes patdgenos, resul
ta muy inferesante desde el pdnto de vista pecuario, ya que si se logra-
T2 de esta manera, dismimair Ia frecuencia de ias enfermedades gas-~
trointestinales, se evitarin perdidas econdmicas considerabies {50).
Enel humz;.no, Ia posibilidad de administrar inmunoglobulinas, especi-
ficas contra los agentes patdgenos mds frecuentes, iniroduciendolas en
Ias leches preparadas, podria ser de valor incalculatle en }a preven--
¢idn de Ins enfermedades gastrointestinales en los lactantes. Ya que
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se cuenta con Ia metodologfa adecuada, para I produccién de anticuer
pos eSpeéﬁicas a gran escal, su uso no esid limitado.
L2 fala de sensibilizacidn hacia Ias inmunogliobulinas séri-

cas heterSlogas, administradas por vi oral, es un factor importante

| para Ia utilizacidn de esta tecnologfk, por Io que es necesario explo-‘-
rarha en oiras especies animales. Asimismo, es necesarioc realizar -
mds estudios, para conocer 108 mecanismos que intervienen en Ia res
puesta inmune a nivel intestinmal, debido a que adn no se conocen clara
mente,
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