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INTROOUCCION 

En México la fiebre tifoidea contin~a siendo un serlo problema 

sanitario y ha constituido en enfe1-medad de tipo 

endémico, que toma mayor importancia en las poblaciones carent~s 

de agua y de los servicio~ sanitarios b~s1cos. 

En la epidemiolog1a de la fiebre tifoidea tiene gran 

importancia el fecalismo al aire l ib1·e y el manejo inadecuado da 

lo5 alimentos y el agua, que 

los portadores ~5intomAticos. 

contaminados principalmente por 

La riebre tifoidea y las gastroenteritis infecciosas son las 

causas más frecuentes de muerte, entre todas las enfermedades 

transmisibles- La respuesta inmune es uno de los ~actores más 

importantes involucrados en la protecci6n del individuo frente a 

estas enfermedades, partlcular la encontrada nivel de 

mucosas donde se lleva a cabo el pr1mer contacto de la mayorfa de 

los agentes infecciosos el hu~sped: sin embargo, 

desconocen adn en gra.11 parte lc.s mecanismos inmunológicos 

involucra.dos a este nivel, as! como su interacci¿n con el sistema 

inmune sist6mico. 

Debido a que los ratone!! tnfect~dc•s C:c•n 3.f!l!!!~.05:112 ~~Q!:l.!!!!!:!!:.!.Ym 

desarrollan un padecimiento muy similar a la fiebre tifcidea del 

humano, ha utili;::ado este mc•delo para estudiar varic•s de los 



aspec:tos de la rospLteüta inmune genel""ada y su cor\""elacien con el 

gl""ado de protecci.&n • A1..\n cuando los estudios reali.z.ado~ en este 

campo son.concluyentes, muestran que tanto la re5puesta inmune 

humoral como celular~ est!n involucradas en la protección a dicha 

enfermedad, 5iendo entre ellas la m~s estudiada la primera , en 

particular, la generada a nivel sisti:\micc:•, prestb.ndose pcica 

atención la respue~ta l .. 1mune humor a 1 de la intestinal 

<local). 

En estudios en los que se emplea como modelo experimental al 

ratón y §~ ~Yebim~~i~m' las inmunizaciones y/o desaffos al animal 

llevan a cabo por diferentes vfag y esquemas de i.nmuni~aci6n, 

lo cual podrfa ser importante para explicar algunos de los datos 

contradictorios encontrados en la literatura, ya que ha visto, 

que la vta· de administraci&n del ant{geno puede alterar la 

respuesta inmune tanto a nivel local como sist~mico. e incluso 

puede· inducir un estado de tolerancia inmunológica a determinados 

ant!genos cuando utili:a una vfa de inmunizaci6n diferente 

la uti li.zada para el desoaffc,, 

Un estudio que contemple el efecto que tiene el administrar 

antfgeno por diferentes v{as y esquemas de inmun~:acién, sobre la 

respuesta inmune generada a nivel de la mucosa intestinal y 

interacciln con l~ respuesta inmune sistémica no se ha realizado 

aó.n en el modelo animal , de aqul la importancia del pre5ente 

trabajo, el cual se espera pueda contribuir de alguna forma a la 

soluci&n de este grave problema de salud en Méxicc•. 
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OBJETIVOS 

Estudiar la respuesta inmune humcr~l tanto a nivel local como 

sistémico en ratones Balb/c inmuni:ados por vla oral o parenteral 

con §~ ~~abimYC!Ym 

Determinar si existe alguna correlaci6n entre los datos 

cb~enidos y el grado de protecci6n conferido. 
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HIPOTESIS 

Dado que la infe~cion con §~ t~aOLm~ctum en el ratbn produce 

una enfermedad sist~mica y no permanece localizada en la mucosa 

intestinal• serta de esperarse que aquel los mbtodos de 

inmuni~aciOn capaces de gener-ar una bui;ona respuesta inmune local 

y sistlnnica sean los mbs adecuados para ~onferir protección. 



GENERALIDADES 

Caracterfsticas del género §ªlmgogllA 

<y 1 a parte B segó.n el Manual de Bergey> <5>, Son 

microorganismos Gram negativos, sin agrupacibn caracteristica, 

mOviles, no esporulados, crecen muy bien a 37•c en los medios de 

cultivo ordinarios, en los medios sblidos se manifiestan como 

colonia$ 9randes (5-6 mm>, redondas de bordes regulares, convexas 

y de color bl aneo .gri sbceo. Son bacilos facultativos, no 

fermentan la lactosa, ni la salicina, son productoras de ~cido 

5Ulfh:ldrico, no licOan la gelatina ni producen indol. La 

fermentaciOn de carbohidratos sin producc16n de gas es una 

c:aracterlstica de !iielmgc&:ll..e :t::tGb.i.· U6,35> 

Este gónero posee tres clases principales de ant!genos de 

superficie, Weil Felix los denominOi 

a> Ant! geno "H'' flagelar, el cual se presenta las 

proteinas que forman la estructura de los flagelos. bl El 

antígeno "0" somlltico, que está constituf do por pol isacciridos y 

forma parte del lipopolisacárido <LPS> o endoto~ina presente en 



los Gram negativos. Su toxicidad es· 1nespeclfica, y las 

respuestas más evídentes son fiebre y alteraciones de Ja 

permeabilidad capilar, este antfgeno se encuentra en la par-ed 

celular, y su especificidad se altera en la disociacibn colonias 

lisas-colonias rugosas ( S-R >. Las variantes de colonias rugosas 

que carecen de cadenas laterales "O" especificas en el LPS son 

avirulentas, mientras que las variantes de colonias lisas son 

virulentas. e> Antlgeno "V1 •• de superficie, el cual esta" 

constituido por subunidades de ~cido N-acetil galactosa.mi n 

urOnico y se denomina factor de virulencia, que corresponder-fa a 

la cápsula de otros microorganismos, y está presente sólo en 

algunos de los miembros del gdnero. e 16,11,20 J 

En 1856, se describi6 por primera vez la naturaleza infecciosa 

de Ja fiebre tifoidea por William Budd, quien con bases 

epidemiolOQicas, sugirió que la en~ermedad se transmitfa a trav~s 

de agua .contaminada por heces humanas, pero fu~ hasta 1880 cuando 

el bacilo de la tifoidea fUé identificado por Eberth en los 

ganglios mesentéricos y en el bazo de personas muer-tas por dicha 

enfermedad. En 1920, Schct:a hizo primer intento por 

clasificar a este género y, finalmente, Kauffman y White en 1925 

lo clasificaron en grupos dependiendo de los antígfPhos ''O" 

comunes con letras mayúsculas desde la A a Ja I y en especies, 

considerando otros antlgenos "O" y "H'; ~stos áltimos tanto 

fase 1 como en fase 2 y asf se tiene: 
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22cntY'1Ul B>, 2L t~u~m~~L~m, ~L ~eL~~~~~uL~, ~~ OL~~~Otglqtt <a~ 

R~cet~eQi e>, 2~ o~tlagct. §L tY.B.Ul. ~L ~ut~cltL~i~ < 20 >. Sin 

embargo, actualmente la clasificación m~s aceptada es la de 

Ewing, que clasifica al género en tres especies y estas son• ~L 

!~2bi, §~ ~gl~c:§~§Yi§1 Y §~ §D~BCi!~Qi~ 1 el resto de las especies 

reconocidas por Kauffman y White se consideran como variedades o 

biotipos de la especie. ( 73,45 ) 

Enfermedades producidas 

El gbnero §.almgo~ll~ puede causar en el humano gastroenterttis 

principalmente por 2L t~aULmu~l~m y fiL ~Ut~cl~tqi.Ji 1tambibn causa 

fiebres paratifoideas, 

fiebre tifoidea, producida por §~ ~~Qb!· 

Gastroenteritis: Se presenta después de haber ingerido 

alimentos contaminados con bacterias que se multiplican y 

alcan%an un n6mero muy elevado. 

iiene un periodo de incubaciOn de 8 a 48 horas y entre los 

sin tomas que se prEsentan están: ligero ~umento de 

temperatura, náuseas, vdmito 1 diarrea y post.ración¡ 

recuperación suele lograrse en pocos df as. < 10, 60 >. 

la 

la 

Fiebres paratifoideas: Son muy parecidas a la tifoidea pero 

siguen un curso mlt.s leve, se caracterizan por un comiE?n:::o brusco, 
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despu~G de un periodo de 1ncubac1bn de 1(1 d1as 1 con 

escalofr!os y la muyor parte de los stntomas que presenta la 

tifoidea, pero en un grado menor. El curso suele ser m~s breve y 

la mortalidad media m~s baja 1 pero el ónico medio seguro para 

distinguir la tifoidea de la paratifoidea 1 es aislando 

identiTicando al microorganismo Ci\usal. < 8 > 

Fiebre tifoidea1 la enfermedad usualmente comien:::a 

insidiosamente despu~s de un periodo de incubacibn de 7 14 

d~_as, con malestar general, anore>:i a., y dolor de cabe::: a seguido 

por la apariciOn de fiebre. Los microorganismos ingeridos se 

multiplican en el tracto gastrointestinal, particularmente en las 

placas de Peyer, de donde pasan a la circulaciOn diseminAndose 

por todo el cuerpo. La bilis es excelente medio de cultivo 

para §~ ~Y~ht, la capacidad de ~ste para permanecer en el tracto 

biliar puede dar como resultado la apariciOn de portadores 

cr6nicos as1ntomAticos que continuamente e><cretan al 

microorganismo en las heces. 

La fiebre se acompaMa generalmente con relativa bradicardia, 

la postracibn esth usualmente ausente, las distensiont:"s son 

comunes. Pueden estar presentes tos y signos de bronquitis, l~ 

esplenomegalia y leucopenia son frecuentes. En los casos de 

muer1;.e las lesiones mhs prominentes encontradas en las autopsias 

son hiperplasia linfoide, ulceraciones en las placas de Peyer con 

hemorragias o perforación del intestino. (16,84 > 
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Inmunidad Humoral y Celular 

Las enfermedades causi'!dils por al glmero é!:1l!!!Qt:!gl!_!i!, han si do 

objoto de numerosos y il.mpl io!:O eo:;t1..1dios p.ira tratt\r de entender 

meJor tanto los mecan1str.o=. de patogenicidL'ld como los de defensa 

desarrollados por el huésped. 

Va que 2ªlll!QIJ.€!.le tillbJ .. 1 que es el o?:gentP c:aus.;sl de 1 a fiebr"e 

t1to1dea, es sol.amente v1n1l enta pLH"'C\ el hombre y el chimpanct? 

eso, 12> y debido a que los ratones infectados con §.e.. li:t12blIDb!Ci~m 

desar..-ollan \.tn padec1m1ento s1milu.r a la fiebre tifoide.:1 del 

humano, ha L1tilizado este modelo experimental para estudiar 

varios aspectos de la respuesta inmune generada, asi como para 

probar la eficacia de varias VL\cunas constituidas por 

microor9anismos atenuados o muertos y la contribución, tanto de 

la inmunidad humoral celular en la defensa del hubsped 

contra la infecciOn sist~mica ocasionada por § t~~b!mb!t:.iYID 

( 3,40,41 ). 

Sin embargo, esta gran cantidad de informacibn arroja una 

serie de datos contradictorios, asi por ejemplo: En los 

c1:periment.os el ~sicos de Macl:aneoss < 51 > real i z"'dos en r-atones, 

los que se bu~có .;.r:li"irC11r c1.1~l era la importancia de la 

inmunidad humoral y celular en la protecciOn frente a esta 

enfermedad, se vi6 que después de un primer contacto el 

microorganismo administrado i ntravenosé'.mente, animal 

desarrollaba un mecanismo capa;: de destruir una n1..1eva dosis alta 
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de microorganismos • pero era i nea paz de eliminar microorganismos 

de la infección primaria, los cuales constantemente retornüban a 

la cir~ulacibn a partir de los focos necrOticos. Tambi~n 

encentro que la transferencia pasiva de proveniente de 

animales lnfectados activamente o vacunados con microorganismos 

muerto5 por calor, incrementaban la c~pacidad del huésped para 

eliminar los microorganismos c:1rculantc:os, pero no interferlan en 

grado ~ignificativo con la subsecuente multipl1caci6n los 

tejidos. De estos resultados se concluyo que la resistencia de 

los an1m~les activamente infectados dcpendia de la inmunidad 

celular. Posteriormente, otros investigadores coinciden en 

atribuir a los componentes de la inmunidad celular un papel 

importante en la erradicaciOn del microorganismo invasor (13,74> 

y seMalan adembs que los macrófagos activados por la liberaciOn 

de lin+ocinas contribuyen en la proteccibn frente a dicha 

enfermedad 4 ). Otros trabajos no muestran una correlaci6n 

entre la inmunidad celular detectada mediante la prueba de 

hipersensibilidad cutánea de tipo retardado <HTR> y la protecciOn 

conferida ( 33 1 68 1 67 >, lo cual puede indicar que la resistencia 

del huésped la infeccibn, radica entonces en la inmunidad 

humoral. Sln embargo, estudios recientes llevados a cabo 

diferentes cepas de ratones 1 mostraron q1..1e aOn cuando estaba 

presente la inm1..midad celular detectada por otras pruebas en 

algunos casos ésta nos~ detectb al reali~ar la prueba de HTR, lo 

cual indica que l!sta y la inmllnidad mediada por ct?lulas, son 
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regul adtlS por n1er.~ni !?-lflP5 di fer entes y no si empre correl o?.Ci onan 

bien la una con la otra ( 40,25 >. 

Numerosos autores han demostrado quo la inmunidad humoral 

contribuye de maner~ importante a la defensa del huésped contra 

sal monel a < 78, 2, 42 > • Hochadel y col. ( 31 ) , en estudios de 

transferencia pasiva de linfocitos T B provenientes de 

animales inmunizados, encontraron que los Cllt1mos eran los mAs 

importantes para conferir resistencia contra el desafio con § 4 

t~2b~m!::!clym, al menos en la etapa temprana de la infecciOn. 

Kenny y col. e 38 ) , lograron inducir una respuesta protectora 

mediante la inoculaciOn de la bacteria muerta y detectaron 

anticuerpos circulantes con capacidad bacteriol!tica en contra de 

la salmonela, pocos d!as después de la inmuni~acton. Estos datos 

contradicen resultados anteriores en los que se mencionaba que 

solo era posible conferir protecciOn con microorganismos viable& 

y ésta se debfa a la inmunidad de tipo celular < 83 ). 

Numerosos trabajos muestran que vacunas hechas con di~erantes 

cepas de salmonela muerta o extract~s proteicos de las mismas, 

administradas por vla parenter"l' conf 1 eren protecci bn al ratOn 

< 78,2,42.77,44 >. En estudios histopatolOgicos llevados a cabo 

por Nakonec.:na y Hsu < 55 > encentro ql1e la protecciOn 

conferida por el microorganismo atenuado viable, era el resultado 

de mostrar la suma sinérgica de los efectos protectores 

conferidos por la inmunidad celular asi como ta.mbitm de la 

humoral; en cambio las características protectoras conferidas por 



el microorgani5mo muerto par"ecen deberse a los efe-ctos de la 

inmLtnidad humoral, ú.n:ic:amente en estos cases. sa- ob51?r'V<'.'rcn 

móltiples ~ocos de nP.cros:is y m1croatrscesos agudos, ccn 

pr-edomini'o dtt' loa paltmorfonucle~.res <F'MN>. Estas 1 esi ones 

prim.::1rias agr-.:tndaron y lr.s gráni..1\os sn transformaron en 

granulomas por la infíltraciOn prog~e~iva de c:.~lulas 

mononucleares que reemplazaron a los PMN; las lesiones son 

claramente distinguibles de l3s des~rrolladas en ri'tones 

inmuni~ados con la v~cuna avirulenta. En este mismo estudio se 

observb que, aunque 1 a Vi'Cuna obtenida de cepi\S muertas f:'ra 

lncapa:<: di!' inducir HTR contra antlgenos de snlmonel a, ésta 

generaba una respuesta alta de anticuerpos t sin embilrgo, estos 

títulos altos no correlacionab~n con el grado de protecc::ibn. En 

otros trabajos se encentro que vacunas de §~ !~Qh1m~cium tanto de 

mic.roar9anismos vtvos co~o muerto~, adm1nistradas por vfa oral, 

confer!an protección al desaffo con el ~icroorg~nismo virulento, 

y ésta fue superior a la inducida por la vacuna parenteral 

26,66,71 ). 

011'.:\tos recientes indican que la cooperacibn entre anticuerpos 

de la clase IgA y linfocitos T, por m~dio de citotoxic::idad 

dependiente de anticuerpos, juega papel importante ~n la 

defensa contra bacterias de las superficies de las mucosas C57). 

Tagliabue y col. < 56 > encontraron que linfocitos T murinos 

provenientes del intestino pero no de otros tejidos, son capaces 

de ejercer ac.t.ividad anti bacteriana natural contra 
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y la IgA secretora incrementa e5pec!fica y 

sioni f icati vament.e di ch~ actividad induce ac:t.ividC\d 

antibacteriana en c~lulas provenientes del ba~o pero no del timo 

de nbdulon linfAt1co~ periféricos; han obtenido datos 

si mi lares con linfocitos de sangre ~er1f~r1ca humana y 

anticuerpos IgA ( 81 l. Estos datos sugie~en que los mecanismos 

anti bacterianos naturales asi como los dependientes 

anticuerpos pueden ser importantes en la defensa contra ~.L 

1~gbi!r!JJC.iYID• particul a.rmente nivel gastrointestinal, donde 

muchas infecciones bacterianas tienen su primer contacto con el 

sistema inmune del huésped. 

En los tlltimos anos tanto la inmunidad humoral celular 

presente en las mucosas han sido objeto de muchos estudios que 

han dilucidado numerosas incógnitas al respecto, como es el caso 

de saber que la inmunoglobulina que principalmente se encuentra 

recubriendo las mucosa~ es la lgA, la cual se presenta en forma 

de dlmero (11 S> y no de monbmero <19 S> como en la sangre, 

aunque pueden detectarse pequeNas cantidades de ésta Oltima; la 

lgA secretora po5ee adem~s una cadena J, que funciona induciendo 

la pol1meri;:acitin de loo:> meonómeros de lgA y un. componente 

secretor <CS> que le f.aci l 1 ta el paso a travl!s de las cE-tul as 

epiteliales y la proteje de la degradación enzimAtica. < 22,7 ). 

La lgH ocupa el segundo lugar en cuanto a concentraciOn. en las 

secreciones , y se ha visto que es capaz de unir la cadena J en 

su mol~cula; el componente S parece no unirse a esta 
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inmunoglobulina e 7 >. Es de particular importancia notar que en 

las SQCreciones la concentraciOn de IgE es m~s alta que en suero 

y se h~ asociado con la inmunidad a enfermedades cau5adl\s por 

helmintos que afectan el tubo digestivo < 22 >. 

Se ha postulado la e>:istencta de un sistema inmunolOgico comó.n 

asociado a mucosas, varios trabaJos apoyan su e>tístencia., por 

ejemplo se han P.ncontrado anticuerpos de la clase IgA en el 

calo~tro con aspecificidad para antfgenos presentes en el tracto 

ga<:>troíntestinal <2B >, tambien se ha datectado la presencia de 

cclulas plasmáticas productoras de IgA secretora, inducidas por 

inmuni:o:acibn oral contra ferritina en la mucosa intestinal, 

gltmdulas salivales, glhndulas mamarias y tracto respiratorio 

87 ). 

En estudio donde se transfirieron linfocitos alog~nicos 

provenientes tanto del tejido linfoide asociado a los bronquios 

como de placas de Peyer, a conejos previamente irradiados, se 

observó una repoblaciOn predominantemente de la l~mína propia 

del intestino y bronquios, así como del bazo, 

con ct!'lulas productoras de lgA, lo cua.l 

dichos animales 

sucediO con la 

transferencia de celulas provenientes de los nodulos linfAticos 

(72). 

Otros estudios apoyan la exist~ncia de migraciOn de células 

linfoides y localizaciOn de las mismas, preferentemente en 

Organos del sistema inmune secretor ( 6 >, aunque la ruta e>:acta 

de la migraciOn no se ha aclarado. 
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A pesar dn qui':' el conor.i mi en to rtcE-rc<.\ di:? los mf!'c.,ni o.;rr.o~ 

inmunol6oicos que actt.\an nível de mucosas ha c."IUmcntado 

comuderablamente tm los 01 timo~ erios-, permanecen desc:onoc:1dos 

muc:hos aspecto~ ar.C?rca de 1 C\ funci en d~ 1 os 

scc.retores y los métodos mt.s adecuados p.;).ra 

antit:t.tt?rpos 

inducir 

producc10n. Uno de los aspectos con relaC:il!•n a este Oltimo punto 

scrf~ el concerniente a utiti::ar diferentes vfas de inmuni::ac:16n. 

Se ha visto que la v1i:\ de inoculaci6o del ~nt1.geno puede lllterar 

la respuesta inmune tanto a n1vel sistt-mic;o como local. F. 

Pi ere.a (62 l, trabajando c:on to,:tna del c.Olr.ra, ha reportado que 

inmuni.:aciones parentr.rales repetida~ pueden inducir la stntesis 

de anticuerpos sér1cos con 9ran avidez, sin una estimulac:iOn del 

teJido asociado a mucosas y que dichos anticuerpoG pueden 

supr1m1r. marcadament~ la fase pr-1ma.r1a y secundarie. de lit. 

respuesta inmune local para ~nttgenos aplicados en mucosas, 

mientras que lo~ anticuerpos séricos obtenidos después de una 

simple inyecciOn de la toxina son mucho menos efectivos para 

inducir di~ha supres10n. Yardley y col. < 99 >. estudiaron los 

efec:t9s que se present.:in al administrar lil tcmina delcólera por 

ch fer entes vfas., en particular a nivel local asas 

intestinales>, a nivel subcutane1' o con l.tna c:ombinac:ibn de ambos 

tlocat y sub cut.Anea> cbs~rvi"lndo que los dos ól timos esquemas 

mostraron titulas ultos de anticuerpos nen.ltr.;tlizantes en suero, 

mientras que en flutdo intestinal los anim<-"les 

inmuni;:ado!So localmente cr con el E"Sqt.~e>mi\ combinado presentaron los 

mejores titulos. Los ti:tulos de "'nti<:uerpos de la clase I9A 
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c'!7.pcclftct:'5. contra la to>:ina del cbleri\ en flL1ido int.eo:.linul. 

fuaron inb.s altos desput:::. de la 1nc.culac10n local C1r11cumt"'n1e:- y 

b.:iJO!l '"'" los animales 1nm1.1ni::i\dos por vta subcután~a. En c:.-1 

esquema combinado se prosentaron tttulos de I9A reducidos 

compar~"'-dOs con los prttsente!!. en lo!i .:i.nimales que i nmun 1:: aron 

por viü oral. Estos halli\::gos ~ugieren efecto supresor en l.:\ 

1nmunid.:.d local por la adm1n1strac1 On subct.1lanea del antlgeno. 

En este mt smo estud1 o encontró Que los tttulos de anticuerpos 

neutral t ;:antes para l i'.\S muestras de flu!do intestinal, 

correlacioni\ron meJor con los v.:>lores de fqA que con lo!:. dn la 

li;¡G. Andre y col ( l > reportaron quc al gt.1nos esquemas de 

inmuni::aciOn por vta oral puede provocar supresión de 1a 

respuesta sistemica, qui::A porque los anticuerpos originalmente 

1nduc1dos impiden el contacto posterior del i.'lntlgeno nivel 

intestinal¡ se vi.O adernl\s que? un refuerzo por vi a parenteral 

tümpoc::o c::opao:. de inducir respl1esta, esto provocado qui:::tJ. 

por la presencia de complejos Ag-Ac circulantes dependientes de 

l~A .. 

Se ha encontrado Que la administraciOn local de ~ntlgenos 

puede 1 nduc ir algunos casos una buena respuesta secretora 

acampanada de un estado de i nmL1nosupresi On nivel si~t&mico 

<52,70 ) • 

cuando 

Estos resultados se deben de tener muy en cuenta 

trata de emplear mt>todos preventivos, ya que en un 

momento dado puede convenir m~s la administraciOn del ant1geno 

por alguna via especf fica para evitar efectos como los antes 

mencionados. 
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La mayorla de los estudios apoy~n la adminiGtr~cibn de 

antlgencs a n1vel de mucosas cuando se qu1ere inducir una buena 

r~spuesta s~cretora, ya que se ha visto que en estos sitio~ hay 

un predominio de células compromotidas para la sfntesis de IgA 

Estas célulag. pueden generar"&e por- proceso de 

división celular dependiente de antlgenos < 24 >, por la 

presencia en estos 6rganoa de una mayor cantidad de lin-focitos T 

cooperadoras, especJfic:os para la sintesiG ae IQA y supresores 

espec1 f ico5 para la IgG. ( 37 J 

KawanishJ. y col ( :.;.7,36 1 han encontr-i\do que la diferencia.c:iOn 

de c•tulas B el células plasmAticas productoras deo IQA, en el 

tejida linfoide asociado al intestino, parece requerir al menos 

dos etapa!!i 1 una que involucra un cambio de isotipo a cadenas 

pesadas de la clase alfa dirigido por celulas T isotipo 

especificas para IgA presentes ~n las placas de Peyer, y otra que 

involucra la diferenciacibn de las cetul~S B a c~lulas 

plasmAticas y que es gobernl'da por células T cooperadoras 

presentes fuera del tejido linfo:ícte de las placas de Peyer (como 

son nódulos linfoides mesentérico~ y b~:o l • 

Numerosos tr.abaJos han indicado que la admi ni strac:::i On de 

dosis repetidas del antfgeno por vfa parenter~l son poco 

eficientes para inducir una respuesta inmune especifica a nivel 

secretor Sin embaroo, la inmunizaciOn 

parenteral con algunos ant1.genos pllede inducir la apariciOn de 

anticuerpos en el intestino < 21 1 66,23,43 > .. Pierce y c:::al ( 66) 

estudiaron en perros inmuniz.ti.tios con toHoide del c:Olera los 
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efectos di! administrar el to>:oide intrayeyun.:tl o parenteralmente 

para inducir anticuerpos ~speclficos el !Hiero y f. 1 • 

observando que la admt1"1istracibn dol antlgeno por cualquiera de 

las dos rutas causaba la elevaciOn de los niveles de anticunrpos 

antit0M1COS f. l. y que dichos anticuerpos derivaban 

princip.:.lmente de suero, CU.1\ndo el etnt 1 qeno se ad mi ni straba por 

vta parenteral, mientras que cuando lo fue por v1a intrayeyunal, 

la mayor1a sinteti:aron localmente. En ambos ca.sos los 

o3nticuerpos especlficos de- la clase IgA contribuyeron la 

re~puesta inmune intestin~l, mostrando caracterlsticas de IgA 

secretora, y aparentemente la respuesta generada tenfa memoria 

inmunol09ica. Resultados similares los han encontrado varios 

autores en otros modelos animales < 21,23,43 >. Se ha visto que 

tanto las caracterfsticas del antfgeno como la dosis administrada, 

Jue9an un papel importante en la inducción de la respuesta inmune 

a nivel de mucosas < 78, 34, 76, 63 ) • 

Varios reportes indican que la adm1nistraciOn oral de 2.L. 

~~GbimYCiYm induce una respuesta inmune protectora,Trente 

retos posteriores con la bacteria virule~ta, y ~sta puede ser 

superior a la inducida por la administr~c10n parenteral. Srisart 

y col ( 75 > encontr.Jron t1 tul os .:\l tos de un ti cuerpos de 1 a e 1 ase 

l9A en ratones inmunizados oralmente con algunas cepas de §.L. 

~~GiliIDYCiYm, Y estos mismos grupos de ratones fueron resistentes 

al reto con una cepa virulenta. Puesto que no hubo correlaciOn 

entre la protecci6n y la especificidad del antfgeno somAtico "O" 

de la cepa utilizada para la inmuni::aciOn y el desaf!o 1 los 
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anticuerpo~ IgA er.pecíficos detectados, fuaron los 

responsable-s de la proter.ciOn. No obstante, los niveles de éstos 

correlacionaron con la resistencia de los ratones a la infecciOn 

e on 3~l!!!QD!:l!! • Lindberg y Robertsson < 47 >, en un estudio 

comparativo de la inmuni~acibn parenteral la bacteria muerta 

como de la oral con la. sal monel a atenuada en vacas, encontraron 

que la inmunidad celular en los animales inmunizados por vfa oral 

fue mucho mtt.s alta que en los de la p.:i.renteral¡ en cambio , los 

titules siricos de IgG e IgM contra LPS homOlogos y porinas, 

fueron mtts altos en estos LHtimos. La protecciOn conferida frente 

al reto de la bacteria virulenta, correlaciono mejor con el 

incremento de la reacciOn inmune mediada por cetulas en las vacas 

las que les dib la vacuna viva. En otros estudios, estos 

mismos autores encontraron que la respuesta de HTR en vacas 

inmunizadas oralmente, estaba dirigida contra el polisacArido ºO" 

especifico de la §.~:!.mQD.~lls inmuni~ante <40 >. Haclcett y col. 

< 29 > reportaron que la proteccibn g~nerade por 2L ~X20imHCL~m 

administrada oralmente, relaciona mejor con las cepas que 

producen altos niveles de flagelina. 

Los reportes acerca de las clases de inmunoglobulinas 

inducidas por diferentes candi ci ones de i nmuni zaci bn son esc:asos. 

Hohmann y col • < 32 >, encontraron que ratones inmunt:ados con 

2L t~ehtm~ct~m viva por vla oral, generaban niveles altos de 

anticuerpos principalmente de la clase IgA 1 tanto a nivel local 

como sisté'mico. Sin embargo, esta respuesta solo fue inducida 
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por las cepas capaces de coloni.:C'r la5 placas de P(.·yor y esto~ 

anticuerpos estuvieron dirigidos contra de sus respectivos 

anttoenos "O". Nal!ano y Saito ( 57 > afirman que las cadena~ 

laterales "0" son ~mport~nte factor de v1rulenc1a y lo 

relacionan la capacidad de la bacteria para resistir 

f•ooc1tos1!0. 1 pero los anticuerpos anti "O" generados no juegan un 

papel esencial para conferir protecciOn en el modelo experimentul 

Ebersole y Molinari ( 17 > examinaron la especificidad y el 

isotipo de los anticuerpos presentes en saliva y suero de ratones 

inmuni~ados por via oral con varios antfgenos de ª~1mgo~l!~ 1 

encontrando que en la primera, la mayor parte de los anticuerpos 

dirigidos contra el antlgeno "0" fueron de la clase IgA 1 lo5 

anticuerpos dirigidos contra el ant{geno "H" eran tanto de la 

clase IgA como IgG, y para el antígeno "Vi" fueron ónicamente de 

la clase IgG. En el suero, las inmunoglobul inas prod1..1cidas 

despubs de la administracibn oral de los anttgenos, fueron de la 

clase IgM. 

Muchos investigadores han tenido bxito en inducir inmunidad 

protectora en ratones , contra subsecuentes dosis letales de la 

salmonela virulenta, empleando tanto diferentes esquemas de 

inmuni.:aciOn como antígenos <ya mencionado antes)) sin embargo, 

al 11pl icar estos esq1..1emas en los hum.anos di cha protecci bn no se 

ha podido iQualar, y hasta ahora no se ha logrado conseguir un~ 

vacuna que confiera una adecuada proteccibn en el hombre. 

La primera vacuna contra la fiebre tifoidea aplicada en 
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humanos fue mediante la '!i'almonl?la l'luerta por calor y connervad1t 

en fenol, la elaboraron los grupos de R .. Pfeiffer y W. ~:olle asl 

como \llright, en 1096. Esta vacuna provoco reaccionas locales 

generalizadas serias, y no se observo una adecuada protección en 

los individuos vacunados. 

En 1916 usb una vacuna que contenta tanto Ée!roga~Ll~ 

2ªCB~iab1 A y B como§~ ~~Qbi, mejor conocida como vacuna TAB, la 

cual incrementb la gravedad d~ las reacciones tanto a nivel local 

como las generalizadas, re~ultando poco acept~ble. En 19~ se 

aplico una vacuna tifofdica inactivada por vta oral¡ sin emb~rgo, 

se dejO de aplicar pués los niveles de anticuerpos que se 

indujeron fueron muy bajos ( 27 >. 

La Organizacibn Mundial de la Salud (QHS> en 1916, auspicib en 

diversos paises una prueba de campo para probar la 6ficacia de 

la vacuna parenteral con dos tipos de vacuna ' una preparada por 

inactivaciOn mediante acetona ( vacuna K > y la otra inactivada 

por calor - fenol <vacuna L >, preparadas ambas a partir de la 

La vacuna K con~iriO una protecciOn del 

79- 93~, mientras que la vacuna L mostrO una eficacia de sDlo el 

51 al 777. e 15 >. 

En Egipto se realizo una prueba de campo con niMos en edad 

escolar empleando una vacuna de e~ t~~1 cepa Ty21a administrada 

oralmente y se encontrb que ~ue capaz de conferir proteccibn por 

un periodo de al menos 3 anos< 85 >. En Chile se practicaron 

tambi~n en ni nos 3 pruebas de campo. simultBneamente para 
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determinar la formulaciOn m:t.E> favorable, el nlJmero de dosis y el 

osquama de inmuni%aci0n capa-.: de conferir protecciOn medi.:i.nte una 

vacuna que empleaba la misma cepa Ty21a usada en la prueba de 

Egipto. En este caso encontraron que una vacuna administrada 

oralmente como protecciCm entérica, fue mAs pr~ctica y !<egura 

para inmuni%ar masivamente y m~s efectiva quP. una formulaciOn 

base de cápsulas de gP.latina conteniendo la misma vacuna y Na 

HC03 1 viO ademAs que dos tres dosis, indujeron una 

protecciOn del 54 - 62Y. de sobrevida durante 33 y 18 me~es 1 

respectivamente ( 46 >. 

importante contar con 

adecuado me.todo de 

Parece ser entonces, qLte no sólo es 

buen ant1geno 1 también con 

inmunización para lograr estimular 

convenientemente 

deseados. 

el sistema inmune y obtener los efectos 
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OISE~O EXPERIMENTAL 

Se for-lf,.:i1·on gr-upos de 10 ratones. los cuales 

i nmuni =aron oral 

parenteralmente con la bacteria muerta • Se les administraron 2, 

3 dcisis de salmonela con una semana de intervalo. Otro5 

grupos se inmuni:aron con 3 dosis de salmonela por vla oral 

administradas en dfas consecutivos <tabla 1 y cuadro 1). Los 

grupos ante1· i ormente mene ionados, se ut i 1 i :aron 15 dlas 18 

despu~s de la óltima inmuni::ac16n para determinari 

a> La presencia de anticuerpos e!:ipecifi.cos 

intestinal por la técnica de ELISA y 

y flu!do 

b) La protecci6n conferida por los diferentes esquemas de 

inmuni=ación, para lo cual se reali:ó un desafio par vla oral 

á.:.. !:.Y.Elt!l.!!!!:!!.:!.~m virulenta. 

En todos los casos incluyeron grupos de animales control 

que no se inmuni::aron. 
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MATERIAL V METODOS 

t1atel'"ial: 

Tubos de ense.yo de 12 ~: 75• 13 :1 100 )' 16 x 150 mm 

Pipetas graduada5 de 1, S y 10 mt 

Mat\·aces Erlenmeyer de 50, 1.00 y 1000 ml 

Probetas de 50, too~ 500 y 1000 ml 

Embudo de cola largñt 

Matraces afora.dos de 5<), 100~ 500 y lt)OO m.l 

Ca;as de Petri 

Mechero Fisher 

Asa bacteriológica 

Gradillet 

Tela de .asbesto 

Lt.oata de Equipo 

Aqi tadc:or Amertcan Rc:otor M-41(•0 

Centrtfuga Bec~-man T.1-b 

Espectrofotómetrc. Carl Zeiss PO-H Il 

Ultra Centrifuga TGA-?5 

9aho Harta Gyratory Hhater Bath Shaver G-76 

Lector de ELISA Hinereader It tDynatech producy) 
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An1maltt~ 

Se emplearon , .. atonas de la cepa Balb/c hembras entre b y 9 

gema.nas dQ edad provenle1-,.te5 de una t:olc•nia manternde\ el 

bioterio de la Facultad de Medicina. LO$ animales se al0Jaro1, 

Microorganlsmos empleados 

presentó una ba.ja virule1.,cia par.e 1atc.nes Balb/c: tLDeiO:•tO a la 11 

por administraci6n intragAstrica. e i .g. > y se denomincl' F1. La 

otr6 cepa denominada F3 es mls virulenta y es resistent~ la 

ampic.ili.na. Estas cepas las dc.néi el Dr. Leoncio f'tlloy, 

Jf!fe del Laboratorio Cltnic.o del Hi:..spital Infantil do- M~1:ici:• y 

muestran la5 siguientes reaccione$ bioqulmicas tlpítas del g~nero. 

Para 

Gluc:.osa 
Lactosa 
Sulf'hldri.co 
lndol 
Movilidad 
Citrato 
Malcmato 

c:onservar 

aprol<lmadamente, 

Rojo de metilo 
Voges Pros•!auer 
Gelatina 
Desear. de la lis~ 
Amp1cil1na 
Ampu:i 1 ina 
Ureasa. 

virulencia cuatro 

+ 
R tF3l 
S <F1 > 

reali=& un p~se peí rat6n, recuperándose las 

bacteria5 del bazo 5 dlas despuós de la iofecci(.n. 
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Metr•dologla 

Det~rminac:ión de la Dosis Letal Cincuenta <OL50)4 

Se reo3lizó para la c:ep~ F3 de §?.:. !~2b.l!!!!:!l:i'.:!!!! en rateines Balb/c 

de acuerde- a.l método de Reed y Mueílch C82l. Para el leo se formaron 

O grupos de 10 ratones cada une•. A cada grupo se le administró 

una do'Jiis diferente de §~!!!!2D~!!ª <b:!O a la 2, 31 t+, 5, 6, y 7 

re-spectivamente, de bacterias vivas en 0.1 ml) por vla ig. Se 

registr6 el nllmero de mue1·tos en cada grupc.,durante lo!1 30 dtas 

posteriores a su infec:c ión. 

lnmuni:::aci6n 

Se formaron gr~pos de 10 ratc•nes distr1buf.dos formei de cola 

china de acuerdo su peso. Estos grupos de animales 

inmuni:aron por vfa oral con §ªl!!!Q!J~ll!! viva o por v!a parenteral 

c:cn la bacteria muerta. 

1Jacunac:i6n 

a) Vacuna c..ral: Se rec;..li;:G ~dmioislra.11do 3.:. 1::z::ebi@!::!r.li¿_{!l .... ivo. 

<Ft> por vía ig mediante una cánula de pl~stico introducida hasta 

el estómago. La dosis utili:ada fue 1x107 bacterias en 0.1 ml de 

!'CJluciGn salina isotGn1c:a <SSI). 
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Para esto, colonia doí? salmc•nela cultivada en agar se.ya 

tripticasa <AST> <Bioxon de México> ,se ~embró en un tubo con 10 

ml de caldo soya tript1case <CSTI y 5e incubó durante 24 h 

37•c. De este cultivo se tomó 0.5 ml y se sembr~ en 50 ml del 

mismo medio, se incub~ durante 3 h a 37•c con agitación 150 

rpm. 

Posteriormente, las bacterias cosecharon por 

centrifugación 

bacteriano 

2,600 rpm durante 30 min a ~, e, el paquete 

resuspandi6 en SSI y se ajustó a b110
8 

células/ml 

por determinación de la Densidad Optica (00l a 560 En este 

caso se determinó que una '!!>uspensiOn bacteriana de 108 pc•r ml, 

da una ~O de 0.2 a esta longitud de onda. 

Para confirmar el nómer~ de bacterias inoculadas semb1-aron 

por dupllcado diferentes diluciones de la suspe1"lsiOn bacteriana 

en cajas de Petri con medio AST. 

bl Inmuni:aci6n parenteral: Se reali:6 mediante la inoculación 

de la salmonela muerta <Fl 1 <equivalente a l>tlO 7 bacterias 

0.05 ml de SSI >,en el cojinete plantar del ratOn. 

P'"'ra el lo la. salmonela desarrolló y procesó de la misma 

forma antes menc.ic•nada· para la vacuna oral, pero en este ca.so la 

bacteria se destruyó por calor en autoclave a 121•c durante eo 

min. Se comprobó su esterilidad sembrando en placas de AST por 

duplicado. 
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Obtención de suero y fluido intestinal 

Una ye: t1-anscurr!.do el tiompo correspondiente, despué9 de la 

óltima 1nmun1:aci.c!on <2 semanas y 18 semanas), de cada lote de 

ratones <inmunizados y cc•r1tolesl, se prc•Cedió a obtener suerc• y 

flu!do intestinal de la siguiente forma: 

Para el suerc•; lCts animales !:le aneoStesiaron prev121mente cc.n 

éter.se sangraron por punc1ón del ple;!O retroorbital, se depositó 

la sangre en un tubo de ensaye de 12 por 75 mm, se deJó coagular 

por 30 min. a temperatl..\ra ambiente <t.a.) y se c:entr1fug6 a 1,800 

rpm durante 10 mina 4•c, se separó el suero del paquete celular, 

se depo!ütó tubos Eppendcrf y se guardó en congelación a -2o•c 

hasta su uso. 

Para los Fluidos Inte<:Stinales; se sacrificaron lc•s animales, 

se les extrajo el intest1no delgado y se lavó ml de 

solucii!·n balanceada de fosfatos <PBS>. A las muestras obtenidas 

se les at\adieron inhi.bidores en:im.\ticos según el método descrito 

por Elson y col. < 19 > • El flu!dc. as! obtenido, se centrifug~ a 

2t600 rpm /20 min 1 el sobrenad.;.nte se t.·ar.sfiri~· "" otro tubo y 

se agregó 0.1ml de solución inhibidora de tripsina .( 1 mg/ml) ~ 

0.01 ml de la ~al sódica del ~cido etil di.amino tetracético 

<EDTA> 50 mM y 0.010 ml de fen1l sulfc.nil fluoruro <PMSFl 100 mM. 
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Se centifug6 nuevamente y "' 
eobrenadante transfirió a otro tubo y 9e agregó 0.010 ml de 

Pt1SF, se de)6 a temperatura ambiente durante 15 min transcurridos 

\05 cuales ·se agreg6 albúmina séri.ca bovina <BSA> 

concentraci6n final de 0.5 Y,. l-0'5 f'lu!dos ast tratados 

guardaron en viale5 • -20 •e hasta su 

Obtención de antigenos empleado9 para la técnica de ELISA 

Antlgeno de salmonela ~ompleta~ 

Para la obtención de este ant{geno, ln salmonela desarroll6 y 

procesó de la misma farma que la vacuna parenteral, sólo que 

este ca.'50 el microorganismo m1-\erto por calc.r se re~uspendi6 

en 5 ml de amortiguador de carbonato 0.2 M~ a pH 4.5~ y de ~5ta 

hi:o una diluc16n 1:10 , a la cual se le determin6 la O.O. a 

560 nm, ajust.:tndose entre o.sq y 0.65. esta dilución 

para acopl~r el antigeno a las tira5 de ELISA. 

Antígeno proteico de salmonela: 

emplea. 

Este anttgel,O CAg> se obtuvo mediante el ml<todo de Tato y col 

(82>, el cual se describe a cont1nu~ci6n: 

Se eembr6 una colonia de §~ SYQhim~~i~m en 10 ml de CST y se 

incubó 24 ha 37•c., sepas& 1 ml de ~ste a un matra~ conteniendo 

SOO ml del mis~o medio, incubó nuevamente 24 h a 37•c y 

sembró en 6 l de CST, distribuydndose 100 ml del cultivo por cada 

do5 1 de medio, lc•s cuales se incuba1eon ~2 h 1ll 37•c • 
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El paquete celular se cosechó por centri~ogac1ón a e,soo rpm 

dorante eo min a 4•c, e.eguida, las bacteria& se resuspendiaron 

en SSI eist~ril (300 ml aprcq-1..) y se centrifugci-ron nuevamente 

las mismas constantes. El paquete bacteriano se resuspendi& en 31) 

ml de acetona frfa previamente deshidratada con cloruro de calcio 

anhidro y se mantuvo en agitaciór1 dL1ra\'lte 10 mln. 

La suspensi¿n bacterian~ se centrifugó nuevamente a las mismas 

constantes, desechó el sobrenadante y al sedimento le 

agreg& nuevamente ~cetona, este altimo paso repitió deos 

Oespu~s, el sedimento se pasó a una caja de Petr1, se dispersó 

y deJO secando durante 24 h en un desecador con v~c{o. El 

producto obtenido , polvo acetón1co, se disolvi& en 30 ml de 

soluci&n amortiguadora de fosfatos 0.01 M, a pH 7.2, conteniendo 

cloruro de magnesio 0.012 M. sacarosa 0.25 M. desoxicolato de 

sodio o.q9, y cloruro de potasio 0.1 H, agregó por 6ltimo 

desoxirribonucleasa tSigma Chemical, St. Louis Mo>, 

aproximadamente 20 microgramos por ml y se mantuvo agitaci&n a 

3?•C durante 1 h en Baf'lo Harfa Posteriormente, diali:d 

contra una solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01 M, a pH 7.2, 

conteniendo KCl 0.1 M, con cambios frecuenteg durante 5 dtas. 

El material diali:ado se centrifug6 a 17,500 rpm durante 15 

min 4•c, desech& el sedimento y el sobrenadante 

es.teriliz6 por cor, una membrana de 0.22 f'm• Al 

fi 1 trado le datermin~ la concentración de proteinas por el 

m~todo de Lowry (49) y se guard6 en cDngela~i6n a -2o•c hasta 

uso. 
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T6cnica del en~ayo inmunoen:imAtico <ELlSA>. 

Se empled una mod\ficacic!ln de la técni.ca descrita por Di-ti;: y 

col.159). Para la prueba se plaquearon los po:os de las tiras de 

microtitulación ( Immunolon 11, Oinatech Laboratorles tnc. 

Ale~:andria VA, USA)., 51) ml.crol itros de amc.rtiguador de 

carbonatos (1.01 M a pH 9.ó~ c.onteniendo 30 microgramos por ml. 

del ant!geno protd-icc:• o 1xtú8 c~lulas fc:•rmadoras de coloni.as/ml 

de bacterias muertas por calor Las tiras se colocaron 

desecador con ve.cío a temperatura i'imbiente toda la noche. Al 

momento de usarse, se rehidrataron con una soluci6n balanceada de 

fosfatos <PBSl 0.02. Ht pH ?.2t conteniendo 0.5 % de tween 2.0 

<Sigma Chemical, St. Louis Mo, USA> y ú.5~ de albómina serl.ca 

bovina lBSA> y se lavaron dos veces con PBS + 0.5% de tween 20. 

Pos ter tormente, atiadi6 una solucidn de PBS + 3% de BSA y se 

incubaron toda la noche a 4'C con el fin de bloquear lo5 sitios 

que no fueron recubiertos antlgeno. Las t'i.ras se lavaron 2 

veces, y les ag1~egd 0.05 ml de una dilucl.6n apropiada del 

(ver adelante) o del flu(do intestinal sin diluir a cada 

po:o, las tiras con las muestras se incubaron 1 hora 

Despu~s lavaron nuevamente y se agreg6 0.05 ml de una dilución 

1: 1,00() de diferentes a.nticuerpos peroxidados lCappel, 

Halven,P.A.USA) dirigidos contra la fracci6n Fe de la IgG, lgA o 

lgM de rat&n a los pozos cc.rrespondl.entes para determinar el 

isotipo de los anticuerpos. Las t'i.ras se incubaron r.ucvamente l 1 

hora1es•c1, se lavaron 2 veces y agregd 0.05 ml del sustrato, 
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el cual consiste de 10 ml de un amortiguador de citratos 0.1 M., 

pH 4.5, conteniendc• 10 mg de 0-feni lendlamí.na (Sigma Chemical 

St. L.ouis Ho USAJ y 0.004 ml de una solucl.ón al 30 •,1 de per~>:ido 

de hidrdgeno <H1.0z.), la reaccidn se paró 5 min después con 0.2. mt 

de soluci~n 1 M de ácido sulf&rico Uii,.50~). Se loy& la DO a 

Todas las incubaciones de hora llevaron 

agitación. 

L.a diluci&n apropiada de los sueros para cada clase de 

inmunoglobulina en las muestra problem~""\' se determ1r.l. previamente 

naciendo diluciones seriadas de los sueros y graficando el 

logaritmo de 10'5 inversos de las d1luc1one$ contra la OO. 

obteni~ndose una curva que present& unn región lineal de la cual 

se escogió la diluci&n 1:50 para la lgA e lgM y 111,000 para la 

lgG sl!-rica. 

1...0'5 resultados se expresan como el p1·c•medio de las lecturas de 

DO a 490 nm, a las cuales se les rest& el valor del promedio mAs 

desviación estándard de las lectura'5 de las muestra~ de los 

animales normales 

E~tad!stica 

Se utiliz6 la prueba de Fisher para determinar la homogeneidad 

de las varian:.ais entre leos grupos. Pcu-°" c!'.itifT'IAr la significancia 

de la diferencia entre las medias, se aplic6 la prueba de la t de 

Student cuando las varian:as fueron homog~neas y la U de Mann­

Whitney cuandc. las varian::as fue1·on het~rc•geneas. 
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Estudio de proteccidn 

Se real1::6 con el miamo nOme1~0 de grupcos, inmuni::ados con los 

esquemas anteriormente descritos, los cuales se desafiaron con§~ 

SYE?b.il!!Y!:.!.!:!I!! <F3> vlva administrada ig. La dosis utilizada fue de 

lxto6 bacterias en O. 1 ml de SSI. 

La salmonela desarrolld y se procesd de la misma forma antes 

mem:ionada para la vacuna oral, y la dosis de degaf!o 

adm1nisotrd en los ratones 15 dlas y 18 semanas despu~s de 

aplicarse la 6lt1ma do&ig inmuni:ante. 

Se anoto el ndmero de animales muertos y los dlas en que eo;sto 

ocur;id, durante un per!odo de observaci6n de 30 dh5. 
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RE:SULTAOOS 

Las Prueb.:is bic.qutmu:as reAl i:adas ~ §~ !.~Qb.!.!!!WC..!Y!!! <Fl Y F3> 

c:oncordayon toao momantJ;"' con lL'\5 rec;i.cc.1ones t1pl.cas del 

gdnero, y la cepa F3 ccnservt su c:ap~cíd~d de crecer en medies 

C:Oi"I .Jmp1ci 1 i.na con SO mg/ml. 

DOSIS LETAL CINCUENTA <DL50> 

En la tabla 2 y figura 1 , se muestr-a el f¡CJ)"cel'"\taje de- muer-tes 

y les dtas que ~stas oc1Jrr1eron dure.nte perfodo de 

eibse!""vaci6n de 30 dlas, daspu~s de la administración de 

diferentes dosis de 3~~m~o~lle < F3 > por vta ig. 

La OLSO determinada por el método de Reed r· Huench fue de 2.57 

10' <tabla2). 
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TAllLA No 2 

Dl~DE~typhi1uriu1CEPAFlEMRATOMESB&lb/c 

1 1 1 YALOJIES ACU1ruLADOS 
CAJITIDAD 1 1 REUCIOK 1 Mo. DE 1 SDBREVI· 1----------------------------------------
BAClERIAS 1 lllU1ES 1 ftUERTOS 1 VIENTES 1 TOTAL 1 TOTAL 1 RELACIOM DEI i DE 

1 1 .' ,• llUERTOS 1 YlYOS 1 llOJITALIDAO 1 l\QRTALIDAD 

10 : 10110 l 10 t o 1 "º 1 o 1 \0/\0 1 100 -----------!------- 1-------1-------- 1--------1 -----:-----------! -----------
10 1 10110 1 10 o : 30 1 o 1 30/30 1 100 

--------1------ :--------:-------- l--------1 ------1-----------1 -----------
10 1 10110 1 10 1 o 1 20 1 o 1 20/20 1 100 

------:------ 1---------1------ 1---------1 ------1------------1 -----------
10 1 til/10 : " 1 6 1 10 t 6 1 10116 1 62 __________ , ________ :--------1--------- :--------1 ------1-----------1 ------------
10 1 li/10 l 6 t b 12 t &118 1 33 --------1----- :---------1-------- :-------! ----1---------1----------
10 1 2110 2 1 e 1 2 20 1 2122 9 

t SE AClllKlSTRO EK UX YOLlll'IEM TOTAL DE 0.1 11 POR YIA ORAL. 
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PIGURA ll~ l. 

% DE MUERTES DE RATCJES Balb/c 30 DIAS 
IESFl.ESIE LA AIJllHISTROCICJt ro< VIA 

CRRL fE Salrt0nella (F3) (Dl5Q) 

120% ... 
100 100 100 100 ... = . = 

11) - 62 : . 
,_____, 

60 ¡:. == == 
• 

. 
. 

. 

' 
• 40 - 33 . . . . 

: . t:=:=; : 
20 - 9 = . ·. = ' = . 

. . = ' . 

o - = . = 
10 10 10 10 10 1ll 

OOS_IS DE Salnonella tl;flhirtüriUlll 
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OETECClON DE ANTICUERPOS 15 DIAS Y lB SEMANAS OESPUES DE LA 

ULTIMA INMUNIZACION. 

Los nivele~ de ant1cuerpc.s cc•ntra ~.:. !.':t.Hbiffit.dC.lt.!.1!!. detectadc.s 15 

dlas y 19 5emanas despuós de la 6lt.im.c1 inmuni:=.C'lci6n en co1""ctra de 

la sa.lmonela c:.omplela antlgenr ... SE- muestran en las toblc.~ 3 

y tt respectivamente, para lc.s esquemas de inmuni:::aci¿n de 2, 3 y 

semana entre cada una de ellas. 

ANTICUERPOS DETECTADOS 15 DIAS OESPUES 

Suero: Come. se muestra en la tabla 3 ~ en todeis los casos 

encontraron presentes lc•s tres isotipos anal i=ados ( lgG, IgA e 

lgM ) • En ella tamb1~n se puede ver que los valc•res de lgG fuerc•n 

muy similares 

para el grupo IV B ( p··0.005 > cc•n respe;.ctc. al A. Par.:\ la lgM, 

los animales que 1·ec1bieron las inmuni::ac1ones por v!.:1 oral 

tuvieron valores rnAs altc.~ comparados cc•n sU'5 corre>spondi.entes 

grupos que se 1nmw"'li::aron por vla pai-ente.-al ( p<0.005 .>. La IgA 

s~lo fue significativamente m~s alta en el grupo 11 A 

respecto sl e. 
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En gener ... i, los niveles detectados para los &ntic:uarpos de las 

clases lgA lgN fueron b~jos, se pudo ademAs que é~tos 

aumentaron para los tres i5ct1pos conforme al nOmero de dosis. No 

obstante, 1~ IgG fue el isot1po que predomin& por encima de tas 

otras dos, independientemente de la vta y el nómera de dosis 

administradas. 

FLUIDO INTESTINAL En loti resultados qua muestr-.il la mi~ma: 

tabla 3, se puede •oer quo los grupos que rec1bieron dos y t.rea 

dosis por vla eoral t grupo lI A y III A l.. tuvi.crr•n niveles de 

tgA e IgM signi~icativamente m~s altos que correspondientes 

grupos que inmunizaron por v!a parenteral ( grupo 11 s y 111 e 

). La IgG fue la ónita inmunoglc.bulina que tuvo valores 

diferentes y ro~s altos en el grupo IV A respecto los 

anim~les que recibieron las cuatro dosis por vla parenteral 

grupo IV 8) Cp<0.005 >- En todos los grupos l~s datos del ELISA 

para la IgG furon mAs oiiltc.s t It y IV l o d.e similar magnitud 

lit > que los de la IgA. 

Cuando compararon los resultados obtenidos y 

f'lutdc• intestin~l. se vi~ que los valores de lgG en este óltimo 

se encontrúron m.ls bajos~ pero a diferet"1cia d~l suero sus nivel2s 

mAs altos se detectaron en el grupo IIJ A1 cambio la IgA 

enccntr& con valores más altos que los presente5 s1..1ero 1 para 

los grupos 111 y IV aunque fueron muy similares en el grupo II. 

La IgM en f'lu!do Íl"'\testinal 5e present6 a niveles bajos. 

40 



TABLA No 3 

CUSES DE lMllUMDSLOiiU\.lMAS P!WJUClD#.S POP. P.AlONES B¡lblt 
nos SEl\Altf\S DESPUES DE LA UlLTlttA IMl'IU!t1ZAClllM 

l AM11C~RPDS S~RIC11S t 11 ANTICUERPOS lll FLUIDO UITESTlMA.L 1 
1------------------------------------------11-------------------------------------------
1 lc¡¡S 1 lqA 1 lqll 11 lc¡¡S l lc¡¡A 1 lql\ 

GRUPO l h 1000 1 h50 1 h50 11 l I --------------------------------------------------11------------------------------------------
A 1 O.\ltC•-0.02:3 1 O.OSSt·0.003 1 0.09Bt·0.003 ll 0.1'16•-0.035 l o.oes+-0.030 1 0.0'90•·0.017 

ti ·--- 1 ·-----·-···- 1 --·-·-·l---- l -------L---- 11··------------ 1··--·--\\···1 ·······\\··-
B 1 0.1!,lOt·O.~b 1 O.OtOH),QOb l 0.019•·0.003 ll 0.153•-0.029 1 o.ooa+-0.DOB l o.oo 

-------------------------------------------------------11------------------------------------------
A l 0,\'l1Hl.O~S t O.O\St·0.003 l o.t00•-0.001 11 o.2n•-O.OSll l G,3\ltt-0.022 l 0.00&1-o,ou 

lit ---- l --------·--- l ···---·----- t --·-···\\--·- ll-------------- 1 -------lo---- 1 -------i.---
B 1 0.510t•0,0JS l ~.OJS•-0.00S 1 O.OSOt·O.Oi!. .. 11 O.i!.Jlt-0.0i!.7 1 Q,lblti+-0.0ltii! 1 Q,'f>JS+-0.010 

-------------------------------------------------------11--------------···-----------------------
A 1 0.5\0t·0.017 1 o.tt.o+-0.0i!.9 t O.l'l3H>.Ot7 lt O.SlriB•·O.OSi!. 1 O.i!.Z(f+-0.031 1 o.ObS•-0.001 

\V ---- 1·-···.--\\··-1 ·-·-·---···· L ---·-··\\·-- 11 ···-···L·--- 1-·-·-·-··-·- l ---·----·-· 
B 1 O.LS()t·O.OOó 1 o.tos+-0.00'11 o.t .. 2•-0.00i!. 1t 0.310t-O,QJS 1 0.178t•0,03~ l O.Obl:it-0,003 

t•DElECfADDS POR E.LISA lOS VALORES SDM EtPRESADDS COtm U l'IEOtA DE lA DO A .. qo nn A LOS CUP.LES SE lES 
PESlO El VM..DR DEL PROl\E.010 ftAS UNA DESVIA.CIOK ESTAllDARD DE lAS llUESnm DE LDS #o.Ml!IALES MORllALES 
Ell fRES ElPERlftEltTOS POR SEPAAA~D 

L,.. A n 9 p< 0.00S POR PRUEBA DE T DE STUO!"HT 
\\.A YS 8 p< o.~s POR u DE llAHM lilHITllEY. 
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ANTICUERPOS DETECTADOS 18 SEMANAS OESPUES 

Puesto que la respuesta de ant1cur~rpos puede variar- mucho 

entre ratones i nmLtni zadc.s con di ferentee vacunas, espec ial111ente 

durante largos perfodc.s, evaluaron los n1v~le~ de anticuerpos 

e5pec!ficc•S presentes 18 despul!s de óltima 

inmuni::aci6n < tabla 4 >. 

Se s1gu1er-c,n detectando los tros isot1pos de 

inmunoglobulinas en todos los gi-upos. e~:cepto la IgA los 

grupos 11 A y B y III B. Los re9Ltltados de lgG fueron 

s1gn1ficativamente m&s altos en los grupos inmuni::ados por vla 

01·al que en los inmun1::adc•s poi· vJa parenteral. Para la lgA y la 

IgM, observaron en genera 1 ni ve 1 es m~s a 1 tos en 1 os grupos 

inmuni::ados c.i-almente. lc•s cu .. ".\lP.s se incrementaron conforme al 

nümero de dosis. 

Nuevamente aqu[ se vil. que la 1nmunoglobulina predominante fue 

la IgG independientemente del nómerc. de dosis adm1nistradas y la 

vfa de inmuni:acidn. 

FLUIDO INTESTINAL: En estas muestras se encontraron valores 

para la lgG que fueron triLLY parecidos. independientemente de la 
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vla de inmuni-:.aci.dn para tc·do5 lo~ grupos e>:c::eptt.t para el Cl l A, 

en donde fueron siqnific:ativamcnte mAs altC1S que en el 

correspondiente e, cambio los valorag para la lgA e lgM fueron 

mayores en los grupc·s It y III A ( p~0.0051. En el grupc. IV 

encontrart.tn di~&rencias significativas ~n ninguno de los tras 

lsotipos y mientra la 
0

lgt1 permanec:lb a rüveles bajos, la lgA 

encontrt elevada e incluso fue la inmunoglobul 'na que predom~nt. 

estas mua~tras. Comparando los valores detectados thnto 

suero como en fluldo intestinal, en ambos sitios la tgH 109 tuvo 

bajos. La tgG que en el primero estuvo presente a niveles muy 

altos, principalmente en los grupos lit A V IV A, en el segun~o 

se encontraron bajos; en cambio la IgA que datect6 

con valores muy bajos ( grupo 11! A y IV_> detectó 

grupos II A y & y UI Et >; en fluido intest1nal se encontrf!· 

e1evada4 Por &ltímo, los resulta.do<:!. de la tabla 4 indl.eo!ln 

general que los animales ¡nmuni::ado-s oralmente tuvieron niveles 

de anticuerpos < lgG, IgH e lgA > m~s al tos que los inmuni~ado'S 

por vla parenteral. 

Al hacer una eomparaci&n de lDs resultados presentes las 

tabla5 3 Y 4 se ve que lDS nivelas para la IgG fueron mucho m~s 

al tos que los observadC•S a las dt.is -sem.:;1.na.s en los grupc.s 11 I Y IV 

\nmuni:ados por vla oral, en tanto que los inmuni%ados por v!a 

parenteral los tuvíe~on solo ligeramente mAs altos. En cambio en 

los grupos I I A y 8 los valores presentes a las ta semanas fuerc•n 

aproximadamente la mitad de los detectados a lea 15 dtas. 
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TABLA No 4 

CLASES DE JMft\JMCIGlQBUllHAS P?.OfluttOAS POR RUDWES Bllb/c. 
IB SE!IAHAS OESPtléS DE ll\ UUUl.A HtOJZAC.IOR 

l ANTICUEJ!PDS SEIHCQS 1 U AHJICUERPOS ti& fLUtl'/O l!HESJllW. • 
1 ---·----·--······-··-----·--·---·-··ti--------··-··------·-----·-------· 
( 196 l tqA 1 19!1 1J 196 1 I9A l lq" 

6RU?O 1 111000 1 11:!.0 l hS-0 JI l t 
-·--·------·-·-----·--------··--------·-----------11---···-·---·----·------·------·-··---·-·---

A l O.?&H-0.012 1 O.OGQ 1 0.05h-O.OOS ll 0.13St-0.0\9 t 200•-o.oa J o.ozot-0,00ó 
IJ --- 1 --.. ---1--- \ ----------- 1 ., _______ , ... ___ 11------------ l ------1--- l -------\\--

! r o.1ah-o.023 1 o.ooo 1 0.021+-o.oos u o.t3lt-o.o:n 1 o.JZJt-o.ou 1 o.oo ·-·-------·--·----·-----·-··------------·--·---·-lt--------·-----------·--·-·-----·------
A 1 t.\95t·0,02~ l 0.03St•O.Ol7 1 O.ll?t·0.020 11 O.JOOt·O.Ol9 ( O.~BOt-0,0~9 1 0.077•·0.0IO 

111 ---- l -------1--- 1 -------\\-·• J ------\\---- 11 -------\---- t -------1--- t -------1----
B · 1 o.~?1·H:i.01ta 1 o.ooo t !l.011.---0.001 n O.ll6•-o.1JJa 1 0.132.HJ.ota 1 o.ol2~-o.001i 

-·----·-·-----··-----···----------·---------------11-·--------·--------·--·----------·--------
A 1 t.lb2t-O.OJ2 1 O.l:ilt-0.003 1 0.1!5.t .. 0,0U IJ O,lb0~-0.021) l O.~OSt-0.038 l O.Ottt-0.019 

IV --- 1 ----···l··- 1 -··--+··· 1 ·--······-·-·11·-·----·-···· 1 ·-·--·····-· 1 ···•···--·-
t 1 o.92M-o.011 t o.o7o•-G.oca 1 o.t~s•-0.012 u 0.200•-0.oJa 1 6.,90-•o.01~ r o.099H>.oaii 

•~ETEtU.OOS POR ELISA LOS Vtil.ORE.S SO# EIPllESMIOS COrtO LA l'IE!lllt I>E LA DO A ~90 nn A LAS CUALES SE LES 
wro EL VAtOft DEL RPDl'IEIJ[O llAS UNA DESYil\Ctml ESIAlll!lt.Rt> DE \.ttS lltlESTRAS M LDS. AMUIALES HORKALES 
Elt lRES EJPERll'IEWTn5 POR SEPADADD 

l = 11 n B pt 0.005 POR PRllU!\ DE f DE STUOENT 
,, • 111 n B p( o.oo~ P-OJl u t!E ftANlf WHITNEY 



L« IgM pe;-manee: i.l- srn cambiC.•o:s aparentes en su~ ni'Velel!i y l~ 

IgA tuvo valores muy s1ml ltlre~ ! grupc.g tll A y IV ) "" 
detectd ! grupc·s It A y B y ¡¡¡ El ). 

En l.;i:e mu.as tras de fluldc. intestl.nal d\f'erencia d" lo 

a lc.s 15 dl.Ols, la lgA fue la l.nmunoglc.bol ú1a 

predominante en te.idos los grupos 1nmuni:.ados C•ra.lmente y s6lo 

el grupo inmuni.~ado c:on 4 d<:•sis pa.r-enterales. Pa.l'"a la IgM los 

niveles detectados 110 cambiaren mucho y en 9one1al permanl:!'cterc.n 

ig1..1al en ti::•dcs. los grupos. para la IgG en los grupos I!l Y IV se 

v~6 WOil disminuci6n con el tiempo. 

COHPARACION ENTRE LOS GRUPOS INMUNIZADOS CON 3 DOSIS ORALES A 

OtFERENTES INTERVALOS DE ADMINISTRACION 

Lt::•S n3.·.,..eles de antic:uerpto~ contra §~ ~:~Q.tÜ.'!l'.:!C!.k!'!! detect.:1.dos 15 

d!as y 18 semanas despu&s de 1~ ~ltima inmuni=~ción en cont~a de 

la bac.ter-it:o c.c..mpleta como .!":nt:fqent•, ~uestran en la figura a y 

3. 

Para :irwestigar si el j.ntervc.lc. ent1-e las dosl.s administradas 

pDr ~~muni~acitn oral puede influir en el isotipo y/o l~s niveles 

de i:lnticuerpos, se trati!. un grupo de \·atC".1nes <:on tres de.sis de 
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§.t. !~~b.i!!!Y.t:.!..I.:!'!! e F1 > viva administrada i.g. en dlas consC?cutivo!l 

grupo I ) y se compa.-arc.-n los resultados obtenidos 

correspondiente grupo que recibió tres de.sin orales con intervalo 

de una semana cada una. 

SUERO V FLUIDO ( 15 OIAS>: Ccimo muentra le. figura 2, el grupo l 

el suero, present6 niveles de 1nmunciglobul in.:is se;-icas. mAs 

al tos para los tres isotipos que el gi·upo I I I A, siendo estos 

significativamente altos para los de las clases IgA IgM. 

Además, este fue el 6nico grupo en el que se detectaron niveles 

más altos de es.tas dos (1ltimas (IgA e lgt1) con re~pc:c:tc• lo!; 

demAs esquemas de inmuni::.:1cii1~, e inclusc- aqu1 • la IgA 

encontr& ligeramente m!s elevada que l~ IgG la cual fue el 

isotipo que predomin& en los demAs grupos a este nivel. 

En flufdo intestinal tanto la lgA como la IgG tuvieron valores 

significativos más altos en el grupo I con 1·especto al III A y 

mientras en el a1timD estas dos 1nmunoglobulinas se eric:c.ntraron a 

niveles muy parecidos en el grupo I la IgA fue la que predc.min6. 

La IgN tuvo valores bajos en ambos grupos y 1,eo 

diferencias significativas ~ntre ~llos. 
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SUERO V FLUIDO <18 SEHANAS>: En la figura 3 so nl.ve1 

st!rico que la IgG fue la Onica inmunoglobul i,,a con V.3101-es 

significativamente mAs altos en el grupo 111 A; cambio., en el 

flutdó intestinal tanteo &sta como el isotipc• IgA most1•3rc•n lc•s 

ni•Jeles m.\s ol tos. 

Al compa1ar los resulta.dos pn:~c.cntes e1'"\ la<S figura'3 2 y 3 

que, cua,,do el antlgnnc• se administró en d!us consecut1vos 

<grupo 1 l, los niveles de anticuerpos decrecierc•n con el tiempei 

tantei suero come• en fluido 1ntestinal, mientras que en el 

esquema. donde las 1111nuni::.!ac1ones dieron con intervalos de una 

semana <grupo 111 A ) la IgG fue la Onica que se 1ncrement~. 

suero, permaneciendo sin grandes camb1c.s los treg i.sot1pos 

nivel de f1utdeo intestinal. mostrándc.se s6lo un ligero incremento 

para la lgA. 
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1.5 

1.0 

F IGUlt<\ No Z 

COHP~l~ DE tUVELES DE AHTlCl.ERPOS 
PRO)l[IOOS POR RAlOIES Balblc EH EL 

GRUPO 1 vs IllA 15 DlAS DESPUES 
WllRA LA SALNOHELA COMPLETA 

00 A 490 M 

s F. l 

DGRUPO I 
r...w-.-.i..i-i.--.a..-_-...i_....c _ _,!7ZAGRUPO lllA 

lgG ]gA IgM IgG lgA lctl 

CLASES DE lHMUHOGLOBULIHRS 

S• SUEJ!O 

F. l.• Fl.UIDO INTESTINAi. 

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO :!." EL ERROR 

ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS. 
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1.5 

F IGUK,\ :-fo 3 

COlflRVICIOH DE HIVELES DE AHTICUERPOS 
PRODOClOOS POR RATOHES Balb/c EH EL 
~ I vs 11IA 18 SENRHAS .DESPUES 

CONTRA LA SALMotEL A CrtlPLETA 
DO A 490 m 

.... F, l. 
-~/ 

DGRUPD l 
1..,1¡.w...,¡¡¡¡¡¡¡;¡..,....,,__.._ ...... ..._.i.i.i....w..._..1FZZi!GRUPO lilA 

IgG JgA . IgM lgG lgfl 19'1 

CLASES DE lNMlffüGLOIULUflS 
S• SllllRO 

F. l.• FJ.UIDO INTESTINAL 

r.os P.ESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO ±. EL ERROR 

ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS. 
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OETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA UN ANTIGENO 

PROTEICO 15 OlAS OESPUES DE LA ULTIMA INMUNIZACION 

Debido a que ~e ha mencio1'lado que los l\nticw.erpo"i dirig1dos en 

contrC\ de prote:b-.a'3 de §.=.. !YP..bi!!}~.!Ci~m podrlan ser impc.1-tantes 

la prc•tecc1tn cc•1'"ttra \¿:, enfermedad. ~e estud1a1·on lc•s •'liveles de 

anticuerpos ger1e1· .;.deos co1'"\ los di fer entes e5quernas de i nmun1 :=ac i t!+n 

ante<?. mencieinados y el o los io;;otipos de inmunoglt:•bulina.s que 

predominaron 

int:estin'al. 

cada tanto fluido 

Las fLgu.·a~ 4a, ~b y 4c mue~tran los resultados de los niveles 

de anticuC?rpc.s nspeclf1cos d~tectt?ldC•5 15 dta<:J. despu~s de la 

óltima inmuni.:=?.c16n, para los grupos que rEcibieron dosis 

diferentes del antlgeno (2. 3 y 4 ) a intervalos d1:1 una 

de elli'tS. E1-. dichas figuras, a nivel seric:C• 

Db'5erv.::n'l valores en lCJ!3 tre~ isc:•tipos ( IgG, JgA e lgM que 

fueron slgnif1catLvamentE." mAs altos e1, los grupcs Lnmun1,;:.adei5 

oralmente, comparódD con los cc•rrespcn'ldientes inmuni.;;::ados por v\a 

parenteral ( f1g, 4a y 4b ) • enc.epto en el grupo IV Pªi:"ª la lgG ( 

fig, '+e l, i\'lclusc:• la lgM t"'lo se dotcct¿ los animal e<:! 
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inmuni:ados pcu· esta vla con 3 y 4 dnsi~ < fig. 4b y 4c:) Los 

niveles m~5 altos estuvieron presentes el grupo IV para todas 

las ;nmunuglobulinas fig. 'te ) • Mientras que f\u\do 

intestinal, no e:~istieron dife1·encius siqn1ficat1vas en ninguno , 

a e~:cepci&n del grupo IV donde fue más alto el valc•r- los 

.animales inmuni:ados por- via 01-al con respecto a lo!:; inmuni;:3.dos 

por vlo parcnteral \p<0.005) <fig. 4c >. 

Al cc.mparar el grupc.. 111 A cc•n el g1·upo 1 e figui-a 5 >. 

observaron '!a lores m.!o::. al tos en ambo;. niveles (p<0.00'51 para el 

grupo 1, con eHcepcibn de la lgM en íluldc:• intestinal donde 

existieron g;ande5 diferencias. 



FIGURA No 4 A 

CLFl.5ES DE IHMIMOGLOBUUHAS PRODUCIDAS 
POR RATONES Balbtc 15 DIAS IJESPUES DE 

LA ULTIMA lNMUNlZACION EH EL GRUPO TI 
COHiRA EL ANTIGrnl PROTEIOO 

0. 6 00 A 490 nn 

s ?.I. 

0.3 

CJGRUPD 118 
O. O 1.-1.:a....L-""-"..¡¡¿,1.:-.L.---Jl--~.J.-1~~~...1f7ffll GRUPO l IA 

lgG lgA l!ti lgG lcjl IgA 

CLASES DE lNMUNOGL~ULlHRS 

S= fJUE3:0 
F.I.= PLUIDO INTE:STIN~L 

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO :t EL ERROR 

ES'l'ANDAR; DE 3 EXPERIMENTOS. 



l'IGURA 4D 

CLASES DE JHMUNOGLOBULJNAS PRODUCIDAS 
POR RATONES Balb/c l5 DlAS DESPUES L'E 
LA ULTlMA lNMUNlZACIOH EH El ~UPO lll 

COHTRFI EL fHf !GEHO PROTEICO 
O.G DO A 490 rn 

0.5 s P.I. 

CJ GRUPO 1118 
i.,.¡¡~~~-'"1..-L--'"IU..~.._¡¡¡;:;¡,_.OGRl.PQ l llA 

IgG I~ JgM lgG l9A JgM 

CLASES DE 1NMUNOGLOBJL1NAS 

S• SUERO 
F.l.• FLUIDO INTEST!i;AL 

LOS RESULTADOS St EXPRESl\.N COMO EL PROMEDIO .t EL ERROR 

ESTM<Dl\R DE 3 EXPERIMENTOS. 
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FIGURA K 

CLASES YE lNMUWOGLOOUlllflS PROOOCIDAS 
POR RAllMS Balblc 15 Dlf\.S DESPl.ES IE 
LA ULTIMA lltUUZACICK-1 EN EL GR\.PO IV 

CON1RA El AHTlGrnJ PROTEICO . 
o.600 A 490 m 
0.5 s f.!. 

CJGRUPO lVB 
.....,w.i,..w.1-...,¡*---.a.....w.-....iw.i....1.w..~•rzz..aGRUPolVA 

Is(: IgR 19"1 lgG lgA Ig.t 

CLASES DE lNIUIOGLOBUlltf\S 

5• SUERO 

f.[.• Fl.UIDO lllT!:ST!NAL 

LOS Rf:SULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO ± EL ERROR 
ESTllNDllR DE 3 EXPERIMENTOS 



FIGURA 5 

C!HlflRFCIOO 1x: Hl'IELES DE AH1lCl.E<POS 
PROW:IDOS PCR RA101ES Balblc EH EL 

CiRlPO 1 vs IIIA 15 DIAS IESPlES 
ronm EL FNTIGENO PROlEICO 

0.600 A 490 M 

0.5 S F.!. 

0.4 

. DGY>O l 
"""" ..... """" ...... "'-1.--..... """'"11..W;W.. ..... __,l'ZZ.il1GM'OillA 
l~ IgA I~ IgG 191 IgM 

CLASES DE IHlilJHOCLOBIJLilflS 
S• SUERO 

F.!.• FLUIDO INTESTINAL 

LOS RESULTADOS SE EXPRES/\N COMO EL PROMEDIO +/- EL ERROR 

ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS. 
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ESTUDIOS DE PROTECCION 

Los animales fueron desafiados 1.g. con 138 OL50 de la cepa 

F3, y observa.-on por u11 lapso du 30 dlas. los datos del 

pc•rc::.ento de sobrevida muestran en las figurag 6 y 9 

Los resultados de la figura 6 para los grupos des~flados 15 

dlas después de habt!-rseles administrado la Olt1ma inmun1::aci6n, 

indican que el mayor porcentaje de sobrevida se present~. en lo'.3 

animales que reclb!eron las dosis de inmuni=:aci&n por vta oral~ 

principalmente en los grupos 111 Y IV. Es de neitarse. que le.is 

grupos que recibieron las mismas dosis que el grupo III A pero 

dlas consecutivos < grupo I ) • manifestaron 

sobrevida apro>:1madamente de la mit.;;d de ~ste. 

En li.\ figura 7 que muestra el porcantaje de muorte= acumuladas 

eic:urridas los primerc•S 10 dlas y posteriores hasta los 30 

<figura B> despu&s del desafio para todos los grupos. se nota 

mayor mortalidad en el primer periodo para los grupos que fueron 

inmuni::ados oralmente, contrario a lo ocurrido en los grupos 

il,munizados parenteralmente, en los cuales la mayor mortalidad 

p~esent~ en los siguientes d!as siendo mAs notorio en el III B y 

IV B. 
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FIGURA No 6 

PORCIEHTO DE SOBREYIDA A LOS 30 DIAS EN 
LOS GRUPOS !JE RfnOHES DESAFIAOOS 15 DIAS 

DESPUES DE LA ULTINA INNLINIZAClON 

CONT lVA IVB IIIA IIIB IIA IIB 

GRUPOS 

- GRUPO CONTROL 

~ GltUl'OS CON !HMUN. ORAL 

[:::J UJfi.!J.u;"; CU1i .i.rU4Url. l?Alfr':HTEH.AL 
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FIGURA No 7 

ACUtt.ILFCIOH DEL PDRCIEHTO DE MORTALIDAD 
EH LOS PRIMEROS 10 DlAS POSlERI~ES AL 

RETO 

120x~----------------------------------....... 100 100 

66.6 

COHl IV R IV B JIIA lllB 11 A Il B 1 

-wz¿¡ 

CJ 

GlaJPOS 

GRUPO CONT'lOL 

GRUPOS CON IN!!UN. ORAL 

GRUPOS CON IN!lUN. PARENTERAL 
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FIGURA Jlo 8 

ACUNULACIOH DEL PORCIEH10 DE NORIALIDflD 
DE 11 A 30 DIAS POSTERIORES AL RETO 

l20P.% _______________ _ 

61.5 
60 42.9 

33.3 '33.3 
20 

o 
COH1 !VA 1VB IIIA lIIB HA 118 1 

GRLPOS - GRUPO CONTROL 

~ GRUPOS CON INMUN. ORAL 

CJ GRUPOS CON INl.\UN. PARENTERAL 
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La f'igura 9 presenta los resuladoe de protecc16n 

pc•rcentaje'3J • para todos lCt$ qr1.1p.:•s de5af1adeos 18 svmana.s despuds 

de haber recib1dc• la i!llt1ma inmun1:::ac16n. E,; ella se observa que 

los porcentaJe~ mA5. altc•'i de sc.br-evida se pre!';entaron los 

an1male5 inmuni;:ados 01-aln1ente. principalmente? en el grupo III, 

ceon excepc.1¿n del g1~uprJ d!.as 

cc.n<.Aecut1vc:•s 

nc•ta.r-se que 

el cual mur1erc:1n todos los animalC?s. E5 de 

todos lc:-s grupc•S las muertes ocurr1erc:•n en los 

pr1meroe 10 dlas post~r1eores dl desaf!c.. 

Al hacer comparaci~n de la prc:•tecci6n presente a los 15 

dla!;; cc.n la de 18 sen1131;as despu~s de la Ultima inmuni:::aci~n. 

claro .que esta d1sminu:n~ l?l, general a la mitad con el paso del 

t1empc., e i1;cl1.1so desap.!!.rec1i por completo en el grupc• I. 
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FlGURA No 9 

PORCIEHTO DE SOBREVIDA R LOS lJ DIAS EH 
LOS GRUPOS DE RftTOHES DESAFIADOS 18 

SEtfllAS DESPUES DE LA UL 1If'V1 
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DlSCUSlON DE RESULTADOS 

En lto'!!. mam!feros, la inmun1:Eic.1ón en contra de b&cte1·io'!> 

p..-oduce habitualmente l.=.. prGsenCli't do anticui;!rpos espectf1cos con 

act1v1dad ant1ba.c:tertana observable fJ.ci lmcnte por dtferentes 

mét:odc·s. Stn emb.:irgl">. teidovia 

diferentes ret.pue5tas generada~ on ind1v1duos Oe lo3 ofllsrn., dr 

dtfef"entes espec:1es. y 

cc:onveni c.·ntemente. 

En este trabaJO• 

pi!;renteral 1 • 

ntveles de ant1C:.Lte:rpos prescntP.s en suero y en flu!do tntestinal 

leo ocurrió piu'"a la-s muostraa p1·ob.;:\,d.;i.s c:c•n el <llntígeno 

prc.oté1co >. A-s[, en lti'!i. diferentes qr-upc•S se encc.ntraron niv~lea 

altc..s de algunos 1sot1po!:.i en el fluldo 1ntestinal pero a nivel 

S.éFlCO detectaron c:on Vi;!..lOí"e<:. bl'ljC•S, mientras que en otrc.s 

C•Ct.u-r1t. te. cnntr.;.r-l.c. Tampc:.c:o e~11st1ó t1f1~ ~1ncroni=~ctGn la 

elev3Ci(in o dlsm\.nuc1t.•·1 da las lOITl\.lnC<CJlúbL.1l1.1"1A'5 pre5">ente$ en 

ambt•S c:ompiC'rtimentot;. Par~ce ser pc•r c!Stc:.a:; resultadtos, qL.1e lC.•':l. 

antlcuerpeos presente$. en flufdo intestinal los sint&ti:af'c:.n 

células plasmt.t1cas presentes en el t~Jidc• 11nfoidD asoc:i.ttdc. a la 

mucosa d&l intest1nc.. en lc•s <:nYimAles i1"1mun1::.i\dc:.s tilinto pt•i- v!a 

eora.1 ctimr.. parenteral. E>.•iste'l"'l repc•rtes on la 11teratL1~i\ en donde 
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indica que dosis repetidas del antlgeno viable 

administradas por vla parenteral, son poco efectiva~ o incapaces 

de. provocar una respuesta especifica de lgA en la 

intestinal de animales no 1nmuni::ados e 64, 14 >. Sin embi\rgo, 

ciertos ant!geno5, Administrados por vla parenteral, pueden 

inducir la presencia de d1"\t1cuerpos específicos tanto en suero 

como en fluido intestinal C 39,9.21·66 >, en algunos caso~ ha 

demostrado que los ~nticue1·po$ a nivel intestin~l p~ovien~n del 

suero. En estos estudios. el irn:;amento o la disminución de 

dichos anticuerpos en ambos sitios fue1~c•n sincrc•n1::ados <21,661. 

Aunque este parece ser el case•, por leos motivos antes 

mencionados. Para poder compr"C•bar si hay producción local de 

anticuerpos, hace falta que se lleven a cabo otr-c•S estudios, 

qui::á tratando de bL1scar la lc.cali::ación de la5 c~lulas 

prcoductoras de ,;..nticuerpos especlficos para !2..:. S.:le!J..!©!:!J:i~!!!· 

En general observa una car-relación entre el nllmero de dosis 

y los niveles de anticuerpos, ésta es mAs aparente en el y 

'fluido intesti11al de los ratones inmuni:.ados parenteralmente 

los. 15 dl..:as < prc:•bad.;s. contr~ la salmonela cc•mpleta ) • A las 18 

la ~scociación estuvo presente en los animales inmuni;:<ildos 

por cualquiera de las dos vlas a nivel sérico, encontrándose 

V"'1lores m~s altos de llimunaglobulinas en los 1nmuni:::ados por vla 

aral tanto en suero cc•mc• en fluido intestinal. La mejor capacidad 

de la vacuna oral para induc1r una mayo1· mcignitud la respuest.ó\ 

de anticuerpos, puede deberse la consta1ite estimulaci6n 
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ant1génica provocada por la persistencia de la ~almonela viable. 

como lo han reportado otros autores <51,61). 

Estos resultados muestran una influencia del nómero de dosi'!& 

administradas y la inducción de la síntesis de IgA el 

intestino. Los niveles de lgA locales fie elevaron mAs~después de 

la inmunización oral que con la parenteral parA los grupos que 

recibieron 2 o 3 dosis: sin embargo~ los que recibieron 4 dosis 

parenterales presentaron niveles de IgA similares a los obtenidos 

en los animales inmuni::.ados con 3 6 4 dosis por v!a oral Esto 

puede deberse qui::.~, que los lin'foc1tos 

involucrados en la s1ntesis de IgA locali::.an principalmente 

el tejido linfoide asociado a mucosas ( 24 > y, probablemente, el 

antígeno aplicado por vla parenteral tenga que pone1-se 

contacto con este tejido ( o que loS linfocitos comprometidos 

migren a 6rganos periféricos> para que la estimulación ocurra. El 

presente trabajo, a<Si como los de Svennerholm y col. 76 ) ' 

sugieren que la cantidad de antígeno que se pone en contacto 

las c:14'lulas iomu1,c•c:ompetentes en el intestino, m~s que la ruta de 

inmuni::ación e~c Ég• determinan la respue~ta inmune generada 

la mucosa • 

El intervalo entre las dosis apl i.cadas afecto 

considerablemente la respuesta humoral tanto en suero como 

fluido intestinal, notándose un franco dominio de lc.s niveles de 

IgA lc•cales, en los animales que se i.nmun1::a1-on con 3 dosis 

dlas consecutivos~ comparado con los de los inmuni::.ados con las 
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mismas dosi5 pero con una semana de interv.;..lo; cuando las 

muestras probaron contra el antlgeno prDt~ico 

resultados parecidos. Quizá el esquema de inmuni::aci6n on dtas 

consecutivos induzca un proceso de div1s16n celular· dependiente 

del antlgeno; y que favore2ca la síntesis de lgA por parte de las 

células plasmAticas en las mucosas.< 24 > 

A tiempo5 largos, se vi6 

lnmunoglobulinas presentes 

disminuciOn en lc•S valc•res de las 

los animales inmun1::adc.s cc.n el 

esquema consecutivo, coba que no ocurrió con los 1nmun1:ados 

intervalos de una semana entre cada dosis, en los cuales la 

respuesta anti 5Ctlmonela permaneció coristante aumentada. 

Sziegoleit y col. (79) han reportado resultados en los que 

muestra la presencia de anticuerpos espectficos despué$ de 

tiempo similar, 

i~eb.l!n!:!!:i"=H!! • 

ratones infectados por vta oral 

El isotipo de los anticuerpos en el fluido intestinal tuvo 

cambio con el paso del tiempo, as1, en un principio la IgG fue la 

inmunoglobulina predominante, pero después de 18 sem:mas la que 

encontró a niveles mAs altc.s fue la IgA. Debe tene1-se 

cuenta aqul, que los niveles detectadc•s en cada lsotipo, pueden 

el reflejo directo de 

presencia de anticuerpos de 

concentrac:\ón, ya que la 

clase con mayor avide: por el 

antlgeno qt.te los anticuerpos de otro i5otipo. pueden enmascarar 

los resultadog <61 ). 
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~os anticuerpos de la elBse IgG fueron los que predominaron 

suero, independienteme~te da la vta de inoculaci~n y et n6mero de 

dosis, cuando el anttgenP admlnistr6 a intervalo~ de 

semana. Metcalf y col~ (53) obtuvi~ron reaultados simil~res 

en~ontrando que en ratone~ inmuní:ados con §~ !~eUim~~l~© por vla 

intraperitoneal~ subcut~nea o intravenosa la maypr parte de los 

anticuerpo~ sértcos eran lgG. 

L~s resultado5 de este estudio d~fleren de l~s obtenidos por 

Eddie y CD l. ( 1.9 ) , quienes en(:ontrarein n1 veles muy bajos de 

intest;1,-ic:iles conejos 

~~eb~mY~iYm por vra intravenosa~ subcutAnea o iotraperitoneat. 

Esto puede debersn a diferenci~~ entre las especies en cuanto 

la magnitud en que el antlgeno administr~do parentera1mente 

capa:=. de inducir 1~ IgA. los dlfereotes esquemas de 

inmunL::acidn utili:=.adc.s, yc:t que e-n este e$\;udio se encont'ró que 

los niveles ·-1 clases de lnm1..1noglc.bul inas c.btenidas 

considerablemente al cambiar el esquema de inmuni:ación. 

varlan 

Numerosos reportes mostra1~on que varias vat:una.s compuestas 

base de c:élul~"'S muertas o e}:trac:tos proteicos ( 78,2,42,'+4 l de 

cepas de §almºngll~ adm1ni~tradas por vi~ parenteral, pr~tegieron 

loa ratones de cc.nt1·aer la enfermedad; sin embar'go, en ee.tos 

estudios utilizan diferentes vías a la oral para dar el desafio 

con la. bacteria vin.\lenta. Qtrc.tt reportes h.:1.n mostrado qi..te la 

administración oral de §.!. 1':1!.2.b.i!!!Y!:l~m induce una respuesta. inmune 

protectora contra retos con la bacteria v1rulentR• que es 
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st..iperior la lnduc\.da por la admini5traci6n pa1·enteral 

( 2b,B6,71 ). En el presente estudio, se encontró también que la 

inmuni:ac1ón por via or~l genero una mayor protección contra 

posteriores retos con la bacteria virulenta. que la ~nmun1:ac16n 

por via parenteral. Sin embargo, dicha protección no correlacionó 

los niyeles de anticuerpos presentes tanto en 5uero como 

fluldo intestinal dirigidos contra la $almonela completa el 

antlgeno proteico. Se util1:!6 este óltimc• anti.geno debidc. a que 

e5tudios pa·evios hablan demostrado una buena prc•tecciGn if"1ducida 

por dicho eMtracto prc•teico l 54 l. 

En estudios reali:ados por Sr1sart y col. ( 63 ) se encontró 

una buena correlacic!·n entre titulc•s altos de anticuerpos IgA y 

protección; estos datos difieren de los mostrados aqui, los 

cuales el esquema de inmuni=ación en dias cont:.ecutivc-5 

obtuvieron los mejores titulos de anticuef"pC•s IgA y sin embar"go 

mostraron una baja p\otecc.\ón. También se vió que los an1males 

1.nmuni:ados por vta parenteral pi-esentarol"' una mayor sobi-e vida 

qL'e los inmuni::ados por vla 01-al y los controles duf"ante los 

primeros 10 dlas posteriof"es a la infección y aunque la vacuna 

parenteral retArda el perlodc• en que las muertes. 

evita; estos resultados se debe1, de tener muy cuenta 

1 ... 

el 

momento de interpretar los efectos protectores de algL1na vacuna 

ya que el tiempo en que se obsef"van los ratc•ne~ puede ser critico 

pa..-a una correcta evaluaciln. 
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CONCL US IONES 

Los re~ullados del pl""esente trabajo 1ndican que la 

1nmun1::aci6n tanto por vfa oral como pare1,teral, pueden gene!""ar 

Ja producc16n de anticuerpos presentas tanto en ccomo 

flufdC• intestinal para los tres isotipos buscados ( IqG, IgH 

lgA}. Estos anticuerpos presentaron variac1ones en sus niveles y 

clase5 dependiendo no solo de la v[a de inmuni::ac16n sino tambi~n 

del n6mero ·de dosis del antígeno administrado y el intervalo 

entre ellas. 

Ne. se encentró correlac1~.n aparente entre lo5 niveles de 

anticuerpc.s ser1cos y los presentes en el fluido intestinal. Lo 

que indica. que las lnmunoglc.bulinas presentes en este óltimo, 

fueron sintet1::adas por célula5 plasmética~ localizadas en el 

tejido linfoide asociado al intestino. 

Se enc~ntr~ ~n general una corr~lacl6n ~ntre lü~ nivel~~ d~ 

anticuerpos y el nOmero de dosis apl1cadas, princip~lmente con el 

isotipo IgA en fluido intestinal qua sugiere, que la cantidad de 

ant lgeno que sepone er1 contacto con 1 as ce lu la!5. i nmunc•competentes 

del intestino. més que la ruta de inmuni~ación , determina la 

respuesta 1nmLtne generada en la mucosa intestinal. 

El intervalo entre las dosis aplicadas, ~fec=-ta 
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considerablemente la respuesta humoral, tanto en !!1.Llero 

fluido intestinal. Asl. los i'lnticuerpcds inducidos por los 

esquemas de inmuni::ac:i6n intervalcs de 

mantienen con niveles constantes por m~s tiempo. comparados 

los inducidos por el esquema de inmuni:.aci~n consecutivo. 

Los anticuerpos de clase IgG son los que predomtnan a nivel 

!::u~rico, independientemente de la vla de inc.culacd!•n y el nl!tmero 

de dosis, cuando el antlgeno se:> adn.inistr'31 cc•n il,ter-valo$ de u1;a 

semana. 

La inmuni:.aci6n por vta or-al genera un.=t mayor pr<:.1tecci~·n 

contra posteriores retos con la bacteria virulenta, que la 

inmuni:.ac:idn por vta parenteral, la cui:'\l retarda el tiempo en que 

los animales pero la evita. Sin embargo, 

correlaciona con los niveles de anticuerpos presentes tanto 

suerc• como en fluido intestinal. 

Los resultados obtenidcs parecen 1nd1car que la protec:c:i6n 

inducida, no 

embargo, 

debe a los altos t!tulc·s de anticuerpos. Sin 

puede descartar que los anticuerpos dirigidos 

contra otros antlgenos de la §ª!ffiQDEll~ no jueguen papel 

protectoJ"'. 
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