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Resumen

El género Salmonel/a es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, que está compuesto
por bacilos Gram-negativos, en su mayoría patógenos, facultativos e intracelulares y causan
enfermedades que van de gastroeneteritis autolimitada hasta severas infecciones sistémicas
tanto en humanos como en animales. La fiebre tifoidea o entérica es una enfermedad
sistémica grave provocada en humanos por Salmonel/a enterica Serovar Typhi y en
ocasiones por S. paratyphi, que se caracteriza por la diseminación de la bacteria desde el
epitelio intestinal hasta órganos como el hígado y el bazo, siendo el principal mecanismo de
entrada la inducción de macropinocitosis en enterocitos y células epiteliales del intestino
delgado. Salmonel/a typhimurium causa en el ratón una enfermedad muy parecida a la
fiebre tifoidea en humanos, por lo cual el modelo animal en ratones susceptibles es
ampliamente usado para el estudio de esta patogenia.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar si la capacidad de producir
macropinocitosis en macrófagos por Salmonel/a es importante para la producción de fiebre
tifoidea murina para lo cual se determinaron las DLso para la cepa mutante 1284 en
comparación con la cepa silvestre. Con el fin de evaluar si la fagocitosis por
macropinocitosis es importante para la invasión sistémica el análisis de DLso se realizó por
vía oral y por vía intraperitoneal, empleando el método descrito por Reed y Muench. Como
parte complementaria a este estudio se observó la colonización a hígado y bazo de la
mutante 1284 con incapacidad para inducir macropinocitosis en comparación con la cepa
silvestre.

Los resultados obtenidos nos indican que la DLso para la 1284 fue mayor comparada con la
es, ya que la dosis de bacterias requerida para causar el 50 % de mortalidad para la
mutante es alrededor de 1000 veces mayor que en el caso de la es, por vía oral. Por vía
intraperitoneal, la DLso de la 1284 fue aproximadamente 10 veces mayor que para la es,
con lo cual se puede establecer que la mutante 1284 es menos virulenta que la cs. En
cuanto a la colonización a hígado y bazo se observó que la bacteria en general es detectada
en estos órganos después de las 48 horas de inoculación y que la mutante con defecto en
macropinocitosis se detectó en menor cantidad en estos órganos en comparación con la cs.
Sin embargo, aún la mutante con defecto de ser fagocitada por macropinocitosis es capaz
de colonizar hígado y bazo, aunque al parecer no lo suficiente para producir la muerte del
animal en comparación con la CS. Por medio de las tinciones con inmunofluorescencia se
puede observar que el macrófago al parecer no es el principal reservorio de Salmon el/a al
encontrarse un bajo porcentaje de las bacterias dentro de estas células.

En conclusión se puede observar que la cepa mutante 1284 es menos virulenta que la cepa
silvestre debido al aumento en la DLso para la mutante por ambas vías probadas, además de
que los datos de colonización corroboran ese hallazgo al encontrarse que llega una menor
cantidad de bacteria a estos órganos, se replica menos en ellos y que el macrófago parece
no ser el principal reservorio de Salm onel/a . Por lo que puede concluirse que la
macropinocitosis y la formación de fagosomas gigantes es un mecanismo esencial para la
virulencia de Salmonel/a en este modelo de infección y favorece la diseminación a órganos
blanco como hígado y bazo.



Introducción

INTRODUCCIÓN

El género Salmonella es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, está compuesto por

bacilos Gram-negativos con magnitudes de 2-3¡lm X 0.4-0.6 urn aproximadamente. Son

patógenos facultativos e intracelulares/ y causan enfermedades que van desde

gastroenteritis autolimitada hasta severas infecciones sistémicas tanto en humanos como en

animales. El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por el bacteriólogo

estadounidense Theobald Smith, recibiendo el nombre por su jefe David Salmon.

Actualmente , el género Salmonella consiste de una sola especie y muchos serogrupos,

dicha especie ha sido denominada Salmonella enterica 3.-1. La fiebre tifoidea o entérica es

una enfermedad sistémica grave provocada en humanos por Salmonella enterica Serovar

Typhi y en ocasiones por S. paratyphi, se caracteriza por la diseminación de la bacteria

desde el epitelio intestinal hasta órganos como el hígado, el bazo y médula ósea2
,5-7

El género Salmonella es el agente causal de diferentes infecciones, predominantemente

intestinales, conocidas como salmonelosis. La salmonelosis humana puede dividirse en dos

síndromes más frecuentes:

1.- La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea causada por S. typhi, Y la fiebre

paratifoidea que es patológica y clínicamente similar a la tifoidea pero con síntomas menos

fuertes, causada por S. paratyphi A, B, o C. La fiebre entérica implica una infección

sistémica, debido a la invasividad de la bacteria.

2.- La gastroenteritis o envenenamiento por alimentos, la más común de las infecciones, es

causada por muchos serotipos. Este tipo de infecciones no son acompañadas de una

infección sistémica, salvo los casos en que se infecte a individuos inmunocomprometidos .

Los serotipos más comunes en esta patogenia son S. typhimurium y S. enteritidis.

2



Introducción

También puede ocurrir, sobre todo para la fiebre tifoidea, que pueda establecerse la

condición de portador asintomático. Por otra parte, aunque con menos frecuencia., esta

bacteria puede producir infección en cualquier sitio del cuerpo humano , como es el caso de

meningitis, infecciones óseas, endocard itis etc.

La fiebre tifoidea prevalece principalmente en países en vías de desarrollo", donde

normalmente significa un reto para las autoridades en salud pública. Hay aproximadamente

17 millones de casos anuales con casi 600,000 muertes , principalmente en Asia y África.

Las más altas incidencias se encuentran en Indonesia y en algunos puntos del sureste

asiático, como Papua Nueva Guinea, en donde puede alcanzar niveles de 103 por cada

100,000 habitantes. En México, la incidencia es cien veces menor a la de Indonesia, o sea

de 10 por cada 100,000 habitantes . De hecho, de 1989 a 1993, la incidencia disminuyó a la

mitad, coincidiendo con las campañas del sector salud para la prevención del cólera' , En

países desarrollados como Estados Unidos está prácticamente erradicada, aunque muchos

viajeros que retoman de zonas endémicas como Asia., África o América Latina provocan

hasta 800 casos al año con aproximadamente 3 muertes." A todo 10 anterior puede añadirse

el hecho de la aparición de cepas multirresistentes a los antibióticos usados para la

profilaxis de esta patogenia.9

Figura 1. Zonas endémicas de fiebr,¡;,·tif~¡d~~i1·~1 mundo.
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Introducción

Patogénesis. La ruta de entrada natural es por vía oral. Salmonella tiene que pasar por el

tracto gastrointestinal atravesando barreras naturales, comenzando con la acidez del

estómago y llegando después allumen del intestino delgado, penetra en la mucosa intestinal

invadiendo y destruyendo células epiteliales especializadas localizadas en las Placas de

Peyer, conocidas como células M .2,7,1O,1] La Salmonella entra a estas células mediante un

proceso que induce el ruffling en la membrana de la célula para posteriormente ser

internalizada una vez que este ruffling se fusione para formar fagosomas" . Cuando la

bacteria ha atravesado el epitelio intestinal entra en contacto con células fagocíticas

(macrófagos) y es capaz de sobrevivir y replicarse dentro de estos.

Se ha observado que la interacción de macrófagos cultivados in vitro con S. typhimurium

induce la formación de ruffles en la membrana, los cuales son dependientes de la

polimerización de actina. Las bacterias son introducidas en vacuolas que se forman a partir

de estos ruffles. El proceso mediante el cual Salmonella entra a la célula es conocido como

macropinocitosis (MPC) que es una forma de endocitosis no mediada por receptores

acompañada de un ruffling de la membrana celular13
-]5. Estos fagosomas son conocidos

como "Fagosomas Gigantes" (FG), debido a que su tamaño es inusualmente grande

(aproximadamente 2-6¡.¡m) y además porque la bacteria parece nadar libremente en ellos.

En 1982 Loeffler describió al agente causal de la tifoidea murina, Salmonella enterica

Serovar Typhimurium (S. typhimurium), siendo la infección con esta bacteria, en el ratón

susceptible, muy parecida a la que se presenta en el ser humano por S. typhi. Las lesiones

internas en el ratón, así como también la distribución de la bacteria en el tejido del animal

eran muy similares a las observadas en humanos, por lo cual se decidió implementar al

ratón infectado con S. typhimurium como el modelo para el estudio de esta patogenia1
,4,16,17.

Los ratones infectados muestran una severa patología en el intestino, adelgazamiento de la

mucosa intestinal, infiltrado de mononucleares, disminución del tamaño de las

microvel1osidades, etc. Se observa hiperplasia del tejido Iinfoide, trombosis capilar,

hemorragia y ulceraciones en las Placas de Peyer 16.

4



Introducción

Es de suma importancia entender los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria pues

mediante ellos tiene la capacidad para modificar su microentomo y entonces favorecer así

su sobrevivencia en el hospedero. Como un patógeno intracelular, Salmonella posee

factores de virulencia que le permiten invadir, replicarse y persistir dentro de células

eucarióticas de su hospedero.i Gran parte de la maquinaria genética de Salmonella

involucrada en la virulencia se encuentra codificada en secuencias de ADN presentes en

ella, denominadas Islas de Patogenicidad (SPI). Las SPI son elementos de ADN que

contienen muchos genes y pueden ser heredados por transmisión vertical. 15 El Sistema de

Secreción Tipo Tres (TTSS) está encargado de la traslocación de proteínas bacterianas

hacia el citoplasma de la célula del hospedero", está compuesto por más de 20 proteínas y

está regulado a nivel transcripcional así como post-transcripcional . Este sistema de

secreción requiere del contacto directo con la célula efectora para desencadenar la

traslocación de las proteínas. Se habla entonces de 2 tipos de TTSS, uno codificado en la

Isla de Patogenicidad 1 (SPI-l) ubicado en el centisoma 63, y otro codificado en la Isla de

Patogenicidad 2 (SPI-2) ubicado en el centisoma 31. Dentro de la Isla de Patogenicidad 1

(SPI-l) se encuentran codificados los genes involucrados en la invasividad de esta bacteria

para células epiteliales, mientras que en la SPI-2 se encuentran codificados aquellos genes

necesarios para la sobrevida intracelular e infección sistémica de Salmonella .12

Consistentemente con su función, a diferentes estadios de la infección, la expresión de estos

dos sistemas varía, es decir, los genes codificados en la SPI-l son expresados por

Salmonella en el lumen del intestino delgado, mientras que aquellos correspondientes a la

SPI-2 se expresan solamente después de que ha entrado en las células del hospedero.t'"

Dentro de las proteínas traslocadas por el TTSS codificado en SPI-l tenemos a SipB, SipC

y SipD, que son requeridas para la traslocación de proteínas a través de la membrana

citoplasmática de células eucarióticas, pero no únicamente tienen esa función, pueden

llegar a tener funciones efectoras y no sólo de traslocación; tenemos otras proteínas

involucradas en la invasión vía unión a actina, estas son SipA y SipC, la proteína SopB

estimula la reorganización de actina del citoesqueleto, SopE y SopE2 estimulan igualmente

rearreglos de actina involucrados en la invasión a células epiteliales por esta bacteria, con

5



Introducción

lo cual podemos decir que estas tres últimas proteínas están involucradas en el ruffiing de la

membrana.4•
12 Sabiendo que el TTSS codificado en la SPI-2 es activado después de la

entrada de la bacteria a la célula y que éste además facilita su replicación en ella, es

necesario saber que las proteínas traslocadas por este sistema interfieren con varios

procesos celulares de tráfico endocítico, lo cual le permite a Salmonella evadir las

estrategias de defensa de la célula del hospedero y sobrevivir dentro de ésta . 19

Se ha encontrado evidencia de que cepas de S. typhimurium con mutaciones en genes del

TTSS codificado en la SPI-I presentan atenuación en la virulencia únicamente si son

administradas por vía oral, pues al ser administradas por vía intraperitoneal son igual de

virulentas que la cepa silvestre20
•
2 1

, esto nos da un indicio de la importancia de este sistema

en la virulencia y el progreso de la infección. De la misma manera, se han encontrado

mutantes en genes del TTSS codificado en la SPI-2 que pueden invadir perfectamente, pero

son deficientes en sobrevida y en replicación intracelular, y por lo tanto en la evolución de

la patogenia a infección sistémica. 17

La fagocitosis de microorganismos patógenos se lleva a cabo, generalmente, por un proceso

denominado endocitosis mediada por receptores, el cual involucra la interacción directa de

Iigandos bacterianos y receptores celulares, lo que conlleva a la captación de la bacteria

por parte de la membrana celular y a la posterior formación de un fagosoma. Se ha visto

que los receptores de la membrana celular involucrados en este proceso pueden ser de

varios tipos: receptores para Fe, receptores para moléculas del complemento, receptores

para carbohidratos y moléculas celulares de adhesión.15

A diferencia de lo mencionado anteriormente, la fagocitosis de S. typhimurium por

macrófagos se lleva a cabo de una manera poco convencional, tanto por el mecanismo de

entrada como por la morfología del fagosoma formado. Posterior al contacto con la

membrana de la célula hospedera la entrada de la bacteria se da por un mecanismo

denominado macropinocitosis (MPC), proceso que es inducido también por factores de

6



Introducción

crecimiento en diferentes células eucari óticas'F". Esto ocurre muy rápidamente, en

cuestión de minutos o incluso segundos, se caracteriza por rearreglos localizados del

citoesqueleto y ruffiing de la membrana.F''" Las vesículas formadas como resultado de este

proceso se denominan Fagosomas Gigantes (FG) debido a su gran tamaño (2-Sllm). La

formación de FG promueve la sobrevida de Salmonella mediante la dilución de compuestos

lisosomales tóxicos o atenuación de factores que dañen a la bacteria, incluyendo dentro de

éstos, la atenuación en la acidificación del fagosoma.'?

Muchos factores implicados en la sobrevida intracelular están controlados por un sistema

regulador llamado PhoP/PhoQ. PhoP y PhoQ son miembros de un grupo de sistemas

reguladores de dos componentes que permiten a la bacteria sensar y responder a señales

ambientales alterando la expresión a nivel genético. PhoQ es una proteína integral de

membrana que responde a señales transfiriendo un fosfato a un residuo conservado de la

región amino-terminal de PhoP. PhoP fosforilado se une a promotores para inducir o

reprimir la expresión de más de 40 genes, denominados genes activados por PhoP (pag) y

genes reprimidos por PhoP (prg) respectivamente. La actividad de cinasa de PhoQ puede

ser reprimida por el incremento en la concentración de iones divalentes en el medio tales

como Ca2+ y Mg2+ lo que conlleva a un cambio estructural en la proteína y con esto se abate

su capacidad de fosforilar, con lo que se reprime la expresión de los genes pago Los

productos resultantes de la expresión de los genes pag se han visto implicados de una

manera importante en la patogénesis de Salmonella, incluyendo sobrevida dentro de

macrófagos, inducción de FG, incremento en la resistencia a péptidos catiónicos y al pH

bajo. Estos genes se han visto involucrados en la modificación del lipolosacárido (LPS)

mediante cambios estructurales del lípido A, lo cual ayuda a la bacteria a tener una mayor

resistencia a los péptidos catiónicos antimicrobianos del hospedero.15,23,24

Dos tipos de mutaciones en el sistema PhoP/PhoQ han sido ampliamente usadas para su

estudio, la mutación donde no se tiene PhoP (Phol") en la que no se pueden reprimir los

genes prg y la mutación de PhoP constitutiva (PhoPC) en la que se tiene una expresión

7



Introducción

constitutiva de los genespag y una represión máxima de los genes prg, ambas mutantes son

avirulentas en el modelo murino, con lo cual se demuestra la importancia de la regulación

de este sistema para la patogénesis de Salmonella.23 Se ha descrito que la cepa Phopc tiene

una atenuación en la inducción de macropinocitosis y en la formación de fagosomas

gigantes", esto podria estar indicando que posiblemente algún gen prg está implicando

como inductor de la MPC, pero éste aún no se conoce y debe ser uno que no se encuentre

codificado en la SPI-I.

Resultados preliminares. En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se

construyó un banco de 2000 mutantes en genes que codifican para proteínas de membrana

externa o proteínas secretadas de Salmonella typhimurium mediante mutagénesis aleatoria

con el trasposón TnphoA . De estas mutantes se seleccionaron 500 y fueron probadas para

identificar aquellas deficientes en la inducción de macropinocitosis y fagosomas gigantes

mediante tinciones con Diff-Quick y fluorescencia en macrófagos murinos, Fueron

seleccionadas las que mostraron tener un defecto en este fenotipo, quedando 3 cepas

denominadas 627, 628 Y 1284. Éstas fueron candidatas para estudios posteriores de

sobrevida en macrófagos murinos, así como ensayos de citotoxicidad y de Southern Blott

para verificar el número de inserciones de TnphoA en el genoma. Con los estudios

desarrollados se encontró que estas cepas tenían defecto en la entrada, sobrevida y muerte

en macrófagos murinos. Por los experimentos de Southern Blott se encontró que las cepas

627 y 628 tenían más de una inserción del trasposón en el genoma, hecho que no ocurrió

con la cepa 1284 en la cual se demostró que existía una sola inserción del TnphoA en el

genoma. Con esto, la cepa 1284 fue candidata para estudios posteriores.

De este estudio realizado en nuestro laboratorio se supo que la mutante identificada

presentaba una atenuación en la inducción de MPC y en la formación de FG y que fue

menos citotóxica en macrófagos murinos, todos estos experimentos fueron realizados in

vitro, por lo cual era necesario corroborar los resultados obtenidos en el modelo de estudio
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Introducción

de esta patogenia, es decir, in vivo, para lo cual se realizaron los experimentos que se

discuten más detalladamente en el presente trabajo.
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Justificación

La fiebre tifoidea causada por Salmonella typhi sigue siendo un problema de salud pública

en países en vías de desarrollo y a pesar de los programas de prevención se siguen teniendo

casos de fiebre tifoidea que, aunado al incremento de la resistencia bacteriana a los

antibióticos de uso común, hace que el resultado no sea satisfactorio, produciéndose

decesos. Así mismo la gastroenteritis producida por Serovares de Salmonella enterica no

Typhi se encuentran entre las primeras dos a tres causas de gastroenteritis asociada a

alimentos. A pesar de que existen varios tipos de vacunas contra Salmonella enterica

Serovar Typhi no existe una ideal con alta inmunogenicidad duradera, además de que todas

son contra fiebre tifoidea y no existe protección contra la gastroenteritis producida por

serotipos no Typhi. Por esta razón es de suma importancia continuar con el estudio de la

patogenia de la infección por esta bacteria desde el punto de vista de bases moleculares,

para con esto tener mejores armas para la prevención y tratamiento de esta enfermedad.
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Hipótesis y Objetivos

Hipótesis:

La inducción de macropinocitosis y fagosomas gigantes es determinante y parte esencial en

la virulencia de Salmonella typhimurium para causar fiebre tifoidea en el modelo murino.

Objetivo general:

Comparar la virulencia de una cepa mutante deficiente en la inducción de macropinocitosis

y fagosomas gigantes con la cepa silvestre en el modelo de fiebre tifoidea murina.

Objetivos particulares:

1.- Determinar la Dosis Letal 50 (DLso) para Salmonella typhimurium Cepa Silvestre y la

mutante 1284 por vía oral e intraperitoneal en el modelo murino.

2.- Describir las diferencias en la colonización de Salmonella typhimurium Cepa Silvestre y

la mutante 1284 en hígado y bazo.

3.-Detenninar la presencia de Salmonella typhimurium Cepa Silvestre y la mutante 1284

dentro y fuera de macrófagos en cortes de hígado, bazo e íleon de ratón por medio de

tinciones con inmunof1uorescencia.
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Materiales y Métodos

CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Las cepas utilizadas en este estudio fueron Salmone/la enterica Serovar Typhimuriurn

ATCC 14028 Cepa Silvestre con virulencia completaf y Salmone/la enterica Serovar

Typhimuriurn 1284, Cepa Mutante, con atenuación en la inducción de MPC y formación de

FG26
. El crecimiento de las bacterias en medio líquido se realizó en medio Luria Bertani

(LB) adicionado de antibióticos, Kanamicina (Kn) 25~glmL y Cloramfenicol lSug/ml.

(Cam), para la mutante 1284 y sin ellos para la Cepa Silvestre a 37°C y en condiciones de

aereación. El ajuste de la concentración de bacterias crecidas en caldo se realizó por

. espectofotmetría mediante la determinación de la densidad óptica a 600nm, se midió una

dilución 1:10 de la bacteria hasta obtener un valor de 0.3, el cual corresponde a 109 UFC

(Unidades Formadoras de Colonias)/mL de acuerdo a una curva de crecimiento

desarrollada previamente en nuestro laboratorio . El crecimiento de las bacterias en medios

sólidos se realizó adicionando los marcadores requeridos para cada caso a una temperatura

de incubación de 37°C.

DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL 50 (D~)

Para la infección se emplearon ratones del género femenino de la cepa BALB/c , de 6 a 8

semanas de edad, sanos y de peso similar. Los animales fueron proporcionados por el

Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Para el experimento se crecieron las bacterias en caldo (LB) para la cepa silvestre (CS) y

adicionado de c1orarnfenicol (Cam) l Sug/ml, y kanamicina (Kn) 25~glmL para la cepa

mutante 1284, manteniendo a 37 "C en aerofilia y con rotación en un Roller Cell

product ion Prum Bellco Glass, hasta alcanzar la fase logarítmica tardía . El número de

bacterias se determinó en un espectrofotómetro Espectronic Génesis 5 mediante la

medición de la densidad óptica a 600 nm y el número de bacterias viables en el inóculo se
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determin ó por cuenta en placa de las UFC/mL, sembrando las diluciones correspondientes

en agar LB adicionado de Cam, Kn y el sustrato cromogénico 5-brom0-4-eloro-3-indol

fosfato BCIP de AMRESCO (XP) a una concentración de 40mg!mL27 para el caso de la

1284 y XP solamente para la CS. Para la infección por vía oral se inocularon grupos de 6

ratones, administrando dosis de 103,104 y 105 bacterias en 0.3mL de vehículo para la CS ;

para la mutante 1284 se administraron dosis de 104
, 105

, 106
, 107 Y 108 bacterias en 0.3 MI

de vehículo. La inoculación oral se hizo con dos horas de ayuno previo del animal, usando

una aguja de punta roma esférica de acero inoxidable estéril, con la cual aseguramos la

administración directa al estómago, el vehículo empleado fue NaHC03 (bicarbonato de

sodio) O.lM para neutralizar la acidez gástrica \. Como control se incluyó un grupo de 6

ratones inoculados en las mismas condiciones, pero administrándoles únicamente el

vehículo, sin bacteria. En todos los grupos se hicieron coprocultivos previos como control y

posteriores a la inoculación y después diariamente hasta el fallecimiento de los animales

con el fin de determinar la presencia de la bacteria. Los cultivos se hicieron en agar

Salmonella-Shigella (S.S.) de DIFCO adicionado de Cm y Kn para la mutante 1284 y sin

ant ibióticos para la CS para así asegurar la recuperación de la cepas inoculadas. Se

confirmó el aislamiento de Salmone/la typhimurium mediante la realización de pruebas

bioquímicas de acuerdo al esquema establecido para esta especie" , además mediante

serotipificación por el método de aglutinación en placa utilizando sueros antisalmonella del

grupo B (somático). Los animales se observaron cada 24 horas durante 10 días registrando

el estado individual y la fecha de muerte. El cálculo de la DL50 se hizo de acuerdo al

método establecido por Reed y Muench 29.

Para la inoculación por vía intraperitoneal, se crecieron y ajustaron las bacterias en la forma

descrita anteriormente para vía oral. Grupos de 6 ratones fueron inoculados empleando

jeringas de insulina, con dosis de 10, 102
, 103 Y 104 bacterias para la CS y de 102

, 103 y 104

bacterias para la mutante 1284, en 0.3mL de vehículo. Como control se incluyó un grupo

de 6 ratones el cual se inoculó únicamente con el vehículo, 0.3mL de agua estéril libre de

pirógenos. Los animales fueron observados cada 24 horas durante 10 días registrando datos
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de enfermedad y fecha de muerte. El cálculo de la DL50 se hizo de acuerdo al método

establecido por Reed y Muench 29.

COLONIZACIÓN A HÍGADO Y A BAZO

Se infectaron grupos de 6 ratones del género femenino, cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de

edad, sanos y de peso uniforme, proporcionados por el Bioterio de la Unidad de Medicina

Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM. La infección se realizó por vía oral

siguiendo la metodología mencionada anteriormente para el ajuste e inoculación de la

bacteria por vía oral con la CS y con la mutante 1284, empleando para ambos casos una

dosis de 105 bacterias en 0.3 mL de NaHC03
1

. Los ratones fueron sacrificados por

dislocación cervical a las 48, 72 Y 120 horas posteriores a la administración, obteniendo

previo sacrificio, hemocultivos y coprocultivos. Los hemocultivos se sembraron en agar LB

adicionado de Kn, Cam y XP para el caso de la mutante, y XP solamente par la CS. Los

coprocultivos fueron sembrados en agar SS adicionado de Kn y Cam para la mutante 1284

y sin antibióticos para el caso de la CS y el grupo control. Se realizó la confirmación del

aislamiento de Sa/monel/a typhimurium mediante la realización de pruebas bioquímicas de

acuerdo al esquema establecido para esta especie 28.

De los grupos de 6 ratones, 3 fueron empleados para el estudio de colonización a hígado y

bazo y 3 fueron empleados para los estudios de inrnunofluorescencia.

Una vez sacrificado el ratón se disectó el hígado y el bazo en condiciones de asepsia, se

pesaron en una balanza Sartorius BL61O, fueron colocados en PBS adicionado de

gentamicina para matar todas las bacterias que se encontraran extracelulares'" y finalmente

se depositaron en 4mL de agua destilada estéril, para con esto propiciar la lisis de las

células que tenían en su interior a la Sa/monel/a y que ésta fuera Iiberada3 1
. El órgano fue

homogenizado, se hicieron las diluciones pertinentes sembrándose alícuotas de 100llL del

homogenizado y de éstas en agar LB adic ionado de XP, Cam y Kn para la mutante
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1284 Y XP solamente para la CS y el grupo control. De esta forma se determinaron las

UFC/g de órgano" . Se confirmó la identidad de Sa/mone/la typhimurium mediante la

realización de pruebas bioquímicas de acuerdo al esquema establecido para esta especie'" .

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE CÉLULAS MAC+ CON BACTERIAS
DENTRO.

En condiciones de asepsia se disectaron el hígado, el bazo y las Placas de Peyer (PP) del

íleon terminal de cada ratón 32
-
34

. El órgano se incluyó en Tissuetek OCT y se conservó a

-20°C para hacer estudios de cortes de tejidos mediante inmunofluorescencia' v" . Para los

estudios con inmunof1uorescencia se hicieron cortes en un criostato MINITüME, con un

grosor de 311m. Fueron depositados en laminillas silanizadas Silane-Prep Slides Sigma

Aldrich y fijados con acetona fría por un periodo de 15 minutos. Con este tratamiento los

tejidos pudieron ser almacenados en refrigeración a 4°C para su uso posterior en tinciones.

Para realizar las tinciones con inmunof1uorescencia, se emplearon los cortes tratados de la

manera mencionada. En cajas de Kopling se eliminó el Tissuetek de los tej idos

sumergiendo las laminillas en PBS por un periodo de 10 minutos, una vez terminado este

tiempo se hizo el bloqueo de dichos tejidos empleando inmunoglobulinas humanas a una

concentración de IOOllg/rnL durante toda la noche a 4°C en cámara húmeda. Terminado

este tiempo se adicionó el anticuerpo primario, anticuerpo monoclonal antisalmonella

hecho en conejo a una dilución de 1:5000, se incubó a 37°C durante 1 hora en cámara

húmeda. Se colocó el anticuerpo secundario, anticuerpo monoclonal ami-conejo conjugado

con TRITC Sigma-Immunochemicals y se incubó durante una hora a 37°C en cámara

húmeda y en oscuridad. Al terminar esta incubación se hicieron lavados con PBS-albúmina

0.2% para eliminar el anticuerpo que no reaccionó, se adicionó el anticuerpo que nos sirvió

como marcador celular, a-MACl (obtenido de sobrenadante de la línea celular TIB128 a

una dilución de 1:50), se incubó durante una hora a 37° C en cámara húmeda y oscuridad,

se hicieron lavados con PBS-albúmina 0.2%. Se aplicó un anticuerpo secundario a-rata

conjugado con FITC de DAKü a una dilución de 1:1000 Yse incubó durante una hora a
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37°C en cámara húmeda y oscuridad. Al término del tiempo de incubación se hicieron

lavados con PBS-albúmina 0.2% y sin dejar que los tejidos se secaran, fueron montados,

empleando para ello un líquido de montaje especial para inmunofluorescencia, Vecta

Shield de Vector Laboratory. Entre cada adición de anticuerpo se bloquearon los tejidos

con inmunoglobulinas humanas a una concentración de 100J.1g1mL durante una hora. Las

laminillas fueron observadas en un microscopio Nikon Eclipse con el objetivo de irunersión

100X. Las laminillas fueron leídas contando las bacterias encontradas en toda la superficie

del tejido y determinando cuántas de éstas se encontraban dentro de células MAC positivas.
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Resultados

La mutante 1284 tiene virulencia disminuida en el modelo de fiebre tifoidea murina.

La determinación de la Dosis Letal 50 (DLso) es ampliamente usada como marcador de

virulencia de una cepa, por lo que se decidió comparar este parámetro entre las dos cepas,

tanto por vía oral como por vía intraperitoneal (IP). Puede observarse que la cepa mutante

1284 tiene virulencia disminuida en el modelo de infección de este estudio pues se observa

un incremento de casi 3 logaritmos en la determinación de la DLso comparada con la es
por vía oral (Figura 2) y por vía IP el incremento es de un logaritmo (Figura 5),

corroborándose de esta forma la atenuación de la virulencia en la mutante 1284 con defecto

en la inducción de MPe y formación de FG. Se muestran los resultados completos de la

determinación de la DL50 por el método descrito por Reed y Muench" ( Figuras 3, 4, 6 Y7)

para ambas vías de inoculación y para ambas cepas en estudio .

La detección de la mutante 1284 en hígado y bazo es significativamente menor en

comparación con la es
Una vez que se había observado que la mutante 1284 era menos virulenta (determinación

de la DLso) se procedió a observar la colonización de esta cepa comparando con la es en

órganos blanco, hígado y bazo, para lo cual se infectaron ratones disectándose el hígado y

el bazo a diferentes tiempos de infección, haciendo homogenizados y recuperándose

bacteria viable. Se puede observar que la mutante 1284 es transportada a estos órganos pero

se detectó significativamente en menor cantidad, encontrándose una diferencia sumamente

marcada a los 5 días post-infección (Figura 8). Otro dato importante es que la bacteria se

detecta en estos órganos hasta después de las 48 horas, a pesar de que se tengan

hemocultivos positivos a partir de las 48 horas posteriores a la inoculación (Figura 10).

Al realizar la disección de los órganos se observó una notable esplenomegalia, siendo ésta

una de las caracteristicas fisiopatológicas de esta enfermedad, por lo cual se decidió realizar

una comparación entre el peso y tamaño de estos órganos en los diferentes grupos en
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estudio (Figura 9). En la fotografía se observa un visible incremento en el tamaño de los

bazos tanto de los ratones inoculados con la mutante 1284 así como con la CS, comparados

con el del grupo control. De igual manera se observa un incremento en el peso del bazo en

los ratones inoculados con la CS y con la mutante 1284 comparados con el grupo control.

Puede observarse que existe una diferencia marcada si se comparan los pesos de los

órganos de los ratones inoculados con la mutante 1284 y con la CS con los del grupo de no

infectados, pero no hay diferencia si se comparan los pesos de los órganos de la CS y de la

mutante 1284, es decir, en ambos grupos la esplenomegalia es de magnitudes equiparables

(Figura 9).

Los signos de enfermedad sistémica son menores en la cepa 1284 en comparación con

laes.
Como parte del análisis de virulencia se registraron los datos de enfermedad de ambos

grupos de ratones inoculados comparándolos con el grupo control, como resultado de estas

observaciones se tiene que el ratón inoculado con la CS muestra piloerección sumamente

marcada, respiración agitada, baja de peso y postración (Figura 11). Hecho que no sucede

con el ratón inoculado con la mutante 1284 (Figura 11) donde el ratón tiene una

piloerección a penas visible, no tiene la respiración agitada ni baja de peso y tampoco

muestra signos de postración, tiene un aspecto muy parecido de grupo de ratones no

infectados (Figura 11).

En hígado, bazo y Placas de Peyer la mayoría de las Salmonel/a se encuentran en

células que no son macrófagos

Ya se ha demostrado mediante diferentes formas que la cepa mutante es menos virulenta,

pues por un lado, por estudios realizados in-vitro, se observó que sobrevive menos en

macrófagos murinos y que además es menos citotóxica para ellos; in-vivo, se demostró que

la DLso para la mutante 1284 es mayor por ambas vías probadas y que además esta cepa

coloniza y se replica significativamente menos que la CS en hígado y bazo. Una pregunta

obligada es si la mutante 1284 permanece en mayor o menor grado en macrófagos de los
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órganos blanco en comparación con la CS. Con este fin se hicieron dobles tinciones para

colocalizar bacteria y marcadores de macrófagos en tejidos de animales infectados. SE

utilizaron anticuerpos específicos y fueron examinadas empleando para ello la técnica de

microscopía con inrnunof1uorescencia. Se contaron cuántas bacterias se encontraban dentro

de las células MAC positivas (macrófagos) y cuántas fuera de éstas. Esto se ejemplifica en

las fotografias de la Figura 16. Como resultado del conteo de bacterias en el tejido se puede

observar una tendencia a encontrar menor cantidad de éstas en los tejidos correspondientes

a los ratones inoculados con la mutante 1284 y mayor cantidad en los correspondientes a

los inoculados con la CS (Figura 13). Por otro lado, los resultados muestran que la mayor

parte de las bacterias en los tejidos se encuentran fuera de macrófagos (Figura 12). Los

resultados completos de este conteo se muestran en la Figura 14 para la mutante 1284 yen

la Figura 15 para la CS.
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La determinación de la DLso ha sido ampliamente usada como marcador de virulencia, pues

mediante esta determinación se puede tener una idea de la cantidad de bacterias requeridas

para que la mitad de la población en estud io muera . Al realizar esta metodología

paralelamente con un control se puede estimar de una manera muy certera la virulencia de

una cepa mutante, como es el caso en este estudi036
•
37

. Se sabe que la DLsopor vía oral para

la CS es de aproximadamente 106 bacterias", en este modelo este valor no se obtuvo, la

dosis encontrada por nosotros fue un poco menor pero coincide con lo reportado por Miller

y cols." , esto puede explicarse debido a la variabilidad biológica de los animales, ya que al

hacer estudios in-vivo quedan muchos factores dificiles de controlar por el experimentador.

Como se observa en la Figura 2 la DLso para la mutante 1284 fue mucho mayor que para la

CS, ya qua para poder alcanzar la DLsopara la mutante se requirió de casi 3 logaritmos más

de dosis de bacterias , es decir, de casi 1000 veces más bacterias que en el caso de la CS,

este hallazgo correlaciona con lo encontrado en los estudios previos a este trabajo

real izados in-vitro en los cuales se infectaban monocapas de macrófagos y se evidenciaba

que esta mutante era menos virulenta para estos , ya que igualmente se realizaron

determinaciones de citotoxicidad de la mutante 1284 comparada con la CS en macrófagos

murinos , siendo la primera menos citotóxica que la CS. El hecho de que se requiera de

1000 veces más cantidad de bacterias para alcanzar la DLso para la mutante habla de una

verdadera atenuación en la virulencia de esta cepa y de la importancia de la MPC y de la

formaci ón de FG para la patogenia de la enfermedad, pues a pesar de que los ratones se

enfermaban, hecho que se corroboró al hacer los estudios de colonización, su estado

fisiológico era casi equiparable al de los ratones del grupo de no infectados, es decir, tenian

poca piloerección y no mostraban postración (Figura 11). Al hacer los coprocultivos

posteriores a la inoculación siempre se recuperó la bacteria en todos los ratones inoculados,

tanto para el grupo inoculado con la CS como para el grupo inoculado con la mutante 1284,

así que en realidad se tiene la certeza de que los animales contrajeron la infección . Un

hecho que vale la pena mencionar es que al t érmino de la realización de la DLso por vía oral

la mayoria de los ratones infectados con la CS murieron con el paso del tiempo, en el caso
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del grupo correspondiente a la mutante 1284 quedaron ratones vivos, pero a diferencia de

los correspondientes al grupo de la CS estos ratones se recuperaron, es decir, mostraban

signos de enfermedad pero al paso de los días estos signos fueron desapareciendo y

finalmente los ratones se observaban como el grupo de ratones no infectados, lo que

posiblemente sugiere que de alguna manera los ratones inoculados con la cepa mutante

1284 autolimitaron la infección. Para comprobar esto tendría que hacerse un seguimiento

de más días de estos ratones y determinar UFC/g a tiempos tardíos después de la

inoculación en diferentes órganos como el hígado y el bazo para observar si

verdaderamente se llevó a cabo un aclaramiento total de las bacterias o autolimitan la

enfermedad y quedan como portadores asintomáticos.

Por otro lado en la Figura 5 se determinó la DLso para ambas cepas en estudio por vía

intraperitoneal, se puede observar que tal como está reportado la DLso para la CS está muy

cercana a 10 bacterias, en algunos artículos se reporta que esta dosis es menor a 30

bacterias30
,37, pero más exactamente se sabe que esta dosis es de 10 bacterias' . La DLso para

la mutante 1284 fue mayor comparada con la CS, pero este incremento no es tan dramático

como lo fue por vía oral, pues para este caso se requirió sólo de 10 veces más bacterias, es

decir, la DLso para esta mutante 1284 es de 100 bacterias. Como se menciona anteriormente

este incremento no es tan notable como para el caso de la DLso por vía oral en la que se

tenía una diferencia de 3 logaritmos, mientras que para el caso de la vía intraperitoneal se

tiene la diferencia de sólo un logaritmo, este hecho estaría hablando de que en verdad es

determinante para la mutante probada en este estudio el paso del intestino al torrente

sanguíneo, es decir, el hecho de tener que atravesar barreras fisicas que comienzan desde el

pH ácido del estómago y culminan con el paso de la bacteria a través del epitelio intestinal,

es decir, que tiene una gran importancia la inducción de MPC y la formación de FG a nivel

de barrera intestinal. Por los datos obtenidos mediante la determinación de la DLso

podemos pensar que para la mutante 1284 el paso a través del intestino es determinante

para su virulencia, pues por vía intraperitoneal este paso se obvia colocando a la bacteria
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directamente en el peritoneo donde tiene paso libre al torrente sanguíneo y así puede

diseminarse libremente y establecer contacto con células que pueden transportar a la

bacteria a nódulos linfáticos, hígado, bazo, médula ósea, etc.

Como puede observarse en la Figura 8 la bacteria se detecta en el hígado y el bazo hasta las

72 horas posteriores a la inoculación, a pesar de que a partir de las 48 horas se tengan

hemocultivos positivos para ambos grupos (Figura 10). Estos datos coinciden con

experimentos hechos con anterioridad en nuestro laboratorio. También la gráfica nos

muestra que hay diferencia significativa en la cantidad de bacterias recuperadas a las 72

horas post-inoculación entre el grupo de ratones infectados con la CS y los infectados con

la mutante 1284, pero a los 5 días post-infección esta diferencia es sumamente marcada

(Figura 8), hecho que de alguna manera ya se esperaba, pues según los estudios previos

realizados in-vi/ro para la mutante se observó que sobrevivía menos que la es al realizar

infecciones en monocapas de macrófagos murinos, estos datos correlacionan con lo

encontrado por Richter y cols. en cuanto a que ellos encuentran mayor cantidad de bacterias

en bazo con respecto a las encontradas en hígado" . Lo que es interesante en este punto es

que según los datos de la DLsoel paso a través de la barrera intestinal es determinante para

la virulencia de la mutante 1284, por lo que en un principio se llegó a pensar que muy

probablemente la mutante 1284 no llegaría a colonizar hígado y bazo, pero al realizar ·este

experimento se constató que sí colonizaba y además de que colonizaba la bacteria se

replicaba en estos órganos, claro que comparada con la CS la mutante lo hacía

significativamente en menor cantidad, lo que también habla de una atenuación en la

virulencia pues sobrevive menos, es decir es más susceptible al ataque de los mecanismos

de protección del sistema inmune del ratón, recordemos que la replicación de la bacteria en

hígado y bazo depende en gran parte del fondo genético de la bacteria". Por otro lado se

puede pensar, por los datos de la DLso, que la mutante 1284 pasa en menor cantidad la

barrera intestinal pero las bacterias que logran pasar finalmente colonizan y se replican en

el hígado y en el bazo. Lo que valdría la pena realizar es una cinética a un mayor tiempo
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post-infección para tratar de evidenciar qué es lo que pasa al transcurrir el tiempo y ver si el

número de bacterias recuperadas de los órganos disminuye hasta desaparecer por completo

para apoyar la hipótesis de que el ratón inoculado con la cepa mutante 1284 podría de

alguna manera autolimitar la enfermedad.

Igualmente vale la pena analizar lo observado en la Figura 9, la esplenomegalia observada

en ambos grupos de ratones en estudio, tanto los inoculados con la CS como los inoculados

con la mutante 1284, puede observarse una diferencia en el peso y el tamaño del órgano

comparado con el tamaño del bazo correspondiente al grupo control, ésta es casi de 1 cm,

esto puede ser debido a una congestión originada por la migración de células a este órgano

como parte de la respuesta inmune generada por la invasión de la bacteria.

Una vez que se habían hecho los estudios de colonización y se comprobó que la 'cepa

mutante colonizaba los órganos estudiados mediante la recuperación de bacteria viable en

ellos lo que proseguimos a hacer fue la localización de las bacterias en células MAC

positivas, que para este caso serían macrófagos, pues todos los estudios previos a este

trabajo se realizaron en estas células. Como puede observarse en la Figura 13 la tendencia

encontrada en los experimentos de colonización mediante la determinación de UFC/g de

hígado y de bazo se mantiene, ya que se puede observar que en general es mayor la

cantidad de bacteria encontrada en los cortes correspondientes a la CS comparados con los

de la mutante 1284. Cabe aclarar que no se esperaba encontrar cantidades tan grandes de

bacterias en las laminillas como se muestra en la Figura 8 puesto que esos datos se reportan

como UFC/g de órgano, se puede observar en la Figura 9 que el peso del bazo de un ratón

se encuentra aproximadamente en O.lg, la décima parte de un gramo, pero además ¿cuánto

puede pesar una sección de este tejido que tiene un grosor de 311m?, esta es la razón o una

forma de explicar el por qué de encontrar pocas bacterias en el tejido. Además de lo

explicado, en algunos estudios encuentran mediante microscopía una cantidad mayor de

bacterias" pero en este estudio inoculan a los ratones por vía intraperitoneal , con lo cual se
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está colocando a la bacteria prácticamente en el torrente sanguíneo, una condición

totalmente diferente a la establecida en nuestro estudio.

Lo importante es ver que la tendencia observada en la determinación de UFC/g de órgano

se mantiene (Figura \3) aunque igualmente hay que decir que las desviaciones son muy

grandes para algunos casos como lo es para la parte correspondiente al hígado de la cepa

mutante 1284 y la CS en las que mediante las desviaciones podemos observar que no

existen diferencias, nuevamente cabe aclarar que éste no es el mejor método para establecer

cuentas de bacterias ya que no se pueden comparar las secciones de tejido en cuanto a área

observada para cada uno de los cortes ya que las porciones incluidas no tienen

necesariamente la misma superficie.

Como se discutió en el párrafo anterior se observó que la tendencia de la cantidad de

bacterias en el tejido se mantenía de acuerdo a lo encontrado en el experimento de

colonización (Figura \3), entonces lo que prosiguió fue establecer en qué células se

encontraban las bacterias en el tejido estudiado, para ello se hizo tinción cin

inmunofluorescencia para detectar tanto a la bacteria como al marcador celular MACl y

para tener un mejor manejo de los datos se decidió establecer el porcentaje de bacterias con

respecto al total de ellas en el tejido que se encontraban dentro de células MAC positivas,

estos datos se encuentran reportados en la Figura 12. Lo que es interesante y de llamar la

atención en esta parte es que puede observarse para todos los tejidos en estudio y para

ambas cepas, la CS y la mutante 1284, que un bajo porcentaje de bacterias se encuentran

dentro de macrófagos, entonces la pregunta obligada en este punto seria, ¿dónde están el

resto de las bacterias?, es decir, ¿en qué células se encuentran estas bacterias? Recordemos

que todos los estudios previos a este trabajo se realizaron in-vitro y que las células

empleadas siempre fueron macrófagos, entonces, lo que podría hacerse serian estudios in

vitro de la mutante con otros tipos de células como linfocitos T o linfocitos B, células

dendríticas, etc. para observar qué es lo que pasa con esta bacteria en otras estirpes

celulares. En el caso de células dendríticas se sabe que pueden participar en la captación de
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la bacteria desde el epitelio intestinal y fagocitarla permitiendo así su diseminación a otros

órganos.33
,40 También se ha visto la implicación de células CDI8+ en la disemiñación

extraintestinal de la bacteria a órganos linfoides." Recientemente se examinó el papel de

linfocitos B, células no fagocíticas, en el procesamiento de Salmonella y se observó que

ésta sobrevive mejor en linfocitos B preactivados con interferón gama que en macrófagos

preactivados de la misma manera.? Esto podría estar sugiriendo de una manera

contundente la importancia de la participación de células diferentes a macrófagos

implicadas en la diseminación y procesamiento de Salmonella.

Finalmente y recapitulando, ya se demostró mediante la realización de la DL50 por ambas

vías que la cepa mutante 1284 es menos virulenta que la CS, que sí llega tanto a hígado

como a bazo y que se replica en estos órganos pero en una cantidad significativamente

menor pues a los 5 días post-infección existe una marcada diferencia entre el número de

bacterias en ambos órganos, esto nos hablaría de que puede resistir menos el ataque del

sistema inmune y que la inducción de MPC y formaci ón de FG es realmente esencial en la

patogenia de Salmonella. Por otro lado al observar los tejidos teñidos con

inmunofluorescencia puede observarse que sólo un pequeño porcentaje de bacterias se

encuentran dentro de macrófagos, entonces podría pensarse en la implicación de células

diferentes a los macrófagos involucradas en la diseminación y además que Salmonella

pueda usarlas como reservorio. Esta posibilidad abre nuevas líneas de investigación en las

que puede tratarse de encontrar la participación de las demás células del sistema inmune en

la infección por Salmonella y además el comportamiento de estas células con la mutante

analizada en este estudio.
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Conclusiones

\.- La determinaci ón de la DLso por ambas vías de inoculación, oral e intraperitoneal,
demuestra que la cepa mutante 1284 es menos virulenta al requerir aproximadamente 1000
veces más dosis de bacterias que la es por vía oral y 10 veces más por vía intraperitoneal.

3.- Las diferencias significativas en colonización en hígado y bazo para ambas cepas
corroboran los datos obtenidos a partir de la Dl-so al ser estos colonizados en menor
cantidad por la cepa mutante 1284 comparados con la es.

4.- Según el conteo de bacterias dentro de macrófagos mediante tinción con
inmunofluorescencia de las secciones de tejidos puede pensarse que el macrófago no es el
principal reservorio de Salmonella al encontrarse un bajo porcentaje dentro de estas células
y con esto la posible implicación de células diferentes a macrófagos involucradas en el
transporte y diseminación de Salmonella.

5.- La atenuación en la inducción de MPe y formaci ón de FG de la mutante 1284 no se
asocia directamente a su capacidad de diseminación a órganos blanco, pero este fenotipo sí
está implicado en la disminución de la virulencia y replicación en este modelo de infección.
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Figuras

LA MUTANTE 1284 TIENE VIRULENCIA DISMINUIDA EN EL MODELO DE
INFECCIÓN DE FIEBRE TIFOIDEA MURINA

DL 50 para es y 1284 por vía oral
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%
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es 1284

27.27 NDa

54.55 5.56
83.33 7.69
ND 15.38
ND 40

ND 80

Figura 2. Determinación de la DLso para la CS y la 1284 por vía oral. Se infectaron 6
ratones por grupo con las dosis indicadas usando como vehículo NaHC03 \ . Se dio
seguimiento durante 10 días registrando cada 24 horas signos de enfermedad y muertes.

Para la Cepa Silvestre

FIgura 3. Resultados completos de la determinaci ón de la DLsü para la CS, empleando la
metodología descrita por Reed y Muench'".

TOTAL

GRUPO DOSIS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS %
MORTALIDAD

1 10 3 3 3 8 3 27.27
2 lO' 3 3 5 6 54.55
3 10) 2 4 2 10 83.33

.,
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Para la mutante 1284

TOTAL

GRUPO DOSIS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS %
MORTALIDAD

l 10' 5 l 22 1 4.35
2 10) 6 O 17 1 5.56
3 IO b 5 l 11 2 15.38
4 10 4 2 6 4 40.00
5 1O ~ 2 4 2 8 80.00

Figura 4. Resultados completos de la determinaci ón de la DLso para la cepa 1284,
empleando la metodología descrita por Reed y Muenclr".

DL 60 para es y 1284 por via IP

%
120

DOSIS MORTALIDAD
100 (bactlO.3mL) es 1284

'i 80

/
10 42.86 25:>!

~ 60 I : es I 100 88.89 58.33
o ___ 1284
:;¡

40 1000 100 75
~

20
10000 100 ND"

o
1 10 100 1000 10000

Dosis (bacterias)

Figura s. Determinación de la DLso para la es y la 1284 por vía intraperitoneal. Se
infectaron 6 ratones por grupo con las dosis indicadas usando como vehículo agua calidad
inyectable líbre de pirógenos. Se dio seguimiento durante 10 días registrando cada 24
horas signos de enfermedad y muertes.
aND. Dato no determinado
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Para la Cepa Silvestre:

TOTAL

GRUPO DOSIS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS %
IMORTALIDAD

1 10 3 3 4 3 42.86
2 10 2 1 5 1 8 88.89
3 IO J O 6 O 14 100.00
4 10 4 O 6 O 20 100.00

Figura 6. Resultados completos de la determinación de la DLso para la es por vía IP,
empleando la metodología descrita por Reed y Muench29

.

Para la mutante 1284:

TOTAL

GRUPO DOSIS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS %
MORTALIDAD

1 IO L 4 2 6 2 25.00
2 IO J 1 5 5 7 58.33
3 10 • 1 5 4 12 75.00

FIgura 7. Resultados completos de la determinaci ón de la DLso para la mutante 1284 por
vía IP, empleando la metodología descrita por Reed y Muench29

.

EST
E
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Figuras

LA LLEGADA Y REPLICACIÓN DE LA MUTANTE 1284 EN HÍGADO Y BAZO
ES SIGNIFICATIVAMENTE MENOR EN COMPARACIÓN CON LA CS

106

10°......._--

Grupo Control
Hígado CS
Bazo CS

D Hígado 1284
Bazo 1284

48 horas 72 horas 5 días

Figura 8. Colonización en hígado y bazo para la CS y la mutante 1284 a diferentes
tiempos de infección. Se infectaron grupos de 3 ratones BALB/c con una dosis de 105

bacterias y fueron sacrificados por dislocación cervical a diferentes tiempos post
infección. Se disectaron el hígado y el bazo en condiciones de asepsia y fueron
homogenizados, se sembraron alícuotas de 100¡JL en agar LB adicionado .de los
marcadores requeridos. Las barras muestran la desviación estándar de cada experimento.
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Figuras

AMBOS GRUPOS DE RATONES, INOCULADOS CON LA MUTANTE 1284 Y
CON LA CS, MOSTRARON UNA NOTABLE ESPLENOMEGALIA
COMPARADOS CON EL GRUPO CONTROL

PESODEL
GRUPO BAZO

(~)

CS48hrs 0.12
128448 hrs 0.127
CS 72 hrs 0.12

128472 hrs 0.12
CS 5 días 0.153

12845 días 0.14
Controles No 0.09

infectados

Figura 9. Comparaci ón del peso y tamaño de los bazos en los diferentes grupos de
ratones inoculados compamdos con el grupo control. El peso reportado es el promedio
de los pesos individuales del órgano en el grupo de 3 ratones.
1, Grupo control; 2, Cepa Silvestre; 3, Mutante 1284

SE ENCUENTRAN BEMOCULTIVOS POSITIVOS A PARTIR DE LAS 48 HORAS
POSTERIORES A LA INOCULACIÓN

GRUPO HEMOCULTIVO
CS48 Horas +

1284 48 Horas +
CS 72 Horas +

128472 Horas +
CS 5 días +

12845 días +
Controles No

infectados -

Figura 10. Diseminación a sangre a diferentes tiempos post-infección para la CS
y la mutante 1284. Previos al sacrificio se tomaron hemocultivos por punc ión
cardiaca a todos los ratones, se sembraron directamente en agar LB adicionado
de los marcadores correspondientes. + Indica hemocultivo positivo, - Indica
hemocultivo negativo
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Figuras

MANIFESTACIONES DE ENFERMEDAD DE LOS RATONES INOCULADOS
CON LA MUTANTE 1284 ES COMPARABLE AL DE WS RATONES DEL
GRUPO CONTROL

Figura 11. Fotografia de un ratón inoculado con la CS (A), con la mutante 1284 (B),
Y con vehículo NaHC03 (grupo control NO INFECTADO) (C), 5 días post
infección.

32



Figuras

LA MAYOR PARTE DE LAS BACTERIAS ENCONTRADAS EN LOS TEJIDOS
EN ESTUDIO ESTÁN LOCALIZADAS FUERA DE MACRÓFAGOS

CS 1284
Bazo(%) Hígado(%) Intestino(%) Bazo(%) Hígado(%) Intestino(%)

1 20 O 40 22.2 O O
2 11.1 O O 20 O O
3 14.3 16.7 60 O O 66.7
4 22.2 O 50 20 O 33.3
5 27.3 20 33.3 33.3 O O

Promedio 18.98 7.34 36.66 19.1 O 20
Dr 6.41 10.11 22.85 12.01 O 29.82

Figura 12. Porcentaje de bacterias con respecto al total de ellas encontradas dentro de
células MAC positivas en los respectivos tejidos en estudio. Se reportan los datos
correspondientes a ambas cepas en estudio.
"Desviación Estándar.

SE CONSERVA LA TENDENCIA ENCONTRADA EN LOS ESTUDIOS DE
COLONIZACIÓN EN HÍGADO Y BAZO

CS 1284
Bazo Hígado Intestino Bazo Hí~ado Intestino

1 10 3 10 9 5 1
2 9 1 1 5 6 1
3 7 6 5 4 3 1
4 9 4 6 6 4 2
5 11 5 6 6 3 2

IPromedio 9.2 3.8 5.6 6 4.2 1.4
DEa 1.48 1.92 3.21 1.87 1.30 0.55

Figura 13. Número total de bacterias encontradas en el tejido. Los datos reportados
son para ambas cepas en estudio .
a Desviación Estándar .
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Figuras

MUTANTE 1284

Bazo Hígado Intestino
Salmonella +

Salmonella
Salmonella +

Salmonella
Salmonella +

Salmonella
MACO MACO MACO

1 2 7 O 5 O 1
2 1 4 O 6 O 1
3 O 4 O 3 2 1
4 1 5 O 4 1 2
5 2 4 O 3 O 2

Figura 14. Resultados de las cuentas de bacterias dentro y fuera de céhilas MAC positivas
para los tres tejidos en estudio. Los resultados corresponden al grupo de ratones inoculados
con la mutante 1284.
a Número de bacterias encontradas dentro de células MAC positivas

CEPA SILVESTRE

Bazo Híeado Intestino

Salmonella
Salmonella

Salmonella +
Salmonella

Salmonella +
Salmonella+MAC' MACO MACO

1 2 8 O 3 4 6
2 1 8 O l O 1
3 1 6 1 5 3 2
4 2 7 O 4 3 3
5 3 8 1 4 2 4

Figura 15. Resultados de las cuentas de bacterias dentro y fuera de células MAC positivas
para los tres tejidos en estudio. Los resultados corresponden al grupo de ratones inoculados
con laCS.
a Número de bacterias encontradas dentro de células MAC positivas
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Figuras

IMÁGENES DE EJEMPLO PARA EL CONTEO DE CÉLULAS MAC+ CON
BACTERIAS DENTRO Y FUERA DE ELLAS

Figura 16. A, microfotografia de un corte de intestino mostrando una célula
MAC+ con una bacteria en su interior. B, microfotografia de un corte de hígado
mostrando una celula MAC+ con una bacteria fuera, ambos teñidos con a-MACI
y a-rata-FITC, o-salmonella y a-conejo-TRITC.
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