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RESUMEN

Bordetella bronchiseptica es un microorganismo involucrado en

enfermedades respiratorias de diversos animales. Uno de los
factores de la patogenicidad de esta bacterla, es la capacidad
que tiene para adherirse y colonizar el epitelic ciliado del
tracto respiratorio. Anteriormente se describio que en ratones
inmunizados por via intraperitoneal con anticuerpos monoclonales
contra antigenos de la membrana., la multipliecacién en el pulmén
de ratén de esta bacteria se ve disminuida, Ademds, se concce que
los anticuerpos de tipo secretos se encuentran sobre las mucosas
y protegen contra la invasidn de diversos patdgenos. Con estos
datos y usando un modelo de remocidn bacteriana en pulmén de
ratén, se investigd el efecto que tienen los esquemas de
inmunizacidn: A) pasiva, B) activa intraperitoneal- intraperitone-—
al, © activa oralrsintraperitoneal y D) activa local per medic de
aeroscles, sobre la multiplicacidn y el desarrollo de una
infeccidén respiratoria exper { mental por Bordetella
bronchisept ica.

Se formaron grupos de 1B ratones hembra para cada esquema de
inmunizacidén investigado. Después de la inmunizacidn, los ratones
fueron desafiados con unh sSuspensidnde 10” uFC/ml de la cepa LBF |
de Bordetella bronchiseplica por medio de aercsolizacién. Tres

ratones de cada grupo fueron sacrificados a les 0, 3, 5, 7, 1S y
30 ditas post-infeccidn para determinar la multiplicacidn
bacteriana y el desarrollo de la infegcion en el pulmdn. Se
cbtuve una disminucidn de la infeccidn con la inmunizacidén
pasiva., esto sugiere que los anticuerpes del suero hiperinmune
pueden llegar al pulmédn por medio de trasudadas e inhibir la
multiplicacién bacteriana. Por otra parte los esquemas de
inmunizacion activa no muestran diferencias entre la infeccidn
desarrollada ¥ la de los controles, esto puede indicar que dos
inmunizaciones no son suficientes para proteger a loz ratones

contra una infeccidén respiratoria experimental.

S
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‘1. INTRODUCCION,

1.1 El sistema inmune mucosal.

En~ las superficies mucosales existen factores humorales
inmunes que desempafan un papel de gran impertancia, ya que por
aqui entran mas patdgenos al hospedador, en esas superficies se
encuentran anticuerpos del isotipo secretor (22, 12). Este
isotlipo constituye mas del 80% de todos leos anticuerpos

producidos en tejlidos asociados a mucosas. ademis, es Lnducido.

transportado y regulado por mecanismoes marcadamente dlt‘erentes

las mucosas donde las células pl asméﬁ.i ca:

producen anticuerpos IgA-s ccn!‘; 1

c<aa, 12, 38).

donominados tejides’

GALT) respectivamente (22

La estimulacién de célulé 5 si'd gAb dentro de

GALT por antigenos adm}. anLrados oralmente. prcduce la

diseminacién de células B y i ‘s muccsas de lcs LeJidcs

efectores como son la lé.m.lna propia _del t.rac(.o intestinal,




resgira.iarl.a y genitourinario.y ,5 ‘varias' glandulas secretoras

para la respuesta subsecuehge va;n_tigénb;eépéclfiéq a2z, 12.

Dl.versa.s.. \)acunas éra.l_es inddvé::e‘p‘;iunai‘l‘-espuesta adecuada en
secreciones - remotas anlixyendo' sali\;a'. v'-vlagrlmas y fluidos
obtenidos de lavados gast.ro.tnt.esk..tnales. L.S.xnﬁunizacian cral es
‘préactica y segura ya que carece de efectos colaterales y puede
indueir proteccidén secretora. Sin embargo, la administracién
oral de proteinas, incluyendo vacunas. puede inducir un estado

sin respuesta, denominado tolerancia oral <22, 32),

1.1.1. Sitios de induccién IgA.

Los sitios de induccidn en GALT, estan representados por las
placas de peyer (PP), el apéndice y pequeffos nodulas linfaticos
aislados, Los BALT cmparten algunas similitudes anatémicas con
GALT y probablemente presentan las mismas funciones en el URT
caa, 12, 3. Las PP contienen una regidén en domo enriquecida
por linfocitos, macrdéfagos y algunas células plasmiticas., Esta
area esta cublerta por un solo epitelio enriquecido por células
especializadas que muestrean antigenos, denominadas epltelioc
foliculo-asociada CFAED © micredobles CM) y tienen extensiones
delgadas alrededor de células linfoldes. las colulas FAE o M
tienen microvellos, vesiculas clitoplasmiticas Yy algunos
lisosomas, estan adaptadas para captar y Lranslportar antigenos
del lumen, incluyendo protefnas, virus, bacterias. y pequefics

parasitos (22, 392,

n



Los antigenos captados  por @ estas célkulas 1 no - son degradados,

permanecen intactos’ d"éiit. r_éh “del : tesi do jl.t‘pr‘oi de c223.

cp-3, de hédasiesta

secretora, ademis,
que pueden exhibir: sv,; ; _e_f‘
células presentes |

inmunocompetentes |y

mucosal C28, 14, 7).

1.1.2. Sitios efectores

Después de que ‘1a

son vaciadas a .la ci istémlca pcr medio del ducto

toraxico, entoncas es Los 1i nt‘oci tos enLran a. 1 os sl ti os efectores

como son t.rac'.o respiratcl‘io.

gastrointestinal a1,
iz, 382. Los
selectlvamente e re Las

células B c}.cn

células T y c.lt.o inas maduran en células plasmaticas IgA caa,

13, 7.



Algunps est.udl_qs indican que existe un ntmero significante
de células p].asirﬁt..lcas IgA" en la mucosa del tracto GI que
pueden ser dirivadas de cé¢lulas B Ly-1 CCDf5+), las cuales se
encuer;tréx'ﬁ" en la cavidad peritoneal y son derivadas dél epipldn
fetal, estas exhiben propledades !‘encu.p!.cas y de localizacidn
unicas. Ahora se ha establecido que también dan or.lgen 2 IgMy a
una variedad de autcanticuerpos. No _se saba s!. _.La.s células
plasmaticas IgA+ provienen de esas cél.u!.aﬂs éﬁ—5+ © si migran a ia
cavidad perlitoneal como células de memoria. Por tanto, las PP y
el peritoneo representan sitios de desarrollo para células IgA+

capaces de repoblar las muccsas de los tejidos <22).

1.1.3 Regulacidén de la respuesta secretora.

Las células T inducidas presentan marcadores de Superficie
relacionades con funclones T-cooperadoras y T-cltotédxdiecas, CD-4+
y CD-B* respectivamente. Estos Linfocihos migran de las zonas T
de las placas de peyer hacia los sitios efectores representados
por el nddulo linfidtico mesentérico CMLN) y a los sitios
linfaticos encontrados entre los epitelios de las mucosas
formando una poblacidn de linfocitos intraepiteliales CIELY C10).
en donde segregan citocinas apropiadas (IL-4, IL-5 e IL-6) que

estimulan a las células B inducidas para la sintesis y secrecidén

de IgA <22, D.

Estudics realizados en ré'tén indican que existen dos
subclases definidas de linroqltés T cooperador, nombrades TH-1 y

TH-2, en ese estudioc se observa ﬁue los linfocitos TH-2 inducidos



en las PP migran hacia los sitios _ef‘e;tores y favorecen la
expresidn de la I»gAr," mientras que la secrecion dé IgG e IgM es

suprimida <32, 22).

El linfoeite TH-2 produce IL-4, ci!.oé.tna inveolucrada en la
diferenciacidn de células B hacia el isotipo B IgA+ e IL-S que es
necesaria para que estas cé¢lulas B inducidas se diferencien en
células plasmiticas IgA secretoras. Estos datos sugleren que la
diferenciacién ¢ inmunoregulacidén de anticuerpos secretores esta
mediada por una clase especifica de linfocito T-cooperador (27,

13, 8, 7.

1.1.4. Induccién de linfocitos cltotédxicos.

Se ha observade que la inmunizacién oral con virus produce
una fuerte respuesta de linfocitos CD—-B* especificos,
probablemente la induccidn de estas ce¢lulas se realiza en las
placas de peyer, de donde migran hacia el MLN y se diferencian
por exposicidédn a.-un complejo formado por moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad elase I y protefnas virales, en
donde expresan su efecto cltotédxico, lisando a las células

infectadas <16, 15, 14, 100,

1.1.5. Funciohet de la IgA secretora.

En las secreciones la IgA Se encuentra predominant.emente en
sus formas diméricas y tetraméricas, presentando mas afinidad que
las formas meonoméricas, por estas razones su efectividad para

neutralizar wvirus y aglutinar bacterias es mayor.



Ademas, los anticuerpos secretores también neutralizan
antigenocs biologlcament.é"act,ivos' como sSon enzimas y toxinas

bacterianas ¢38, 22, 1&>. -

La IgA secr(eblt.orar' es resistente a la protedlisis enzimitica,
debido a 1la bfééencia del componente secretor ((SC), este
proteje las  funciones de las inmunoglobulinas y proporciona
ventajas funcionales sobre la IgA cuando se compara c<on otros
tipos de anticuerpos que pueden ser encontrados en las mucosas

a2y,

1.2, Modelo de remocidn bacterfana en pulmdn de ratdén.
Desde hace tiempo se han usadoe modelos de infeccldn por
inhalacidén de bacterias para investigar la interaccidn de
patdgenas sobre el aparato respiratorieo, ya que esta forma de
inoculacién presenta amplias ventajas sobre otras vias de

infeccidn experimental (232,

Este madelo de infeccién por Bordetella bronchiseptica se

basa en la exposicién de los ratones en una camara diseffada para
este propésite a un aerosol generado a partir de una suspensién
ba'ct.erl.ana que contlene de 10° a 10*° UFCsml, por lo menos en
un lapse de 10 minutos, Treinta minutos después de la infeccidn,
se encuentra en los pulmones de los ratones cantidades constantes
de esta bacteria, el desarrolle de la infeccidn se sigue por el
conteo dé las UFC/ml presentes en los pulmones de los ratones

durante un tiempa determinado Cgeneralmente 27 dias



po.st._-inreccién). Para esto, se extraen los pulmones de cada
ratén en condiciones asépticas y se homogenizan., De los pulmones
homogenizados se realizan di lv.{ci.ones en base 10 y de cada
dilucidn se siembra una gota en medic de cultive apropiado,
después de incubar durante 48 hrs a 379C se realiza el conteo de

las UFCrgota (25, 232.

1.3, Bordetella bronchiseptica.

Bordetella bronchiseptica es una bacteria plecmérfica, Gram

negativa, cocobacilar, no presenta esporas y tiene motilidad por
flagelos peritrices (11, 33). Esta bacteria presenta variacién
fenotipica, este fendmeno se observa en las caracteristicas de
sus colonias cuando se mantiene en mediocs de cultivo (31, 34,
112, Las colonias que se ocbtienen de animales infectados son
pequefias, lisas, en ferma de domo y producen hemdlisis en medios
suplementados con sangre, la presencia de estas caracteristicas
fuercn designadas Fase I (34, 31,2 Sin embargo, en medios de
cultivo estas caracteristicas se van perdiendo y las colonias se
transforman a rugesas, de borde irregular y no hemoliticas,
los estudios revelaron la existencia de fases intermedias las
cua;les presentan esta variacidn fenotipica y fueron designadas
como Fases II, III y IV, en donde la Fase IV es completamente

rugosa y no hemolitica (11, 31, 34).



Los estudios realizados por Lacey y Nakase  indican que los
medios de cultivo afectan o modulan ‘la expresién fenotipica de
Bordetella bronchiseptice y esta puede ser. reversible al cambiar

las condiciones de cultive (31).

Diversos estudios relacionadcs con la varia::.lén x‘eneupica Yoo

la capacidad de infectar an.lmal e.l labcratorio han indicadc Tt

én ¥ necrosis cuando se inyecta en forma

Lntradérmlca en’c yos, esta toxina puede ser inactivada con

formalina “sin’ ,perdeij‘ st antigenicidad ¢34, 11).

l.a toxina dermonecrética es una cadena polipetidica con un
peso molecular 'de 180 Kd, cuando se disocia con tripsina se
obtienen dos subunidades de 7S y 118 Kd cada una, tiene un punto

isceléctrico entre 6.5 y 6.6, la dosis minima necrozante para



cu.yos es de 2 ng de proLelna por C.1 ml, la DLsos para ratén es
de 0.3 ug y la dosis m.tnima cit.ot.ox.tca para células embricnarias
de pulmdn de bovino es .de 2 ng/ml Esta toxina se linactiva
totalmente con <calor C?O CGO mind Y Pparclalmente con

formaldehido al 0.5% C!.?J.

Los estudios realizados scbre el lipopolisacarido de

Bordetalla bronchriseptica indican que comparte estructuras con

las demis especies de este géhero y su actividad es comparable
con la de otras bactertfas Gram negativas (2, 24), mientras que la
endotoxina de esta bacteria se encuentra en forma de un complejo
proteina-lipopelisacarido en membranas vesiculares, al parecer
esta endotoxina Iinteractua con mitocondrias alterando los

pracesos enzimiAticos (11),

Las especies del genero Bordetella producen una enzima
adenil ciclasa extracelular, la cual cataliza la feoermacidn de

monofosfato de adenosina cl;:”.Lc_o 'CAMPc), en Bordetella pertusis

esta enzima inhibe ia ‘quimiotaxis, la fagocitosis, la

generacidén del supbermd.‘do_y: la muerte bacterfana, ademas de

inhibir la explosion md.dat‘..l.v‘a' en el macrofage alveolar fn vitro

€34, 11O,



Por otra - parte, la @ adenll  clelasa’ .de Hordetelle
brgnchiséet tca t,iene ca.ra.cter!,s!.i cas ant..i. génlcas . ya. que en un
estudio real i zado con. ‘anticuer pos monocl onal es  contra una

proteina presente en la membrana’ de chh

'act.er.la ,-:1la. actividad

-adenil ciclasa se vela inhibida C25) i

Diversos estudios reallzadés con’ i cepas

en.fase I de

Bordetella bronchiseptica, indican’ ‘qu

iig afinldad

para adherirse al epitelio cil.{;a’do"

Los estudios realizades por’Be s bacterias

muertas, ALnactivadas y en. ordetella

bronchiseptica se pueden . un: 'el.i‘t'r;acté

respiraterie eanino  tn-. o
alteraciones en la activida

na marcada —d.tsmunj.c.tén en el ritmo

viables en Fase I »produdéﬁ.

ciliar. Estas- observaci'nas : cnrirman la : a.lt.a capacidad que

tienen estos m.i.crocrganismos para adherirse al epitelioc ciliada
del tracto resplratorio'y la importancia que tiene en 1la

virulencia de Bordelella bronchtseptica €S, 6.

1.3.2. Factéres anCigénicos.
Bordetelle &raﬁcixiseeticc es una bacteria eon wvariacidn

t‘enou.plca y antigénlca. dependiendo de la fase que presenten sus

col onias. ‘En 5 esbudi os realizados por Nakase se encontraron

tres raéoé. 1Lé5§ '7}‘Un'a." rugesa con diferencias antigénlcas blen

10



de'ﬂn.Ldas. Las cé¢lulas -lisas en Rase Iy II poseen los anti{genos

K, H, O, O, 05y &‘iaéhi cos.. En la Fase III se - encontraren

dos u.pos de’ células con direrencias

‘en_ los ant.{.genos, somaticos,

las células en Fase III—J. preso van

las células en Fase III-E poseen H, o5 ¥ O7.-La Fase IV Crugosad

solamente posee los antigenos somtiéos oL y 07 C11).

1.3.3. Aislamlento y cultivo.

Bordetella bronchiseptica puede ser aislada del tracto
respiratorio de animales infectados por medic de raspado nasal y
traqueal, cultivandolo generalmente en medio selective que
contiene penicilina, estreptomincina y nistatina, Generalmente
las placas crecen a 35-37°C  durante 40 a 72 h, las
colonias resultantes presentan perlescencia y borde liso. A las
colonias presuntivas se les realliza la tincidén de gram y las
reacciones bioquimicas para el génerc y especie, Para diferenciar
a Bordetella bronchiseptica de otros cocobaclilos gram negativos,
frecuentemente se utiliza 200 ug de nitrofuracina por ml en
agar. Esta bacteria crece en medios sdélidos y liquides que
contienen un estiAndar de proteinas Ctriptosa, fosfato y soya
ttripticasad Para un maximo crecimiento en medic liquido es
necesario aerear, temperatura de 35 a a7% y contreolar la
liberacién de factores de crecimiente con un bufffer de
sales. Cuando Bordetella bronchiseptica crece eﬁ agar sangre sus
colonias son generalmente hemoliticas y brillantes, con un

didmetro de 1.0 a 2.0 mm C11).

11



1.3.4. Enfermedades por Bordetella bronchiseptica.
Bordetella bronchiseptica ha si.do ascciada a enfermedades

respiratorias de diversos mam.lferos. En el cerdo esta bacteria es

considerada coma el agente pri‘m‘ario de la rinitis atrdéfieca

porcina CRAP). Es'.a entermedad ‘spiratorla coemin de cerdos

Jovenes puede resuu.ar en l.a. dest.ruccién de los cornetes nasales
y tejides asociados, muchas veces*u.ene una alta incidencia en
neumonia y representa pérdidas signi!‘icantes para la industria
poreina, debida* al peso reducidc que presentan los animales
afectados y. por,el. V.Vcos_to en la profilaxis y el tratamiento de las
animales énf‘erﬁng 11, 342, Existen dos microorganismes
involucrados en la RAP, esta se désarrclla primerc por el

establecimiento y colonizacidén de Bordetella dronchiseptica scbre

el tracto respiratorio del cerdo €34, 37, 113, lo que aumenta la
susceptibilidad del hospedador para una infeccién secundaria con
Pasteurella mui toctda, tipo D toxigénica productera de
dermonecrotoxina, esta JInfeccidn mixta reproduce el cuadro
clinico con las alteraclones caracteristicas de la infecclédn
de rinitis atrdéfica porcina en animales esxperimentales C1),
Ademas, Bo;‘detella: bronchiseptica es considerada el agente
primaric de la traquecbronquitis canina, enfermedad altamente
contagicsa la cual afecta a perros de cualdguier edad y esta
caracterizada por acumulacién de moca excesiv& en la traquea,

vomito, pérdida de peso y lesiones pulmonares (11,



Esta bacteria ha sido aislada de animales de laboratoric
como son conejos, cuyes, ratas,: manos y otros mamiferos usados en
Lhyestigacién. con problemas respiraterios. En el hombre
Bordetellla bronchiseptica no es considerada como un patdgenc
natural. Sin embargo, se han reportado algunos casocs de humanos
en condiciones especliales que presentaraon emfermedades

respiratorias causados por este microorganismo €113,

Se han desarrollado‘ est.udios de proLeccicn cont.ra Bordetella

estudio el
efecto . dé‘ protecci y sélo 2

de las

Tomando ~ en cuenta »V" al t.a : f.l.n!. dad de Bordetella
bronchiseptica para adherLrse y colcniza.r el tracto del aparato
respiratoric de diversos ani rnal es " 'y el papel fundamental de la

proteccidn que ejarcen los anticuarpos secretores en las mucosas

se establecieron los siguientes objetives

13
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2.0. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Evaiuar en un modelo experimental de remociédn bacteriana
diversas estratégias de inmunizacion gque resulten en la

inhibicidén de la replicacidn de Bordetella bronchiseptica en

el pulmén de ratén.

Objetives particulares.

Estandarizar el modelo de infeccidn por aercsol.

Evaluar la inmunidad activa por diferentes vias de

inmunizacidén en este modelo de infeccidn.

Evaluar s la inmunidad pasiva proteje el tracto

respiratorio en este modelo de infececidn.”

14



3.0 MATERIAL, Y METODOS

3.1. . Cepa Bacteriana.

La cepa de Bordetella bronchiseptica usada en este estudio
fué la LBF aislada por primera vez por I.M Smith del Real
Colegio de Veterinaria, en Londres C28). Esta cepa se mantiene
en un contenedor de nitrédgeno liquido a. -196 ®e. . para evitar los
camblos morfoldédglces que presentan - las colonias de esta bacteria

cuando Son mantenidas en medios ,’d‘e_ cultivo por pases seriados

C310.

El medio de cultive para.'gl‘ érecimiento de esta bacteria es
el agar de Mac Conkey, qué’es,esterilizadc por autoclave a 15 1b

de presidén durante 15 min y disti‘ibuido en cajas petri.

Cada vez que se requirid de la bacteria, esta se extraj¢ del

contenedor de niul‘ége_nov'y‘rse senbrd en el medic descrito.

incubando durante 48 hrs:a 37 °C.

En estudics ﬁara.l élos a este trabajo, realizados en el
le?boratorl'io de inmunologia de la unidad de posgrade de la FES
Cuautitlan, se comprobd - que la  cepa LBF de Bordetella
bronchigseptica se encontraba en Fase I a lo largo de leos

desarrollos experimentales (43.
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3.2, Preparacién del Ynmundgeno.

Después del tiempa de anubaci&n. la  bacteria fué
recolectada y ajustada a una densidad éptica :ie 1.‘0 utilizande un
espectrofotémetra SPECTRONIC 20D a 650 'nm 'de longitud de onda,

con solucidn salina fisiolégica ~estéril CSSFED,

Esta suspensidn bacteriana pocsee al rededor de 10*?
_bacterias/ml y se inactivd con formaldehido al 0.3% y se mantuvd
en refrigeracion hasta el momento en que fué usada con una

dilucién previa de 1:1000,

33 Elaboracisn del Suero Hiperinmume.
Con el inmundgenc descrito se inyectd por via intravenosa a
un conejo, de acuerdo al protocolo de inmunizacidn descrito en.el

CUADRO 1.

En el dia 18 postericr a la primera inmunizacién se realizd
el sangrado del conejo para obtener el suera hiperinmune, el
titule de este se determiné por aglutinacidén en microplaca,

utilizando la cepa LBF lnactivada como antigeno.

3.4.1 La infeccidén por medio de Aerosoles.

La infeccidén de los ratones por medio de aerosoles se
desarrolld en un2a camara de metal con caract.eris.t.icas similares a
la descrita per Mendoza y cols (23). La cimara se cerrd con una
tapa de cristal y fué sellada coh aceite minéral o grasa para

evitar fugas.

18



En la entrada- de la. bamara se  conectd 'un ‘Nebulizador

Devilb!.ss Mod 645 y en l.a sall.da. se adapbé una Lrampa con’ fenol

al 10% conectada a la vez: a

La produccién l'i'zév)‘ i épf; : ur;la Eéompr.esora.
mantent éhde _,:"“v.'m“ fluJo e ﬁlufé'~‘:~,c$ﬁéi£55e‘ vy evitande la
sobrepresurizaci‘éﬁ. “este aerosol fi.xt‘é\mante“ni.dt': durante 15 min y
al Lérminq ae la ‘ebqraoslcién la cAmara fué desalojada mediante

vacio.

3.4.2 Animales de Laboratorio.
Se utilizardn ratones hembras de cuatro semanas de edad, de
las cepas ‘NIH y CD-1. seformarcn grupos de 18 ralones para cada

estrategia de inmunizaelédn.

3.4.3 - Preparacién del indculo.

Caon la bacterla  cultivada se prepard una suspension

pica‘de 1.0 a 650 nm de longitud de
sta suspensidn sSe prepard un

000 con SSF estéril, conteniendo

‘De 1la densidad éptica de 1.0 se

1!

reallzaﬁéﬁ/’ 100X 10™*% usando SSF

astéril, De cada dilucién s en medio de

Mac Conkey y se anubarén durant.o 48 hrs a. 37 c.

17



Se determind la viabilidad bacteriana expresandose en
UFC~/ml . Una suspensidn bacteriana  con densidad optica de 1.0

adecuada debe tener un titulo aproximado de 10%% UFC/m1.

3.4. 4. Aerosolizacidn.:

terior. del nebulizador 10 ml del

Se colocarén en el:-{

indculeo y se produjé un aerasol éon el cual se expusierdn a los

ratones durante 15 m!.nv.;bo Al finalizar el tiempo de
aeresclizaeién, los na;onés ‘fueron colocados en sus cajas con

agua y alimento ad libitun!

3.4.5 Evaluacién de la Infeccidn. : )
Después de ‘la infeccldn se sacrificaron tres “rat.‘or‘\‘e‘s de cada
grupo a les O, 3, 8, 7, 15 y 30 .dias. pol; - dé;;\ucémiento. Cada
ratén fué desinfectado con »Va.lc:okhoi et{lico y por ‘incisién de la
cavidad toraxica se extréjeréx; " les hulmones. que fuerdn
homegenizados con 3 ml. de VS‘,AesLéril‘, usandec un rotor Glas—col
al 45% de su capa_cid}d.f qu Vlés,y pulmones macerados. se prepararén

las siguientes series de diluciocnes:

~4 -5

Concentrads, 107, 1072, 1072, 107* y 1075,

Cada dilucién se cultivéd en el medio descrito y se determine
el desarrollo de la infecclén por el numerc de microorganismos

recuperados a lo largo del experimento.
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3.5. Diseffo- Experimental.

3.5.1. : ‘Ex;':e'l;ir'm‘l.'\tq ‘de . Inmunidad Pasiva..

Para evaldar este’ tipo-de. inm nizacién:se’usaron dos grupos

de ratones:’

Grups A: ° Ratones NIH irmuniza inﬁrép_éritoneal

~eon, 0.5 d de ednejo,

Grypo . B:

Después de 30 minutos de inmunizar a .lés grupos.v estas
fuerédn sometidos a 'la infeccidn por aerosolesﬁ y ‘se’ evalus el

desarrello de la misma como se describe anteri’o‘rménté'. y

3.5.2. Experimentc de Inmunidad: A{:LLVI;;Z." e

Para evaluar este tipo de respuesta.'se rér n 4. grupos de

12 ratones cepa CD-1 cada uno, de’la sigulente ‘maner

Grupo A: Inmurilzacisn ora. ntraperitoneal.’

Grupo B: "Iﬁmu”nl a ntraperitoneal..

G-rdpé o 'Inmynlzacl‘én por medio de aerd’solfaerosél.

Grupo D

19



Los grupcs A y B fuerdn inmunizados “los dfas 1 y 16 con

5 X 10° UFC/raLén el gi‘L:l'po;C‘ ‘fue a‘e‘ro'sol.t:z'adb lbsf'dlas 1 y 16

con 10 ml de /inl" de bacterias
inaﬁt.i_vac{as " ne ‘recibio

LraLé\ml ento

idesafiados por medio de

aerosoles yrla infeccidn: se ‘evalud. de la: manera descrita.

COnLroles ‘Se’ uunzo el analisls de varian..a CANOVAJ.

(13
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CUADRO 1.

PROTOCOLO DE INMUNIZACION PARA OBTENER SUERO
HIPERINMUNE CONTRA Bordetella bronchiseptica.

INYECCION DIA DOsIS
1 0 0.5 mix
2 4 1.0 mi
3 8 2.0 ml

4 12 3.0 mi

12
¢ SE EMPLED UNA SUSPENSION CON 10  UFC/ml



4.0, RESULT ADOS.

4.1, INFECCION POR AEROSOLES.

En..la TABLA 1 Y FIGURA 1 Se muestra el desarrollo ‘de’ la
infecclién por aercsoles en ratones normales de la capa"NIH y de
18 gr de pesoc corporal. Se aprecia que. .a part.ir de una carga
bacteriana de alrededor de 10 UFC/ml a .los 30 minutos
post-infecciédn, la bact.er.ta inicia su repl.f.cac.tén hast.a. a.lcanzar
un miximo entre el S° y 7° dia posL—j.nteccion- a partir de ese
momento la infeceidn declina perc los ratones no logran eliminar
totalmente a la bacteria que persiste hasta por lo menos 30 dfas

post-infeccidn.

Por otra parte, se evalud el efecto del peso corporal sobre
el desarrollo de la infeccidn C(ranLa 2z y Froura 2) y se observéd

que esta decrece conforme el ratén gana peso.

4.2. INMUNIDAD PASIVA.

Los resultados presentados en la TABLA 3 y FIOURA 3 muestran
que la infeccidn en los animales inmunizados se ve visiblemente
disminuida a los 5§ di{as post-infececidn y esta disminucién se

mantiene durante todo el desarrollc del experimento.

4. 3. INMUNIDAD ACTIVA.
Los resultados se muestran en las TABLAS « ¥ S ¥ FIGURAS <« ¥
s, Se aprecia que el nivel de infeceidn en los grupes controles

es menor que en los experimentos anteriores lo que se atribuye a



que en este caso los ratones fuerdn de mayer edad y peso
corporal, esto se presento por el tlempo esperado durante la
inmunizacion, Por otra parte, el analisis de varianza no myestra

diferencias entre los grupos inmunizadas y los controles.
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TABLA 1.

RATONES AEROSOLIZADOS CON B. bronchiseptica DURANTE 15 min
CON UN INOCULO DE 10 ml (2 X 109 bact/mi).

DIA UFC/ml

0 29 X 10°
3 4.3 X 108
5 45 X 108
7 5.4 X 108
15 35 X 108
30 3.0 X 104

LAS UFCanl SON PROMEDIO DE 3 RATONES.



FIGURA 1
INFECCION POR AEROSOLIZACION
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TABLA 2.

EFECTO DEL PESO DEL RATON EN LA REPLICACION
EXPERIMENTAL DE B. bronchiseptica EN EL PULMON

PESO DEL RATON

DIA <16 g 16< 22 g > 22 g

0 2375 X 102 25 X 102 2.91 X 10°
4 5 4

3 6383 X 10 3458 X 10 164 X 10

7 10323 X 10° 425X 107  1.0816 X 10°

LOS VALORES SON UFC/mi, PROMEDIO DE TRES RATONESOBTENIDOS EN LOS DIAS INDICADOS,
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FIGURA 2

EFECTO DEL PESQO DEL RATON SOBRE LA REPLICACION
UFC/ML EXPERIMENTAL DE B bronchlaeptica EN EL PULMON
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TABLA 3.

INMUNIZACION PASIVA CONTRA LA INFECCION EXPERIMENTAL
CON_B. bronchiseptica EN EL PULMON DE BATON.

DIA CONTROL INMUNIZADOS
o) 4.0825 X 10t 3.425 X 104
3 1875 X 105 *
5 2833 X 108 1.75 X 10°
7 1433 X 108 *
15 1.450 X 105 3.083 X 103
30 7.083 X 103 *

LOS VALORES SON UFC/ml PROMEDIO DE 3 RATONESSACRFICADCS EN LOS DIAS INDICADOS
% HO SE OBSERVO CRECMENTO



FIGURA 3

INMUNIZACION PASIVA CON S8UERO HIPERINMUNE DE CONEJO
CONTRA LA INFECCION DE B. bronchlseptica.
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TABLA 4.

GRUPOS DE BATONES INMUNIZADOS* POR VIA ORAL Y/O
INTRAPERITONEAL CONTRA LA INFECCION EXPERIMENT Al

CONE bronchiseptica.

DIA CONTROL P /P ORAL / IP
) 533 X 102** 458X 102 750X 10
3 750 X 104 1102 X 104 966 X 105
7 29 X 10 4 380 X 10 4 544 X 104
15 26 X 104 1371 X 10° 434 x 10%

% LA DOSS PARA CADA RATON FUE DE QS mi (llll9 bac/mi) DE UNA SUSPENSION DE LA CEPA LBF INACTIVADA

CON FORMALDEHIDO AL Q3%

*% 05 VALORES 0K EL PROMEDIO DE LAS LFCIDE 3 RATONES EN LOS DIAS POSTERIORES AL DESAFIQ




FIGURA 4

GRUPOS DE RATONES INMUNIZADOS POR VIA ORAL Y/0 IP

CONTRA UNA INFECCION EXPERIMENTAL DE B. bronchiseptlca
UFC/ML P
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TABLA 5.

INMUNIZACION POR AEROSOL CONTRA UNA INFECCION
EXPERIMENTAL CON B. bronchiseptica

DIA CONTROL INMUNIZADO
| 0 291 X 102% 291 X 10°
3 238 X 104 16 X 104

7 2275 X 105 1.081 X 105

15 3.24 X 10° 188 X 104

%105 VALORES SON EL PROMEDIO DE LAS UFC/m) DE3 RATONES SACAFICADOS EN LOS DIAS INDCADGS
DESPLES DEL DESAFIO
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FIGURA 5

INMUNIZACION ACTIVA LOCAL POR MEDIO DE AEROSOLES
GONTRA LA INFECCION DE B. bronchlseptic
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5.0 DISCUSION

La infeccidn pof medio’ de aerosoles se ha desarrollado

ampliamente el;‘ la. nvestigacién de enfermedades respiratorias.

En affos anterfore ‘Mo ra:z ;u‘LLlea este sistema de }inot':v.ilacrlén

en ratones, pa}é estudiar’la . pratecclén que ejerce una protelina

de 68 Kd de Berdetella: bronchtseptica (253, Mendoza en 1901

utilizé el modelo de rémcién bacteriana en el pulmén de ratén

para eval.ua.i-':é' ‘desarré).lo de una infeccidn experimental con

Bordetella br&ndhis égtic’a por medio de aerosoles (23).

Como se ha dicho Bordetella bronchtiseptica es un agente

causante de enfermedades respiratorias en numerosas especies de
mamiferos, incluyendo  perros, cobayocs, gatos, cerdos y en

condiciones especiales en humanos (11, 19, 29).

El propésito de este estudic fué evaluar que tipo de
inmunizacién es capaz de proteger el tracto respiratoric de

ratén contra la colonizacidn ) Y replicacidén de

Bordetella bronchiseptica, después de enfrentarlos a un desafic

por medic de aerosoles.

Los datos del desarrolle de la infeccidn por medio de
aercsoles en ratones de 4 semanas de edad indican que una

dosis de aproximadamente 10° a 10°

bacterias/ml es capaz de
colonizar la mucosa del tracto respirateorio y pulmones e iniciar

su replicacién hasta alcanzar un maximo entre el quinto y séptimo
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df'a post-infeceidn, a4 paru.rf -de ‘entonces ‘el ntumero encontrado

disminuye debido a “la tf ‘o“cilu;'i

"CB) _y.‘/o,hcr la presencia de

anticuerpos naut.ralizam.es i :praduc’en por una

estimulacisén ccnt.lnu nmyl{e.' sin embargo, los

microoréanlsmos e s mantienen ) i después de 30 dias

post.=infeceidn.
Magyar -y ’Serqjéh : persistencia de . los
e ’ 'de Bargstolla en el

unirse

afini dad para

a

per}nitén establecerse y

desarrollarse’adecuad

A ié la.r;gé~del d c‘expariment.al se pudo establecer
que la severidad de la inreccién' depende de la edad y el peso de
los ratones, en donde los antma.les mAs Jjovenes y de menor peso
corporal son los que presentan un mayor nivel de infeccldn que se

observa en el maximo nivel de ufcsml obtenides entre los dias 8§ y

7 deospués de la aeresolizacidn.

Diversos estudios indican que ratchnes de 2 a 5 dias de edad
desarrollan lesiones severas o caracteristicas de la RAP cuando
son inoculados con cepas virulentas de Bordetella bronchiseptica

intranasalmente ¢35, 202,

as



En el estudio reali‘zado por Me_ndoza no se observéd el
desarrollo de las leslonés de la 1nreccléﬁ de: rj.nl.‘u.s atréfica.
indicando que esto puede debarse a .I.a edad de los rat.ones que era

de 21 dias C23)

Por cha par Le

considerable ent,re las cepas de Bordetella bz-onchtseettca y su

capaci dad de cclonl.za.r‘ 'p ducir lesicnes neumén!.cas en los
cerdos j&venes, como son detormac!. ::m fac.l. al , retardo en el
crecimiento . .y destr ucciénL - de_ los /. cornetes nasales, esta

variacién depende proplafnen!.e dé"lésfcaracceristlcas fenotipicas

asociadas con la virulencia €343

Ademas, las 4infecciocnes “experimentales en animales de
laboratorio prcducldas‘ peor. éordetelLa bronchiseptica dependeran
de la cepa utilizada, i_a "/i‘ru‘lencia de dicha ecepa, la dosis
empleada y por la re‘sirsterymc.lar natural de los animales a la

infeccidn €207,

Los resultados de Lnmunizacién pasiva muestran que la
inoculacidén intraperitoneal ‘de suera hiperinmune contra la cepa

LBF de Bordetella ' bronchisepgtica . fué  capaz de disminuir

notablemente la replicaclén de la cap virul.ent.a en el pulmén del

ratén, esto indica que estos anticuerpos .ll.egan al epitelio
mucosal y colaboran éri i de las bacterias

neutralizando product.os bact.e Lanos como enzimas y téxinas.
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La presencia de anticuerpcs del tipc IgG en el pulmén de los
ratones sé puede explicar camu resulLado de la respuesta
Lnt‘.lamat.oria. en donde se produce una extravasacién del plasma

que .I.ncluye células y proteinas._ S

Se han observado r;e.sultados parecidos en ratones
recien nacidos de madres que fueron {nmunizadas contra este
patdgeno, en donde las crlas- presentan resistencia a la
infeccidn, ya que los anticuerpos maternales que son tranferidos
primerc por placenta y después por calostro llegan a las
mucosas y evitan la adherencia y posteriormente la colonizacidén
de las bacterias en el Lfac:t.p réspirabcrio. en ese estudio se
encuentra  una correl;sclon e;’trvecha entfe la supresidn de 1la
multiplicacidn = bacteriana: ;y ,'lbé :_ nLve.les altos de estos

ontra la atrofia del cornete

anticuerpos, as!{ como J.a protecciéh

masal C20).
En los experimentos desarro.llados " para evaluar la
inmunizacidén activa sobre k il_a'. Fs replicacién de

Bordetella bronchiseptica en ' ratones infectados por
medio de aerovsoles, se encontrd que dosv inmunizaciones no fueron

capacez de disminuir la replicacién de -los microorganismos en el
pulmédn, aunque el nivel de infeccidn observaﬁo fuera menor,

debido a la edad gque presentaban los animales en el momento de

la infeccidn como ya se explico anteriormente.
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. En estudios de;arrqlladcs con Salmonella typhimuriwn en
ratones, . se encuenta i.que la  inmunizacién  parenteral
ClnLrepér:ILoneal_'eﬁ,i‘r:@.x'-amv-.x‘scu‘.l.ar) es efectiva contra desafios
orales de _cap#s v“i‘r;uvlen‘tas de ese patégeno. Sin embargo, la

inmunizacidén oral no es evidents y no protege aun después de tres

semanas post-inmunizacién €260,

Se han realizade investigaciones en humanos y se ha
observado que después de la administracidén aral de
Streptococcus mutans, se induce la secrecidn de anticuerpos
especificos en saliva, lagrimas y calostro contra este patégeno,
haciendose evidente la vacunacidn oral efectiva contra

enfermedades infecciosas (123,

Steffen en 1991 desarrolld un estudio en ratas inmunizadas
localmente con microorganismos formalinizados, para determinar la
presencia de anticuerpos de tipec IgA e IgGC en saliva, suero y
lavados pulmonares contra Mycoplasma pulmenis, en ese estudio
se encuentra que los niveles de anticuerpos detectadocs
en la respuesta secundaria tantc en saliva como en lavados
pulmonares dependen de la dosis de inmunizacién. Los anticuerpos
del tLipo 1gG encontrado en secresiones indica que provienen del

suero y llegan a las mucosas por medio de trasudadeos €38).
Diversos autores indican que una estimulaciédn oral adecuada

requiere de dosis elevadas de inmundgenos, mAs de dos

inmunizaciones Y gl ¢ usa de adyuvantes, ademis, se ha
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FSTA TESIS NG DEBE
H)
SAUR BE LA BIBLIOTEG
establecido que los n.veles de anticuerpos contra patdgenos del
tracto respiratorio, ya sea Bordetella bronchiseptica, dependen

de la frecuencia de inmunizacién €3, 35, 38).
En este trabajo solamente se investigo el efecta de dos

inmunizaciones, la 'dosls empleada fué de S X 10° para cada

inmunizacidn y se esperd 16 dias entre cada una de ellas.
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6.0. CONCLUSIONES.

Se concluye que dos inmunizacicnes, ya sea sistémica o
localmente fuercon insuficientes para inducir una inmunidad que

resultara en disminucidén de la ' replicacion de

Bordetella bronchiseptica en ol pulmén de s
Por otra parte se co i irimunidad pasiva

artificlial <con anbicuerpoé de ' clase re!‘efenlémen\.e IgG) es

rep.

;

capaz de suprimir notab;é icacidn  de  este

microorganisme en el br;:;!,é respiratorio

40
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