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INTRODUCCION

En México la fiebre tifoidea continda siende un seric problema
sanitario Yy se ha constituldo en una enfermedad de tipo
enddmicos Que toma mayor importancia en las poblaciones carentes
de  agua y AE los servicios =anitarios bidsicos.

En la epidemiologla de la fiebre tifouidea tiene gran
imporfancia el fecalismo al aire libre y el manejo inadecuado de
los alimentos y el agua, gue son contaminados principalmente por
los portadores asintomiticos.

La fiebre tifoidea y las gastroenteritis infecciosas son las
éausas mds frecuentes de muerte, entre toudas las enfermedades
transmisibles. La respuesta inmune g2 une de los factores mas
importantes invelucrades en la proteceidn del individuo frente a
estas enfermedadess ®n particular la encontrada a nivel! de
mucosas donde se lleva a cabo el primer contacts de la mayorfa de
los agentes  infeccicsos con el hudspeds sin embhargo, se
desconocen adn en gran parte los mecanismos inmunoldgicas
involucrados a este nivel; as! como su interaccidn con el sistema
inmune sistémico.

Debido a que los ratones infectados con Saloenella typhamurium
desarrollan un padecimiento muy similar 2 la fiebre tifoidea del

humano, se bha utilizado este mudelc para estudiar varics de les



aspectos de la respuesta inmune generada y su correlacidn con el

grado de proteccidn . Adn cuando los estudicos realivados en este

campo no son concluyentes, muestran gue tanto la respuesta inmune
humeral como celular, estin involucradas en la protectidn a dicha

enfermedad, siendos entre ellas la mas estudiada la pramera , en

particular, la generada a nivel sistdmicos prestindose poca

atencidn a la respuesta i1nmune humeral de la muccosa- intestinal

{local).

€En - estudios en los que se emplea comne modele esperimental  al

s2 llevan a cabo por diferentes viag vy esquemas de inmunizacidn,

1o cual podria ser importante para explicar alguncs de los datos

contradictorios encontrados en la literatura, vya que se ha wvisto,

que ‘la via  de administracidn del antf{genoc puede alterar 1la

vespuesta insune tante a nivel loecal como sistdmice. e incluseo se

puede- inducir un estado de tolerancia inmunoldgica a2 determinados

antigenos cuando =2 utiliza una vfa de inmunizacién diferente a

ta utilizada para el desaf{c.
Un estudio gque contemple £l efecte que tiene el administrar un

antf{geno por diferentes vias y esquemas de inmunizacién, sobre la

respuesta  inmune generada a nivel de la muceosa intestinal y su

interaccidn con la respuesta inmune sistémica no se ha realizado

adn en el modelo animal , de aqu! la importancia del presente

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

solucidn de este grave problema de salud en Mérico.



OBJETIVOS

Estudiar la respuesta inmune humoral tanto a nivel local como
sistémico en ratones Balbh/c inmunizados por via oral o parenteral
con 5. Syphipurium .

Peterminar si  existe alguna correlacién entre los  datos

obtenidos y el grado de proteccidn cenferido.



HIPOTESIS

Dado que la infeceibn con 8. iyphimprium en el rathn produce

enfermedad sistémica y no permanece localizada en la
intestinal, seria de

una mueosa

esperarse que aguellos mbtodos de

inmunizaci&n capaces de generar una bupna respuesta inmune local

v sistémica sean los més adecuados para conferir proteccion.



GENERAL 1DADES

Caractertaticas del género Salmpgnella

El genero Salmgnella pertenece a la familia Enterobacterjaceae
{y a la parte 8 seqgan el Manual de BRergey) (%), Son
microorganismps  Gram negatives, 5in agrupacidn caracteristica,
mbviles, no esporulados, crecen muy bien a 37°'C en los medios de
cultivo ordinarios, en los medios stlidos se manifiestan como
colonias grandes (S-& mm), redondas de bordes regulares, convexas
by de col'or blanco _grisé\ceo. 8on bacilos facultatives, no
f+ermepntan la lactosa, ni la salicina, =on productoras de A&:cido
sulfhidrico, no lickan la gelatina ni producen indol, La
fermentacidn de carbohidratps sin produccién de gas es una
caracteristica de Salmonella typhi. (16,35

Este género posee tres clases principales de antigenos de

superficie, Weil Felix los denomind:

a} Antigenc "H" flagelar, el cual se presenta en las

proteinas que- forman 1a estructura de 1lps flagelos, W) El

antfgeno "0" somdtico, que estd constitufdo por polisacdridos y

forma parte del lipopolisacdrido (LPS) o endotoxina presente en



los  Gram nhegativos. Bu toxicidad es’ 1inespeclfica, y las

. respuestas mds evidentes son fiebre y alteraciones de la
permeabilidad capilar, este antfgenc se encuentra en la pared
celular, y su especificidad se altera en la disociacibn colonias
. lisas-colonias rugosas ( S~R ). Las variantes de colonias rugosas
que ctarecen de cadenas laterales “0" cspeci{ficas en el LPS son
avirulentas, mientras que Jlas variantes de colonias lisas son
virulentas. c©) Antigeno "Vvi*“ de superficie, el cual estd
constituldo por subunidades de 4&cido N-acetil galactosamin
urbnico y se denomina factor de virulencia, que corresponderfa a
1a’ cdpsula de otros microprganismos, y estd presente sdlo en
algunos de los miembros del género. ( 16,11,20 )

En 18356, se describid por primera vez la naturaleza infecciosa
de la +fiebre tifoidea por William Budd, quien con bases
epidemiolagicas, sugiric que la enfermedad se transmitfa a traves
de agua‘contaminada por heces humanas, pero fu® hasta 1880 tuando
el bacilo de la tifoidea fug identificado por Eberth en los
ganglios mesentéricos y en el bazo de personas muertas por dicha
enfernedad. En 1920, Schetza hizo un  primer intento por
clasificar a este géneroc y, finalmente, Kauffman y White en 1925
lo clasificaron en grupos dependiendep de los antigenos Y0
comunes con letras maylisculas desde la A alaly en especies,
considerando otros antigenos "0 y "H} é&stos &ltimos tanto en

fase 1 como en fase 2 y asf se tiene:

Salmopella paratyphi (8. paratyphi A), S.schottmol



pacatyphi E>, 8. typbhimucium, §. ¢oleraesuis, 5. hirschfeldid (S

paratyphi €), 8. newport, §. typhi, . epteritidis ¢ 20 ). Sin
embarga, actualmente la clasificacidn mds aceptada es la de
Ewing, que clasifica al género en tres especies y éstas sons S,
Lyphi, S. goleraesuis, vy S. epteritidis, el resto de las especies
reconocidas por Kauffman y White se gonsideran como variedades o

biotipos de la especie.( 73,45 )

Enfermedades producidas

€1 género Salmonella puede causar en el humano gastroenter{tis
principalmente por 8. typhieurium vy §. enteritidis jtambién causa
fiebres paratifoideas, producidas por 8§, paratyphi A, By C vy

fiebre tifoidea, producida por S, typhi.

BGastroenteritis: Se presenta después de haber ingerido
alimentos contaminados con bacterias que se multiplican Y
alcanzan un ndmero muy elevado.

Tiene un periodo de incubacitn de 8 & 48 horas vy entee  los

sintomas que se . presentan estan: ligerc aumento de la
temperatura, nduseas, vémi to, diarrea vy postracidng la
recuperacién suele lograrse en pocos dlas. (10,60 ).

Fiebres paratifoideas: Son muy parecidas a la tifoidea pero

siguen un curso mis leve, Se caracterizan por un comienzo brusco,



despudés de un periodo de i1ngubacion de 1 a 10 dias, con

escalofrins y la mayor parte de los sintomas que presenta la
tifoidea, pero en un grade menor. El curso suele ser mds breve y

la' ‘mortalidad media mks baja,pero el dnico medio seguro para

distinguir 1la tifoidea de 11a paratifoidea, es aislando e

identificando ]l microorganismo causal, ( 8 }

Fiebre tifoidea: la enfermedad usualmente comienza

insidiosamente despuds de un periodo de incubacidn de 7 a 14§

dlias, con malestar general, anorexia, y dolor de cabeza seguido

por la aparicitn de fiebre. Los mitroorganismoe ingeridos se

multiplican en &1 tracto gastrointestinal, particularmente en las

placas de Peyer, de donde pasan a la circulacion disemindndose

por todo 21 cuerpo. La bilis es un excelente medic de cuiltivo

para §. typhi, la capacidad de éste para permanecer en el tracto

biliar puede dar rcomo resultado la aparicidbn de portadores

cronicos asintomaticos que continuamente excretan al

microorganismo en las heces.

La fichre se acompala generalmente con relativa bradicardia,

la postracidn estad usualmente ausente, las distensiones son

comunes. Pueden estar presentes tos y signos de bronquitis, 1x

esplenomegalia y jeucopenia son frecuentes. En laos casos de

muerte las lesiones mas prominentes entontradas en las autopsias

son hiperplasia linfoide, ulceraciones en las placas de Peyer con

hemorragias o perforacion del intestino, (16,84 )



Inmunidad Humoral y Celular

Las enfermedades causadas por el género Balmgnella, han sido
objeto de numerosos y amplios estudios para tratar de  entender
melor tanto los mecanismo:z de patogenicidad como los de defensa
desarrollados por el hufsped.

Ya que Salmonelia typhi, que es el e2gente causal de la fiewre
ti1fordea, es5 solamente virulenta para el hombre y el chimpancé

(50,12) y debido a que los ratones infectados con S. typhimu

desarrollan wn padecimiento samilar a la fiebre tifeoidea del
humano, se ha utilizado este modelo experimental para estudiar
varios  aspectos de la respuesta inmune generada, asi como para
probar la eficacia de varias vacunas constituidas por
microorganismos atenuados o0 muertos y la contribuciédn, tantc de
la inmunidad humoral como celular en la defensa del huésped
contra la infeccidn sistémica ocasionada por § typhimurium
{ 3,40,41 ).

Sin embargo, esta gran cantidad de informacidn arroja una
serie de datos contradictorios, asi por ejemplo: En los
erperimentos clasicos de Mackaness ( 51 ) realizados en ratones,
en los que sB buscd aclarar cual era la importancia de 1la
inmunidad bhumoral y celular en la proteccidn @ frente a esta

enfermedad, se vid que despuds de un primer contacto con

el
microorganismo administrado intravenosamnente, el animal
desarrollaba un mecanismo capaz de destruir una nueva dosie alta



de microorganismos , pero era incapaz de eliminar microorganismos
de la infeccidn primaria, los cuales constantemente retornaban a
la circulacitn a partir de los focos necrdticos. Tambifn se
encontrd . que la transferencia pasiva de suero proveniente de
animales 1infectados activamente o vacunados con microorganismos
muertos por calor, incrementaban la capacidad del huésped para
eliminar los mitroorganismos circulantes, pero no interferlan en
grado =cignificativo con 1la subsecuente multiplicacidn en los
tejidos.  De estos resultados se concluyd que ia resistencia de
los animales activamente infectados dependia de la inmunidad
celular. Posteriormente, otros investigadores coinciden en
atribuir & los componentes de la inmunidad celular un papel
importante en la erradicacién del microorganismo invasor (13,74)
Y yseﬁalan adembs que los macrdfagos activados por la liberacidn
de 1linfocinas contribuyen en la proteccion frente a dicha
enfermedad ( 4 ). Otros trabajos no muestran . una correlaciodn
entre la inmunidad celular detectada mediante la prueba de
hipersensibilidad cutdnea de tipo retardado (HTR) y la proteccidn
conferida {( 33,468,467 ), 1o cual puede indicar que la resistencia
del huésped a 1la infeccidn, radica entonces #n la inmunidad
humoral. Sin embargo, estudioe recientes llevados a cabhe en
diferentes cepas de ratones , mostraron que adn cuando estaba
presente la itnmunidad celular detectada por cotras pruebas . en
algunos casos £sta no se detectd al realizar la prueba de HTR, 1o

cual indica que &sta y la inmunidad mediada por células, son

i9




reguladas por nuecanismosﬂi&erentes y no siempre correlacionan
bien La una con la otra ( 40,25 ),

Numerosos autores han dempstrado que la  inmunidad  humbral
contribuye de manera importante a la defensa del hudsped contra
saxmanela‘ < 78,2,42 ). Hochadel y col. t 31 ), en estudios de
transferencia pasiva de linfocitos T o B provenientes de
animales inmunizados, encontraron que los Gltimos eran los mas
importantes  para conferir resistencia contra el desaffoc con §,
typmamurium, a1l menos en la etapa tempranma de la infeccién.
Kenny y col.( 38 ), lograron inducir una respuesta protectora
mediante la inoculacion de la bacteria muerta y detectaron
anticuerpos circulantes con capacidad bacteriolitica en contra de
la salmonela, pocos dlas despues de la inmunizacion. Estos datos
contradicen resultados anteriores en l1os que se mencionaba que
solo era posible conferir proteccidn con microorganismos viables
y ésta se debfa a la inmunidad de tipo celular ¢ 83 ).

Numerosos trabajos muestran que vacunas hechas con di ferentes
cepas de salmonela muerta o extractds proteicos de las mismas,
administradas por via parenteral, confieren proteccidn al ratdn
( 78,2,42,77,44 ). En estudios histopatolégicos llevados a cabo
por . Nakoneczna iy Hsu ( S8 ) se encontréd gque la proteccion
conferida por el mitroorganismo atenuado viable, era el resultado
de mostrar la suma sinérgica de los efectos protectores

conferidos por 1la inmunidad celular asi como también de 1la

humoral; en cambio las caracter{sticas protectoras conferidas por

11



el microarganismo muerte parecen deberse a los efectos de la
inmunidad humoral, Qnicamente en estos cases  SG¢ phservaron

miltiples focos de necrosis y microabscesns agudos, con

predemini'c de' 1os polimorfanucleares <(PMMND . Estas lesiones
primarias se agrandaren y los grapulos se  transformaron  en

granulomas por 1a infiltracion progresiva de células

mononucleares que reemplazaran & las  PMN3 las lesiones san

Glaramente distinguibles de las desarrolladas en ratones
inmunizados

can l1a vaguna avirulenta. En este mismo estudio se

atyservés que, aungue la vacuna obtenida de cepas muertas ora

incapaz de inducir HTR contra antigenos de salmonela, ésta

generaba una respuesta  alta de anticusrpos 3 sin embargo, estos
tituios altos no correlacionaban con el grado de proteccidn. En

otras trabajos se encontrd gque vacunas de S typhimwrium tanto de

microarganismas vivos camg muertos, administradas por via oral,

canfer{an proteccidn al desafio con el microorganismo virul enta,

Yy ésta fue superior a la inducida por la vacuna parenteral [4
26,846,713 ).

Dates recientes indican que la cooperacidn entre anticuerpos

de la clase 1IgA y linfocitos T, por aqedio de citotoxicidad

dependiente de anticuerpos, Jjuega un papel importante en  la

dofenss contra bacterias de las superficies de las mucasas (37).

Tagliabue 'y col. { S84 Y encontraron que linfocitos T murinos

provenientes del intestino pero no de otros tejidos, son capaces

de ejercer actividad antibacteriana natural contra B.

12



Lyphiourium, Yy 1a IgA secretara incrementa espec!fica Y

=igni ficativamente dicha actividad e induce actividad

antibacteriana en celulas provenientes del bate peroc no del timo

o de nbdulos linfaticos periféricos; se han obtenido datos

similares con linfocitos de sangre gernferxca humana Y

anticuerpos IgA ( 81 7., Estos datos sugie;en que los mecanismos

antivacterianos naturaies asi como los dependientes de

anticuerpos pueden ser importantes en la defensa contra S

typhimurium, particularmente a nivel gastrointestinal, donde

muchas infecciones bacterianas tienen su primer contacto con el
sistema inmune del huésped.
En los uwltimos afios tanto la inmunidad bumoral como celular

presente  en las mucosas han sido objeto de muchos estudios que

han dilucidado numereosas incognitas al respecto,
de

como es el caso

saber que la inmunoglobulina que principalmente se encuentra

recubriendo las mucosas es la 1gA, 11a cual se presenta en forma

de dimero (11 S) y no de mondmero {19 S) como en la sangre,

aunque pueden detectarse pequeNas cantidades de #sta &ltimaj la

lgA secretora posee ademds una cadena J, que funciona induciendo

la polamerizacidn de los mendmeros de 1gA vy un, componente
secretor (CS)

que le facilita el pasp a través de las células

epiteliales y la proteje de la degradacidn encimAtica. « 22,7 ).

La 1IgM ocupa el segundo lugar en cuanto a concentracién, en las

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

sU moléculaj el componente

en

5 parece no unirse a esta

13



inmunoglobulina ¢ 7 }). E= de particular importancia notar que en
las secreciones la concentracion de IgE es mas alta que en suero
y se ha asociado con la inmunidad a enfermedades causadas por
helmintos que afectan el tubo digestiveo ( 22 ).

Se ha postulado la existencia de un sistema inmunolégico comdn
asociado a mucosas, varios trabajos apoyan su existencia, por
ejemplo : se han Pn:ontrada anticuerpos de la clase Igh en el
calostro con especificidad para antigenos presentes en el tracto
gastrointestinal (28 ), tamki®n se ha detectado la presencis de
crlulas plasmaAticas productoras de IgA secretora, inducidas por
inmunizacidn oral contra ferritina en la mucosa intestinal,
glandulas salivales, glandulas mamarias y tracto respiratorio
( B7 ).

En wun estudio donde se transfirieron linfocitos alogeénicos
provenientes tanto del tejido linfoide asociado a los bronguios
como de placas de Peyer, a tonejos previamente irradiados, se
abservé una repoblacidn predominantemente de la lamina propia
del intestino y bronquios, asi como del bazo, en dichos animales
con cé&lulas productoras de IgA, 1o cual no sucedid con 1la
transferencia de celulas provenientes de los nodulas linfaticos
72y,

Otros estudios apoyan la existencia de migracidn de células
linfoides y localizaciédn de las mismas, preferentemente en
organos del sistema inmune secretor ( 6 ), aunque la ruta exacta

de l1a migracidn no se ha aclarado.
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A pesar de que el conocimiento agerca de los  mecanicmos

ihmunalaqicos que actdan & nivel de mucoszsas ha aumentado

considerablemente &n los altimos chos, permanecen desconocidos

muchos aspectos  arerca de la funcitn de  log anticuerpos

encretores vy los métodos mAs  adecuados para inducir s

praduccién, Uno de los aspectos con relacitn a este altimo punto

serfa ol concerniente & utilizar diferentes vias de inmunizacidn.

Se ha visto que la via de inroculacian del antigenp puede alterar

la respuesta  inoune tanto a nivel sistémice como local. F.

Fierce (62 ), trabajande can tonina del cdlera, hs reportado que

inmunizacipnes parenterales repetidas punden inducir la sintesis
de anticuerpos s€ricos con gran avigez, sin una estimulacidn del

telido aseociado a mucosas y gque dichos anticuerpos pueden

supramir - marcadaments la fase primaria Yy secundaria de 1la

respuesta inmune local para antigenos aplicados en mucosas,

mientras guwe loc anticuerpos séricos obtenidos despues de  una

simple inyeccign de la toxine son mucho menos efectivos para

inducir dicha supresion. Yardley y cbl. ¢ 88 ), estudiaron los

efectos que se presentan al administrar la towina deredSlera por

oi ferentes vias, en particular a nivel tocal < asas

intestinales), a nivel subcutdnes o con una combinacidn de amhos

{local y subcutdnea) obstrvando que los dos dltimos esgquemas

mostraran titulos altos de anticuerpos. neutralizantes en suero,

mientras que en flulde intestinal (faisd, 1os animales

inmunizados lgcalmente o con el esquems combinado presentaron las

mejores tituwlos. Los  titulos de anticuerpos de ta clase IgA

15



cepoclficos contra la torina del colera en  fluido  intestinal,
fueron mhs altos despuds de la 1nocculacion local anicamente  y
bolos en 1os apimales i1nmunizados por via  subcutdnca. En ol
esquema cambinado se  presentaron  titulos de IgA reducidos
comparados  con 1o0s presentes en los animales que =e  inmunizaron
har via oral, Estos hallazgos sugieren un efecto supresor en la
lnmunidad lacal por la adminmistraci &n subcutanea del antigeno.
En este mismo estudio se encontrd que los titulos de anticuerpos
neutralizantes para las muestras de flufdo intestinal,
correlacionaron mejor con los valores de IgA que con los de la
1gG. Andre y col { 1 ) reportaron que algunos esquemas de
inmunizacion por via oral puede provocar supresiédn de 1la
respuesta sistémica, quitd porque los anticuerpos originalmente
inducidos aimpiden el contactio pesterior del antigeno a npivel
intestinaly 9e V1o ademds gue un refuerzo por wila parenteral
tampoco era copa: de inducir una respuesta, esto provocado quiza
por la presencia de complejos Ag—fc circulantes dependientes de
Ign.

Se ha encontrado que la administracién local de antigenos
puede ' inducir en algunos casos una buena respuesta secretora
acompanada de un estado de inminesupresidn a nivel sistémico
(52,70 ). Estes resultados se deben de tener muy en guenta
cuando se trata de emplear mé&todos preventivos, va que en unr
momento dado puede convenir mas la administracion del | ant?geno
por alguna via especf{fica para evitar efectos como los antes

mencionados.,

© 16



La mayoria de Jlos éstudins apoyanh la adminigtracibn de

antigenns a nivel ge mucaosas cuando se quipre lnducir una bucna

respuesta sccretora, ya gue se ha visto que en estos sitios bay
un predeminio de e¢dlulas comprometidas para 1a sintesis de Iga ¢
YY1 I N Ectas células pueden generarse por un process de

divisidn celular dependiente de antigenos ( 29 ), © por la

presencia en estos drgancs de una mayor cantidad de linfocitos T

cooperadoras, especificos para Ja sintesis de Igh y supresares
espec{ficos para la IgG. ¢ 37 )
awanishi y col t 37,36 )} han encontrado que la diferenciacion
de c_éluhu B a cflulas plasmdticas productaras de IgA, en el
tejido linfoide asociado al intestino, parece requerir al menos
dos etapas 3 una due involucra un cambio de isotipo a cadenas
pesadas de la clase alfa dirigido por c2lulas T isptipo
especificas para Igh presentes en las placas de FPever, y otra gue
invelucra la diferenciacitn de las células B a cblulas
plasmAticas y gue ©s gobernada por células T cooperadaras
presentes fuera del tejido linfoide de las placas de Peyer (como
son nédulos linfaides mesentéricos y baza ) .
Numerdsns trabajos  han indicado que 1a  administracidn de
" dosis repetidas del ant!gér\o por via parenteral son poco-
eficientes para inducir una respuesta inmane especifica a nivel
secretor (  &4,%58,30,65 ). Sin embargo, la inmunizacién
parenteral :oﬁ algunos antfgenos puede inducir 1a aparicion de

anticuerpos en el intestino ¢ 21,66,23,43 ). Pierce y col § &6 )

estudiaron en perros dinmunizados con toxoide del edlera los
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efectos de administrar el toxoide intrayeyunal o parenteralmente
para inducir anticuerpos especlficos en €1 suero vy for,
observando que la administracibn del antigeno por cualguiera de
‘las dos ‘rutas causaba la elevacitn de los niveles de anticuerpos
antitéxicos en feio Yy que dichos anticuerpos derivaban
principalmente de suero, cuando el antigeno se administraba por
via parenteral, mientras que cuando lo fue por via intrayeyunal,
la mayorfa se sintetizaron localmente. En ambos casos los
anticuerpos especificos de la clase IgA contribuyeron a la
respuesta inmune intestinal, mostrando caracteristicas de IgA
secretora, .y aparentemente la respuesta generada tenia memoria
inmunoldgica, Resultados similares 1gs han encontrado varios
autores en otros modelos animales ( 21,23,43 ). 8e ha visto gque
tanto las caracter{sticas del antfgeno como la dosis administrada,
juegan ué papel importante en la induccidn de la respuesta inmune
a nivel de mucosas ( 78,34,76,563 ).

Varips reportes i1ndican que la administracidon oral de S,
typhimurjum induce una respuesta inmune protectora,frente a
retos posteriores con la bacteria virulepta, vy ésta puede ser
superior a la 1nducida por la admnistracion parenteral. Srisart
y €0l ¢ 75 ) encontraron titulos altos de anticuerpos de la clase
IgA en ratones inmunizados oralmente con algunas cepas de S,
typhimurium, vy estos mismos grupos de ratomes fueron resistentes
al reto con una cepa virulenta. Puesto que no hubo correlacian
entre la proteccidn y la especificidad del antfgeno somdtico " 0O¢

de la cepa utilizada para la inmunizacidn y el desaflfo, los
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anticuerpos Igh especi{ficos detectados, no fueron los
Fespnnsahles de la proteccitn. No obstante, los niveles de éstos
correlacionaron con la resistencia de los ratones a 1a infeccion
con Salmonglla. Lindberg y Robertsson ( 47 ), en un estudio
cuniparativo de la inmunizacion parenteral con la bacteria muerta
come de ta oral con la salmonela atenuada en vacas, encontraron
que la inmunidad celular en los animales inmunizados por via oral
fue mucho mAs alta gque en los de la parenteralj en. cambio , los
titulos s8ricos de IgB e IgM contra LPS homdlogos y porinas,
fueron mas altps en estos Nltimos., La proteccidn canferida frente
al reto de la bacteria virulenta, correlaciond mejor «con el
incremento de la reaccian inmune mediada por c2lulas en las vacas
a 1las que se les did la vacuna viva. En ptros estudios, estos
mismos autores  encontraron que la respuesta de  HTR en vacas
inmunizadas oralmente, estaba dirigida contra el polisacaride “a"
especifico de la Salmonella inmunizante (48 ). Hackett y col.
¢ 29 ) reportaron que la proteccidn generada por S, typhimurium
administrada oralmente, se relaciona mejor con las cepas que
producen altos niveles de flagelina.

Los reportes acerca de las clases de tnmunoglobulinas
inducidas por diferentes condiciones de inmunirzacibn son escasos.
Hohmann y col. ¢ 32 ), encontraron que ratones inmunizados con
S:.  typhimurium wviva por via oral, generaban niveles altos de
anticuerpos principalmente de 1a clase Igh, tanto a nivel local

como sistémico. Sin embargo, esta resﬁuesta solo fue inducida
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por las cepas capaces de colonizar las placas de Feyer y estoc
antituerpos estuvieron dirigidos en contra de sus respectivos
antigenos “D". Nakkano y Saite ( 57 ) afirman Que las cadenas
laterales "0" son un Iimportante factor de wvarulencia y lo
relacionan cen la capacidad de la bacteria para resistir a la
fagocitos:is, pero los anticuerpos anti D" generados no jusgan un
papel esencial para conferir proteccion en el modelo experimental

Ebersole y Molinari { 17 ) examinaron la especificidad y el
isotipo de los anticuerpos presentes en saliva y suerc de ratones
inmunizados por via oral con varios antfgenos de §glmgggl;g;
encontrando que en la primera, la mayor parte de los anticuerpos
dirigidos contra el antigeno "D" fueron de la clase Igh, los
anticuerpos dirigidos contra el antf{genoc "H" eran tanto de 1la
clase IgA como IgG, Yy para el antfigeno "Vi" fueron dnicamente de
la ‘clase IgG. €n el suero, las inmunoglobulinas producidas
despuds de la administracidn oral de los antigenos, fueron de la
clase Igh.

Muchos investigadores han tenido &xito en inducir inmunidad
protectora en ratones , contra subsecuentes dosis letales de 1la
salmonela virulenta, empleando tanto diferentes esquemas de
inmunizacidn como antfgenos (ya mencionado antes); sin embargo,
al aplicar estos esquemas en los humanos dicha proteccidn no se
ha podido fgualar, y hasta ahora no se ha logrado conseguir una
vacuna que confiera una adecuada proteccidn en el hombre.

La primera vacuna contra la fiebre tifoidea aplicada en
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humanos fue mediante la salmonela muerta por calor y censervade

en fenol, la elaboraron los grupos de R, Pfeiffer y W. rolle asi
cama Wright, en 1896, Esta wacuna provocd reacciones locales
generalizadas serias, Yy no se observd una adecuada praoteccidn en

los - individues vacunados,

En 1916 st usb una vacuna que contenla tanto Salmenella
paratiphi A y B como S, typhi, mejor conocida como vacuna TAB, la
cual incrementd la gravedad de las reacciones tanto a nivel local
comp las generalizadas, resultando poco aceptable. En 19460 se
aplicé una vacuna tifoidica inactivada por via oralj sin embargo,
se dejo de aplicar pués los niveles de anticuerpos gque se
indujeron fueron muy bajos ( 27 ).

La Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) en 1916, auspicid en
diversos palses una prueba de campo para probar la eficacia de
la vacuna parenteral con dos tipos de vacuna : una preparada por
inactivacién mediante acetona ( vacuna K ) y la otra inactivada
por calor - fenol {vacuna L ), preparadas ambas a partir de 1la
cepa de S, typhi Ty2. ta vacuna K confirid una proteccion del
79- 93%, mientras que la vacuna L mostrd una eficacia de sdlo el

S1 al 774 ¢ 15 ).

En Egipto s=e realizd una prueba de campo con niflos en edad
escolar empleantdo una vacuna de 8, typhi cepa TyZla administradas

" oralmente y se encontrd que fue capaz de conferir proteccidn por

un’ perfodo de al menos 3 aflos ( 85 ). €n Chile se practicaron

tambi&n  en nifivs 3 pruebas de campo. simultineamente , para
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determinar la fnrmulacioﬁ mas favorable, el numeroc de dosis y el
esquema de inmunizaci dn capar de conferir proteccibn mediante una
vacuna Qque . empleaba la misma cepa Ty21la usada en la prueba de
Egiptao. En - este caso encontraron que una vacuna administrada
oralmente como proteccién entérica, fue mis prattica y cegura
para inmunizar masivamente y mas efectiva que una formulacidn a
base. dé cipsulas de gelatina conteniendo la misma vacuna y Na
HCO3, se vid ademds que dos o tres dosis, indujeron una
proteccidn del S4 - 62%Z de sobrevida durante 33 y 18 meses,
respectivamente ( 46 ). Parece ser entonces, que no sdlo es

impartante contar con un buen antigeno, sinoD  también con  un

adecuado método de inmunizacion para lograr estimular
conveni entemente el sistema. inmune y obtener los efectos
deseados.
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DISEMD EXPERIMENTAL

Se formaron grupcs de 10 ratones. los cuales se
tnmunizaron con S. typhimurium viable por via oral ©
parenteralmente con la bacteria muerta . Se les administraron 2,
3 o 4 dosis de salmonela con una semana de intervaleo. Otros
grupos se  inmunizaron con 3 dosis de salmenela por via oral
admxnlséradas en dlas consecutivos (tabla 1 y cuadre 1). tos

rupes anteriormente mencicnades, se utilizaron 15 dlas o 18
grup

semanas despuéds de la dltima inmunitacidn para determinar:

a) .La presencia de anticuerpos especificos en suero y fluido

intestinal por la técnica de ELISA vy

b) La proteccién conferida por los diferentes esquemas de
inmunizacidn, para lo cual se realizé un desaflo por via oral con

S. typhipurium virulenta.

En todos los casos se incluyeron grupos de animales econtrol

que no se inmunizaron.
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MATERIAL ¥ METODDS

Material:

Tubos de ensayo de 12 x 75. 13 ¢ 100 y 14 » 150 mm
Fipetas graduadas de 1 S vy 10 al
Matraces Erlenmeyer de S0, 190 y 1000 ml
" Probetas de S50y 100, S00 y 1000 ml
Embudo de cola larga
Hatraces aforados de SO, 100, 500 y 1000 ml
Cajas de Petri
Hechero Fisher
Asa bacteriocldgica

Gradilla

Tela de asbesto

Lista de Equipu

Agitador American Rotar M-0140

Centr!ifuga Beciman TJI-6

Espectrofatémetro Carl Zeiss PO~M I1

Ultra Centrifuga TGA-7S

Bate Maria Gyratory Whater Bath Shaver 6-76

Lector de ELISA HMinereader I1 (Dynatech prodgucy)
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Animales

Se emplearcn ratones de la cepa Balb/c hembras entre a vy 8

semanas de edad provenientes de una colenia mantenida en el

hioterio de la Facultad de Medicina., Los animales se alpjaron en

cajas de plastice con astilla y agua esteril y Purina ad {ikifum.

Microsrganismos empleados

Se utilizersn dos cepas de 8, Ebyphimurium seroc grupo B3 una

presentd wuna baja virulencia para ratones Balbs/c (LDSOLI0 a la 1l
por administracidn intragdsirica ( 1.9.) y se denomind Fi. La
otra cepa denominada F3 es mds virdlenta y o5 resistente a  la

ampicilina. Estas cepas las dond el Dr. Lesncic Filloy,

jafe del Labeoratorin Clinico del Hospital Infantil de Mé&zien vy

muestran las siguientes reaccitnes bioquimicas tlpicas del género.

Glucosa

+ Ro jo de metilo +
Lactosa ~ Yoges Froskauer -~
Sulfhidrico + Galatina -
Indol - Descar. de la lis. +
Mouvilidad * Ampicilinag R L1F3y
Citrato + Anpticilina 8§ (F1)
Malonato -~ Ureasa -

Para sonsarvar 1Y) virulencia cada cuatro meses

aproximadamente, se realizd un pase por ratén,s recuperi&ndose las
bacterias del baze S dlas despuéds de la infeccién.
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Metedologla
Determinacidn de la Dosis Letal Cincuenta (DLSO).

‘Se reatizé para la cepa F3 de S. typhimurium

de acuerde al métode de Reed y Muench (B2). Para ello ae formaron
.4 grupos de 10 ratones cada uno. A cada grupo se le administrod
una dosis diferente de Salmonella (1x10 a l1a 2, 3. 4y Gy &y ¥y 7
respectivamente, de bacterias vivas en O.1 ml) por via ig.‘ Se

registrd el mimero de muertos en cada gruposdurante los 30 dlas

posteriores a su infeceidn.

Inmunizacidn

Se furmacon grﬁpos de 10 ratones distribuldes en forma de cola

china de acuerdo a Su peso. Estos grupus de animales se

con la bacteria muerta.

Vacunacién

a) Vacuna oral: Se realiz¢ admimistrando §. typhimurium viva
(F1) por vfa ig mediante una cérnula de plastico introducida hasta
el estdmage. La dosis utilizada fue 1»107 bacterias en 0.1 ml! de

solucién salina isotédnica (SSIy.
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Para ;stn. una colonia d2 salmonela cul tivada en agar sova
tripticasa (AST) (Biokon de México),se sembrd en un tube con 10
ml de :Aldu soya tripticase (CST) y se incubd durante 24 h a
a7'C, De este cultivo se tomd 0.5 ml y se sembrd en S0 ml del
mismo medio, wse incubd durante 3 h a 37°C con aAgitacidn a 150

vpm.

Posteriormente, las bacterias se cosecharon por
centrifugacidn a 2,400 rpm durante 30 min a 4* €, el pagquete
nacteriano éa resuspendidé en SSI y se ajustd a lnloa cdlulas/ml
por determinacidn de la Densidad Optica (DO a S&0 nm. En este

7 caso. se determiné que una Euspensién‘hactariana de IOB per  ml,
da una DO de 0.2 a esta longitud de onda.

Para confirmar el ndmerc de bacterias invculadas se sembrarcen
por duplicade diferentes diluciones de la suspensidn bacteriana

en cajas de Petri con medico AST.

b) Inmunizacidén parenteral: Se realizé® mediante la inoculaciadn
de. 1a salmonela muerta (F1) (equivalente a o’ bacterias 7/
0.05 m! de SSI' ), en el cojinete plantar del ratdn.

Para elle 1la salmonela desarrolld y se procesd de la misma
foerma antes mencicnada- para la vacuna gral, perc en este caso la
bacteria se destruyd por cator En autoclave a 121°C durante 20
min. Se comprobd sy esterilidad sembrande en placas de AST por

duplicade.



Obtencidn de suereo y fluldo intestinal

Una vé: transcurvido el tiempo correspondientes después de la
dltima 1nmumizacién (2 semanas y 18 semanas), de cada lote de
ratones (inmunizados y contoles)s se procedid a obtener suerc vy

flufde intestinal de la siguiente forma:

Para el suerc; lus amimales se anestesiaron previamente con
gter.se-sangraron por puncidn del plesto retroorbital, se depositd
la sangre en un tubc de ensaye de 12 por 75 mm, se dejd coagular
por 3¢ min. a temperatura ambiente {(t.a.) y se centrifugd a 1,800
rpm durante 10 min a 4°C, se separd el suero del paguete celular,

se depositd en tubps Eppendorf y se guardd en congelacidn a —20°C

hasta su uso.

Para los Fluldos Intestinales;. =se sacrificaron les animales,
se leg extrajo el intestino delgado vy se lavd con 1 ml  de
solucién balanceada de fusfatos (PBS). A las muestras obtenidas
se les afhadieron inhibidores enzimidticos segin el método descrito
por El=on y col. ¢ 19 } . El fluldo as{ obtenide, se centrifugeé a
2,600 rpm /20 min el sobrenadante se transfirid a otre tubo vy
se agrego 0.1ml de sclucién inhibidera de tripsina {1 mg/ml),
0.01 m de la sal addica del acido etil diaminp tetracético

(EDTA) SO0 mM y 0.010 ml de fenil sulfonil fluorure (FMSF) 100 aM,



Se centifugd nuevamente a laa mismas  condiciones v el

sobrenadante se transfirid a otro tubo y se agreqé 0.010 ml  de
.
PMSF, se dejd a temperatura ambiente durante 15 min transcurridos

los cuales " se agregd albGmina sérica bovina {BSA) a una

concentracién final de 0.8 4. Los flufdos ast tratados se

guardarocn en viales a —-20 °C hasta su uso.

Obtencidn de antigenos empleados para la técnica de ELISA

Antigeno de salmoneta completa:

Para la obtencidn de este ant{geno, la salmonela desarrolld vy

se procesd de la misma forma que la vacuna parentaral,

2d1lo gque
en este caso el microorganismo muertoc por calar se resuspendid
en S ml de amortiguador de carbonatoc 0.8 M. a pH 4.5, vy de fsta

se hizo una dilucidén 1:10 , a la cual se le determind la D.0O. a

560 vmy ajustdndose entre .59 y 0,65, esta dilucidn se empled
para acoplar el antigene a las tiras de ELISA.

Antigeno proteico de salmonela:

Este antlgeno (Ag) se obtuve mediante el método de Tato y cel
{82)s el cual se describe a continuacidn:

Se sembré una colonia de $. typhimurium en 10 ml de CST y se
incubd 24 h a 37°C., se pasd { ml de éste a un matraz conteniendo
300 ml del mismo medio, se incubd nuevamente 24 h a 37°C 'y se
sembrd en & 1 de €ST, distribuydndose 100 ml del cultive por cada

dos 1 de medic, lus cuales se incubaron 12 b a 37°C .
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El paquete celular se cosechd por centrifugacidn a 8,500 rpm
durante 20 min a 4°C, en saguida, las hacterias se resuspendiercn
en 85! estéril (300 ml aprox.) y se centrifugaron nuevamente a
las mismas constantes. E1 paguete bacteriano se resuspendid en 30
ml de acetona frfa previamente deshidratada con clerurco de calcio
anhidro y se mantuvo en agitacidn durante 10 min.

La suspensidn bacteriana =e cantrifugd nuevamente a las mismas
constantes, se desechdé el sobrenadante y al sedimento se le
agregd nuevamente acetona, este Altime paso se repitid dos veces.

Después, el sedimento se pasd 8 una caja de Petri, se disperse
y se de;d secando durante 24 b en un desecadoer con vacio. E1
producto obtenido . polve acetdnico, se disolvid en 30 ml de una
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01 M, a pH 7.2, conteniendo
ciaruro de magnesio V©.012 M. =acarovsa 0.25 M desodicolato de
sodic O.4% vy cloruroc de potasic O.1 My se agregd por dltimo
desoxirribonucleasa I (Sigma Chemical, St. Louis Mo,
aproximadamente 20 microgramos por ml y se mantuvo en agitacidn a
37°C durante 1 h en Bafio Maria . Posteriormente, se dializ=é
contra una solucidn amortiguadora de fosfatos O.01 M, a pH 7.2,
conteniendo KC1 0.1 M, con cambios frecuentes durante S dias.

€1 wmaterial dializado se centrifugd a 17,500 rpm durante 1S
“min a 4*C, se desechd el sedimento vy el sobrenadante se
easterilizd por filtracidn con una membrana de 0.22 fauld Al
fiitrado se le determind la concentracién de proteinas.. por el

método. de Lowry (4%) y se guardd en congelacidn a -20°C hasta su

use.
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Técnica del ensayo inmunoenzimidtico (ELISA).

Se empled una modificacidn de la t&cnica descrita por Drtiz vy

cel.i%9).  Para la prueba se plaguearon los pozos de las tivas de

microtitulacién tImmunelon 11, Dinatech Laboratories Inc.

Alexandria VA, USA). con S0 microlitros de amortiguador de

carbonatos 0.01 M a pH 9.6« conteniendo 30 microgramos por ml

del antiagenc protdico o 1%x10% cdlulas fermadoras de colomias/ml

de bacterias muertas por caler . Las tiras se celeocaren en wn

desecador con vacle a temperatura ambiente toda la noche. Al

momento de usarse, se rehidrataron con una solucidn balanceada de

fosfatos (PBES) ¢.02 M, pH 7.2, conteniendo 0.5 % de tween 820

(Sigma. Chemical, St. Louis Mo, USA) v 0.5% de alblmina sérica

hovina (BSA)Y y se lavaron dos veces con PBS + 0.5% de tween 20.

Posteriormentes se aMadid una solucidn de FPBS + 3% de BSA y se

incubaron toda la neche a &4°C con el fin de blogquear los sitiocos

que no fueren recubiertos con antligeno. Las tiras se lavaron 2

vecesy Yy se les agregd 0.05 ml de una dilucién apropiada del

SUBTD (ver adelante) o det flufdo intestinal sin diluir a cada

poso, las tiras con las muestras se incubaron 1 hora a 25°C.

Despuds sa lavaron nuevamente y se agregd 0.05 ml de una dilucidn

1:1,000 de diferentes anticuerpos peroxidados (Cappel,

Malven,F.A,USA) dirigidos contra la fraccidn Fc de la 1gG, Igh o
Ight de ratdén a los pozos correspondientes para determinar 21

isotipo de los anticuerpos. Las tiras se incubarcn muevamente (1

horas/g5°C), =e lavaron 2 veces y se agregd 0.05 ml del sustratos
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el cual consiste de 10 ml de un amortiguador, de citratos O.1 M.,

pH 4.5, conteniende 10 mg de O-fenilendiamina (Sigma Chemical

St. Louis Mo USA) y 0.004 ml de una solucidn al 30 % de perdxido

de hidrdgerno (Hg0,)s la reaccidn se pard S min después con 0.2 ml
de una solucidn 1 M de dcido sulfédrico (H;504). Se leyd la DO a
490 nm . Todas 1las incubaciones de 1 hora s llevaron en
Aagita:tdnl

La dilucidn aproplada de los sueros para cada clase de

inmuneglebulina en las muestra preoblema, se determind previamente

naciendo diluciones seriadas de los suercs y graficando el

logaritme de los inversos de las diluciones contra 1a DO

obhtenidndose una curva que presentd una reqgidn lineal de la cual
se escogid la dilucidn 1:50 para la IgA e IgM vy 111,000 para 1la

196 sérica.

Los resultados =e expresan come el promedio de las lecturas de
DO a 490 nmy .a las cuales se les restd el valor del promedio mds
una desviacién estindard de las lecturas de las muestras de los
animales normales

Estadfstica

Se utilizd la prueba de Fisher para determinar la homogeneidad‘
de las varianzas entre leos grupos. Fara estimar la significancia
;e.la diferencia entre las medias, se aplicd la prueba de la t de .
Student . cuando las varianzas fuercon homegdneas vy la U de Mann-—

Whitney cuando las varianzas fueron hetdrogeneas.
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Estudio de proteccidn

Se realizd con el miamo nAdmero de gruposs 1nmunizados con los
esquemas antericrmente descritos, los cuales se desafiaron eon 8-
gggnyﬂggggg (FA) viva administrada ig. La dosis utilizada fue de
!:«10‘ bacterias en 0,1 ml de SSI.

La salmonela desarrolld y se procesd de la misma forma antes
mencionada para la vacuna coral, y la dosiz de deaaffe se
adrr{xnistr-d en los ratones 15 dlas ¥y L8 semanas despuds de
ap!t'carse la dltima dosis inmunizante.

Se anotd el ndmerc de animales muertos y los dlas en gque esto

ocurridé, durante un per{cdo de observacidn de 30 dlas.
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RESULTADOS

concordayon en  todo momentn  con las  reacciongs  tipicas  del
gdners, y la cepa F3 wenservd su capacidad de crecer en

con smprcilina com SO mg/ml.

medics

DOSIS LEVAL CINCUENTA (DLISO)

En la talila 2 y figura | : se muestra el porcentaje de npuertes
v les dlas wa que dstas occurrierca dursnte un perlodeo  de
obhservacadn de 30 dlas, despuds de la administracidn de

diferentes dosis de Salmgnella ( F3 ) per via ig.

La DLSO dererminada por 2]l método de Reed y Muench fue de 2.57
% 10" (tabla 2. ‘
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TABLA No 2

OLS0 DE Satsoneila typhisurius CERA F3 EN RATONES Ealb/e

. H | ! 1 VALORES ACUMELADOS
CANTIOAD & | RELACION | Mo. DE . | SOBREVI- 3
BACTERIAS . | WUERTES ! BUERTOS | VIENTES 1 TOTAL ¢ TOTAL | RELACION DE! % Ok
! | ! 4 MUERTOS | VIVOS ! WORTALIDAD | WORTALIDAD
w L LT TS B T S B L T B A A LA to0
1 H ! H [t 1
10 LI U721 O S | B A [ N T A (/)] H 100
1 H ' 5 ! 1
1 twone o1 1o t @ 1 o a0 100
t 1 e | 1 ommmeend 1
w LTS T I LI S LI L T A (11 ! &8
1 ! 1 § [t 1
10 tove LI ) tos 1 ot e | B
i ! ! H 1 1 l
10 toane - Vooeoob oy e H

+ SE ADNIKLSTRO EN UM VOLUSEN TOTAL OE 0.1 ol POR VEA DRAL.
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PIGURA No 1

% DE MAERTES DE RATONES Balb/c 30 DIAS
"DESPUES DE LA ADMINISTRACION POR VIA
ORAL DE Salmonella (F30 ¢DLSDY
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DOSIS DE Salmonella tuphimirium
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DETECCION DE ANTICUERPOS 15 DIAS Y 18 SEMAMAS DESPUES DE - LA

ULTIMA INMUNIZACION.

Los nivelea de anticuerpos contre S, byphimurium detectados 15
dlas.y 18 semanas después de la Gltiaa inmunitacibn en contra de
la gsalmonela :delELa comt antigens. s&  muestran en las tablas 3
y & rvespectivamente, para los esquemas de inmunizacidn de 2, 3 'y
4 desis  tanto crales como parenterales. con intervalos de ur;a

semana entre cada una de ellas.

ANTICUERPOS DETECTADOS 15 DIAS DESPUES

Suero: Como se muestra en la tabla 3. en tedos los cases se
encontraren presentes los tres iscotipes analiczades ( 1gG, Igh e
IgM ¥, En ella tambidn se puede ver que ios valores de Ig6 fueron
muy similares en los grupos 11 y [I11 y significativamente altos
para el grupo IY B ( pi2.005 » con respecto al A, Fara la 1gMs
los  animales que recibiersn las inmunizaciones por wvia coral
tuvieron valeres mis altos comparades con Sus correzpondientes
vg-'urms que se inmunizaren per vla parenteral ( p<0.O0E Y. La IgA
s.ﬁla fue sigrnificativamente mds alta en el grupo I A con

respecte al B.
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En generals los niveles detectados para les anticuerpes de las

clases  IgA e Igh fueron bajos, se pudo ver ademds que é&stos

auvmantaren para les tres isotipos conforme al nédmerc de dosis. No
ohatante, 1a Igh fue el isotipo que predemind por encima de  las
otras dos, independientemente de la via y el ndmerc de dosis

administradas.

FLUIDO INTESTINAL : En los resultados que muestra ta micaa
tabla 3, se pubde wvor gue los grupos due recibieron dos y  fres
dosis por . via oral ( grupe I A& y (I1 A ).  tuvieron niveles de
iéA e IgM significativamente mas altos gue sus correspondientes
grupoes gue se inmuni:afon por via parentaral ( grupe 11 B y Il B

¥, La IgB fue la &nica inmunoglobulina gQue twuvo  valores
diferentes y mis altes en el grupe IV A con respects a los
animales  gue recibieron las cuatro desis por vla

grupe IV B ) (p<0.005 ).

parenteral <

En todos los grupos los datos del ELESA

para la Igh Turon mds altes ( 11 y IV ) o de =similar magnitud

111 ) que los de la Igh.

Cuande se compararon los resultados obhtenidos en suere vy
. fluide intestinal, se vid que los valores de IgG en este dltimo
se ancontraron mds bajosy pero a diferencia del suero sus niveles

.mAs altos se detectaron en el grupo 1V A% en cambio i1a Igh se

encontrd fon valores m8s altss que los presentes en  suerss  para
los grupos I1J y IV aungue fueron muy similares en el grupe 1.

La IgM en fluide intestinal se presentd a niveles bajos.
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TABLA No 3

CLASES DE INMUWOGLOBULINAS PROSUCIERS POR RAIONES Balb/e
006 SENANAS DESPUES DE LA UILTIMA INAUNT2ACION

1 ANTICUERPOS SERICAS ¢ n ANTICUERFOS €N FLULDD INTESTINAL ¢
1 11
1 198 1 Igh 1 138 1 198 1 Igh 7 g
BRUPD 1 111000 1 jEh) 1 1230 1n 1 1
T
) 038 1 0.090+-0.017

1 0.4400-0,023 1 0,0594-0.003 1 0. OVBhO 003 11 0.176+-0,035
- 11

1 0,085+-0.
1

T R L
10,008+-0.008 1 0.00

1 0,344+-0,022 1 0.08a+-0.011
4

1 ) 1
10, 16440002 1 €.0354-0.010

B 1 0.4104-0.008 1 0.0104-0.006 ¢ 0.01#0-0.003 11 0.153+-0.02%
I
1
A 10.0970-0,095 1 5,0050-0,603 1 0.100+-0,001 1 0.297+-0,05
L R I
B 10.5100-0.035 1 9,0350-0,005 1 0.050-0.024 11 0.231+-b.027
i
& 1 0.5100-0.017 1 0,1004-0.029 | 0.193+-0.017 11 0.54B+-0.052
U Ry eeme | -
B 10, 5500‘0.0% 1 0.1054-0.80%9 1 0,142¢-0.002 11 0.310+-0.033

\\rmrm 1] rmamemrfreen

10.2294-0, 031 1 0.0b54-0.001

[ E—

e ——

fo. \730-0.03\ 1 0.0b5+-0.003

40ETECTADOS POR ELISA LOS VALORES SON EXPRESADOS COXD LA WED1A DE LA DO A 490 nn A LOS CUALES SE LES
FESTO EL VALOR DEL PROMEDID MAS UNA DESYIACION ESTANDARD DE LAS KUESTRAS DE LOS ANINALES MORNALES

EX TRES EIPERIMENIDS FOR SEPRRALD
b= A vs B pC Q.005 POR PRUEBA DE T DE STUBENT
ANo# B ovs B opd 0.005 POR U DE MAKM WHTTHEY,
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ANTICUERPOS DETECTADOS 1B SEMANAS DESPUES

Fuesto qQue la respuesta de anticuerpos puede variar mucho
entre ratones inmunizados con diferentes vacunas. especialmente
durante largos perlodos. 58 pvaluaren los niveles de anticuerpos
especificos presentas 18 semanas despubs de su “ltima

inmunizacidn ( tabla & ).

SUERO: Se siguiercn detectando los tres isoctipos de
inmunoglohulinas en tedes los grupos. excepto la Igh en los
grupos II A y B y 111 8. lles resultades de IgG fuereon
significativamente mds altos en los grupcs inmunizadoes por  vla
oral gue en los inmunizades por via parenteral. Para la Igh y la
IgM, se observaron en general niveles m&s altos en 1os  grupos
inmunizados oralmente, los cuales se incrementarcn conforme al
ntmers de dosis.

Nuevamente agul se vid que la inmuneglobulins predeminante fue
~la IgB independientemente del ndmerc de dosis administradas vy la

~via de inmunizacidn.

FLUIDO INTESTINAL: En estas muestras se encontraren valeres

para la lgG gue fuercn muy parecidoes, independientemente de 1la
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via de ilnmunizacidn para todos los grupos exceptu para 1 (11 A,

an donda fueron significativamente mids altus gue en el

corvregpondiente B, en cambio los valores para la IgA e Igh fueron

méynres en los grupes IT y III A { p<0.00S). En 2]l grupc IV no e

encontraron  diferencias significativas en ningune de les  tres

isotipos y mientra la’lgﬂ permanetid a niveles bajos, la IgA se

encontrd elevada e incluse fue la inmunoglobulina gque predoming
en estas muestras.

Comparandc los valores detectados tanto en

suero como &n fluido intestinal, en amboe sitios la IgM los tuvo
bajos. La IgE gue en el primero estuve presente 2 niveles muy
altes, principaimentes en los grupes 111 A ¥ IV A, enw el sagundo
=e &apcontraron bajos;y ean cambio la IgA que eén suero se detectd

con valores muy bajos ¢ grupo IIT A y IV ¥ o no

grupos I A y B y II1 E };

se datectd ¢
en Tluldeo intestinal se encontré
elevada. FPor ditimo, los resultadoa de la tabla & ndican en
Qeneral que los animales inmunizados oralmente tuvieron niveles

de  anticuerpos  1gG, IgM e Igh ) mds altos gue los inmunizados

por via parenteral.
Al

hater una comparacidn de ips resultados presentes en las

tablgs 3'y 4 se ve que lps niveles para la Ig6 fuevon muche mis

altos que los chservados a las dos semanas en los grupos III v IV

inmunizados por via gral, en tanto gue los inmunizados por  via

parenteral los tuvierown gols ligeramente mis altes. En tamrbiso en

los grupes II A v B los valeres presentes & las 18 semanas fuerc

aproximadaments la mitad de los detectados a 1los 195 dias.
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TABLA No 4

CLASES DE INNUWOGLOBULINAS PRODUCIDAS POR RATONES Balb/c
1B SEXAKAS DESPUES DE LA ULTINA INWUNIZACICON

1
1}
i
1

GRUPO

ANTICUESPDS SERICAS ¢ £1 . ANTICUSRPDS £ FLUTDO IHTESTINAL ¢
1

[T TS S O T RS T 1 [T [ AR TN S T

W [ ot 1 use 1 i i

A TOEEAMZY DO 1
n et

0.0564-0.005

1
1

{1 0.13%3-0.018
I

1
8 1o.190-0, .023 1 0000 1

0,921 +-0.00%

11 0.133+-0.021
1f:

( 2000~D 014 1 0.0Z0¢-0.006
t A

) Q. !1304 914 1 0.00

A1 LA5-0,000 1 0.0350-0,017 1
3 B S

4, 417+-0.02¢

1 0.2004-0.038

i
87 105000 1 0000 1 §07%-0,001 11 0,136¢-0.038

£ 0.A80e-0,047 1 0.0774-0.010

R A

&
1053240048 T 0.032+~0,004

A1 1.2624-0.032 1 0.3530-0.003 1 0.185¢-0.011

I Bt T e e |

8%
H 8. 160+ ~0,020

l 0.485+-0.038 1 0.099+-0.018
{

§ 10.9254-0.031 { 4.070+=0.008 1 0,145+~0,012 ll 0.200+~0.028

I 0.490+20.014 1 0.0933-0,084

#DETECTROUS POR ELISA LOS VALORES S0M EIPRESADUS CONG LA MEDIA DE LA DO A 490 nn A LAS CURLES SE LES
RESTE €L VALOA DEL RPONEDIO RAS UNA DESYIACLON ESTANDARD DE LAS WUESTRAS DE LOS ANIMALES NORMALES

€M TRES EXPERINEKTOS POR SEPADADD

L =& vs B p( 0,005 POR PRUEBA OF T DE STUBENT

Ny v A oys Bopd 0,008 PDA U DE MARK WHITNEY
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e IgM permanecid sin cambics aparentes on sus niveles y

-lgh  tuveo

la

valores muy similares ( grupes [IT A y IV ) o no se

detectd ¢ grupes I1 Ay B y I11 B ).
En las muestras

de fluldo intestinal s diferencis de 1o

observado a los 19

S dlas, la IgA fue ila inouneoglobulina

predominante en todos los grupos inmunizados oralmente vy s&lo en

el . grupao inmunizado con % dosis parenterales. Para l1a Ign laos

Riveles detectados no cambiaron mucho ¥ en goneral permapscieron
igual en todns lus gruposs paras la Igh en los grupeos II1 ¥ IV se

vid una disminueidn Zon el tisnpo-

COMPARACION ENTRE LOS GRUPDS INMUNIZADDS CON 3 DOSIS DRALES A

DIFERENTES INTERVALOS DE ADMINISTRACION

Lo niveles de anticuerpos contra .

dias

typhimurium detectados 135
y 18 semanas despuéds de la &ltima inmunizacidn en contra de

-la bacteria completa como antigenty se muestran en la figura 2y

3.
FPara investigar si &)

intervalo entre las dosis administradas

por inmunizacién oral puede infiuir en el isctipo y/o los niveles

de  anticuerpos, se tratd wn grupoe de ratones con tres dosis de
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S, typhimurium ¢ F1 ) viva administrada i.g. en dlas consecutivos
( grupo 1 ) y se comparaven los resultadeos obtenides con su
correspondiente grupo que recibid tres doeis orales con intervalo

de una semana cada una.

SUERO Y FLUIDO t15 DIAS): Como muestra la figura 2, &l grupeo
en el suesroc, presentd niveles de i1nmunoglobulinas sdi-icas mas
altos para los tres isotipos gue el grupo 111 A, siendo estos
significativamente altos para los de las clases Igh e IgM.
Adehés, este fue el dnico grupo en el gue se detectaron niveles
mds altoes de estas dos (ltimas (Igh e IgM) con respecte a  las
demis esquemas de inmunizacidng e incluso aqui. la igh se
encontrd ligeramente mis elevada que la IgB la cual fue el

isvtipo gque predomind en los demés grupos a este nivel,

.Em fluldo intestinal tantoe la 1gA como la Igh tuvieren valeores
éignificativns mads altos en el grupo I con respecto al III A y
mientras en el Altimo estas des inmuncglobulinas se encontraror a
niveles muy parecidos en el grupo 1 1la IgR fue la que predomind.
La IgM tuve valeres bajos en ambos grupss y wo  se  encontraron

diferencias significativas entre ellos.
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SUERO VY FLUIDO (18 SEMANAS): En la figura 3 sp ve a npivel

sdrico Que la [g6 fue la Anica inmunoglobulina con  valoves

significativamente mds altos. en el grupe I1I A; en camhioc, en el

?lu{db intestinal tantey é&sta como el isotipo IgA moastraron los

niveles mds altos,

Al comparar los resul tados precentes en las figuras 2 v 3 se

ve qgque, cuando el antlgenc se administrd en dlas consecutives
(grupe I}: los niveles de anticuerpos decreciercn con el tiempo

tante en suero come en flulde intestinal, mientras gque en el

esquema deonde las inmunizacienes ce dieron con intervalos de una

semana {grupo II1 A ) 1a TIgG fue la &nica que se incrementd en

‘suereo, permaneciends sin grandes cambios los tres isoctipos a
nivel de fluldo intestinal. mostréndose sdlo un ligero incremento

para la IgA,

47



FIGURA Ne 2

COMPARACTON DE NIVELES DE ARTICUERPOS
- PRODUCIDES POR RATONES Balb/c EN EL
GRUPO I vs 11IA 15 DIAS DESPUES

CONTRA LA SALMONELR COMPLETR

‘D0 A 490 on _
: 1;5 - s F.1
1.0f
0.5F
- CIGRFP 1
0.0k Jzzaceupo 1114
16 JeA  IgM 16 IgA 1M
CLASES DE IHMUNOGLOBULINAS
S= SUERO ’

F.l.= FLUIDO INTESTINAL

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO ¥ EL ERROR
ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS.

48



1.5
1.0
0.5

0.0

FIGURA No 3

COMPARACION DE WIYELES DE ANTICUERPOS
PRODUCIDOS POR RATONES Balb’c EN EL
CRUPO T vs 111A 18 SEMANAS DESPUES

CONTRA LA SALMONELA COMPLETA

10 A 490 m
oy i
o & NI gh_icﬁgtulppg i]lﬂ
16 IoA - Igi 16 I I
CLASES DE: THMUNOGLOBULINAS
S= SULRO

F.I.= FLUIDO INTESTINAL

LOS RPESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO Y . EL ERROR
ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS. '
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DéTECClDN DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA UN  ANTIGENO

PROTEICO 15 DIAS DESPUES DE LA ULTIMA INMUNIZACION

Debide a que ze ha mencicnado que los anticuerpos dirigidos en

contra de protelinaz de 5, typhimurium pedrian ser impovtantes en

1a proteccidn contra 1a enfermedad, ce estudiaron los niveles de
anticuerpos generados con los diferentes esquemas de inmunizacién

antee mencionados y el o los isotipos de inmunoglobulinas que

predominaron en cada caso tante en susve ceme en  flulde
intestinal.

Las figuras t4a. 4b y 4c meestran los resultiados de los niveles

de anticuerpos cspecificos detectados 1S dlas despuds de la

dltima inmunicaciéng para los grupeos que vecibieron dosis

diferentes del antlgeno (2, 3 y & ) a intervales de una semana

entre cada una de ellas. En dichas figQuras, a nivel sérico ce

ocbservan valores en lous tres isctipos ( IgBs J1gA e IgM Y gue

fueron significativamente mis altos en los grupos inmuniczados

sralmente, comparado con los corvespondientes i1nmunizades por via
parenteral ( figs 4a y 4b ). excepto en el grupo IV para la I1gG ¢

fig, 4c )y e inclusce la IgM neo se detectd en los animales
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inmunizades  por esta vla con 3 y & dosis ( fig., 4b y 4c) . Los

niveles mis altos estuviereon presentes en el grupo IV para todas

las inmunudlcbulinas { fig. be Y- Mientras aque en floulde

intesatinal, no euiastieron difecencias significativas en ninguno ,

a excepcidn del grupo IV donde fue mis alto el valor en los

animales inmunizados por via oral con respecto a los inmunizados

por via parenteral (p0.005) (fig. 4ec ).

Al comparar el grupo II1I A con el grupa 1 ( figura & Y. se
cbservaron valores pde altes en abos niveles (pC0.005) para el
grupc I, con excepcidn de la IgM en flulde intestinal donde no

existierocn grandes diferencias.
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FIGURA No 4 A

© CLASES DE THMUNOGLOBULINAS PRODUCIDAS
POR RATONES Balb/c 15 DIAS DESPUES DE
LA ULTIMA INMUNIZACION EN.EL GRUPO 11
CONTRR EL ANTIGEMO PROTEIOO

A4 m

. g ?.T.
0.3}

%7 @m %‘v . F1GRUPO 118
0.0 , PZAGRUPD 11A

o6 IeA I Ig6 oA IR '
CLASES DE INMUNOGLOBULINRS
8= SUEI0

F.XI.= PLUIDO INTESTINAL

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO 1  EL ERROR
ESTANDAR, DE. 3 EXPERIMENTOS. . i

no



FIGURA 4B

CLASES DE INMUNDGLOBULINAS PRODUCIDAS

POR RATONES Balb/c 15 DIAS DESPUES TE

LA VLTIMA INMUNIZACION EN EL GRUPC 111
CONTRR EL ANTIGENO PROTEICO

0_5}?0 B 490 m

0.5 s F.I.

0.4F :

0.3

0.2

0.1 % % CIGRUPD 1118

0.0 7 B jriceoro 1118
oG IgR IgM 16 IR 1gM

CLASES DE INMUNOGLOBULINAS

S= SUERO
F.l.= FLUIDO INTESTINAL

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIC & EL ERROR -
ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS.



FIGURA {C

CLASES DE INMUNOGLOBULIMAS PRODUCTDAS

POR RATONES Balb/c 15 DIAS DESPLES DE

LA ULTIMA INMUNIZRCION EN EL GRUPG 1Y
CONTRA EL ANTIGEMNO PROTEICO

0.6?0 fA 490 o
0.5 - F.1
0.4k ’/
0.3 - g
0.2k %
o1E % [IERUPD 1vE
ooE AL ALY FZZAGRUPO 149
I6 IR IgM Ist IR IgM
CLASES DE INMUNOGLOBULINGS
5= SUERO

F.i.= FLUIDD INTESTINAL

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMD EL PROW:?DIO %t EL ERROR -
ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS
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FIGURA 5

- COMPARACION DE NIVELES DE ANTICUERPGS

PRODUCIDOS POR RATONES Balb/c EN EL

GRUPO 1 vs 111R 15 DIAS DESPUES
CONTRA EL ANTIGEND PROTEICO

DO A 490 nn
E. 5 F.I
3
IoG IgA JgM 16 IA  IgM

CLASES DE IMMUNDGLOBULINAS

S= SUERO
F.1.= FLUIDO INTESTINAL

JCIGRPD T

[ZZAGRUPO 111R

.LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL PROMEDIO +/=- EL ERROR

ESTANDAR DE 3 EXPERIMENTOS.
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ESTUDIOS DE PROTECCION

Les animales fuercn desafiados 1.9. con 138 DLSO de la cepa
F3, vy == observaren por un lapsa de 30 dias. los  datos del
porciento de sobrevida se muestran en las figuras &6 y 9 .

Los fegultados de la figura & para los grupes desafiados 15
dfas despuds de habdrseles administrade la Gltima ipmunizacién
indican que el mayor porcentaje de schrevida se presentd en  los
animales que recibieron las dosis de immunizacidén por via oral,
principalmente en los grupes lII ¥ IV. Es de notarse, que los
grupos gue recibieron las mismas dosis que &l grupe III A pero en
dias consecutives ( grupo I )'s manifestaron un porcentaje de

sobrevida aproximadaments de la mitad de &ste.

Ern la figura 7 que muestra el porcentaje de muertes acumuladas
scurridas en los primercos {0 dlas y posteriores hasta los 30
(figura B8) después del desaflc para todos los grupos. se wota una
maycrr mortalidad en el primer pericdo para los grupos que fueron
inhuni:adas oralmente,  contrarico & lo ocurride en los  grupos
inmunizados parenteralmente, en los cuales la mayor mortalidad se
presantd en los siguisntes dfas siendo mds noteorio en el III B y

Iv B.
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PIGURA No 6

PORCIENTO DE SOBREVIDA A LOS 30 DIAS EW
LOS GRUPOS DE RATONES DESAFIADOS 15 DIAS
DESPUES DE LA ULTINA INMUNIZACION

lizk

CONT IyR IVB IIIR IIIB IIR IIB
GRUPOS
B cruro CONTROL

V72  cuuros con LMN. ORAL
[ waus Cuni anMUN. PARBNTERAL .
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PIGURA No 7

ACUMULACION DEL PORCIENTO DE MORTAL IDAD
EN LOS PRIMEROS 10 DIAS POSTERIORES AL
‘RETO :

CONT IvR IVB JIJR I8 I11A I1IB 1
GRUPOS

. MM cmro contROL
/70 Gruros coN INMUN. ORAL
[] GcruPOs CON INMUN. PARENTERAL
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PIGURA Yo 8

ACUMULACION DEL PORCIENTO DE MORTALIDAD

DE 11 A 30 DIRS POSTERIORES AL RETO

120 &

60~ 42.9
73 3

%

CUHT IVH Iv8 IIIR IIIB 1If
GRUPOS

- GRUPQ CONTROL
m GRUPOS  CON INMUN. ORAL

[:: GRUPOS CON INMUN. PARENTERAL
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La figura %  presenta los resulados de proteccidén ( como
p:-rcenté:jes)- para todos les Qrupss dessfiados 18 semanas despuds
de haber recibidce la dltima inmunizacién. En ella se ocbserva que
los porcentaje= md= altos de scvbhrevida se presentaron en 1os
animales inmunizades oralmente. principalmente en el grupo III,
con escepcidn del grupw 1 que recibid las dosis en dlas
cohsecutives « en el cual murieron todos los animales. Es de
notarse que en todos locs grupos las muertes ocurrieron en los
primerce 10 dias postﬁrinrez al desaflo.

Al hacer una comparacidn de la pgroteccidn preseznte a les 15
dlaz " eon la de 18 semanas despuds de la dltima inmunizacidn. es
clarc .gue ésta disminuvd en general a la mitad con el pas=o  del

tiempe, e inclusoe desaparetid por complete en el grupo T.
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FIGURA No 9

PORCIENTO DE SOBREVIDA A L05 30 DIAS EN
LOS GRUPOS DE RATONES DESAFIADOS 18
SEMRNAS DESPUES DE LA ULTIMA
INMUNTZACION

~
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DISCUSION DE RESULTADGS

Em los mamifaeros, la inmunizacidn en centra de bacterias

praduce habitualmente la presencaias de anticuerees especificos con

actividag antibacteriana observable facilmoente por diferentes

métodos. Bin embargo. todavia no es pousible predeciv  las

diferentes respuestas generadas on individuss o8 La mrsma o de

diferentes especies, v ma= adn prderla manipular

conveniontemente.

En este trabajo. con  ambas rutas de inmunisacidn (oral oy

parenterall. no  se encontyd Una correlacidn aparente entre los

niveles de anticuerpos presentes en suero y en floido intestinal

¢ le mismo ccurrid para las suestras probadas con €@t antigevnes
proteéico ). Asls en los diferentes grupos se encontraron miveles

altos de algunos l1sotipes en el fluldo intestinal pere & nivel

sérico se detectaron con valores bajosy mientras que en otros

seurrad  lo contraric. Tampoceo &xi1stid una sineronitacidn en la

elevacion ¢ disminuc:ion de las inmunoglobulinas presentes en

ambis  compartimentos.  Farace s&F per estes resultados,  que los

anticuerpos preseantes en flufdoe intestinal los | sintetizaron

céiulas plasmiticas presentes en ol teyida linfeide ascciado a la

nucosa gel intestino.

en los animales 1nmunitados tante por vie

oral como pareateral. Ewslgten reportes en la literatura en donde
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se ‘indica  que dosis repetidas del antigenc ( ne viable +

administradas por via parenteral, son poco efectivas o incapaces
de provocar  una respuesta especlfica de IghA en 1a mucoma
intestinal de animales n¢ inmunitados ( &4,14 ). Sin embargo,

-ciertos antfgenos. administrados por wvia parenterals pueden
inducir la bresen:ia de anticuerpos especfficos tanto en Suero
como en fluido intestinal ( 39,%9:81:646 )y en algunos casose se ha
demostrade que los anticuerpos a nivel intestinal provienen del
sUero. En estos estudios. el incremento o la disminucidon de
dichos anticuerpes en ambos sities fueron sincronizados (21,648).
Aunque este no parece ser el caso, por les metives antes
mencionados. Para poder comprobar st hay produccién local de

Canticuarpos, hace falta que se lleven a cabo otros estudios,
quiz=4 tratande de buscar la localizacien de las cdlulas
producteras de anticuerpos especificos para S. typbimurium.

£En general se observa una correlacidn entre el nimero de dosis
y leos niveles de anticuerpos, dsta es mds aparente en el sueroc vy
fluido intestinal de los ratones inmunizadoes parenteralmente  a
les 15 dlas ( preobadas contra la salmenela completa ). A las 18
semanas 1a asotiaclidn estuve presente en los animales inmunitados
por cualquiera de las dos vlas a nivel sérico, encontrdndose
valegres mas altos de inmuneglobulinas en les inmunisades por via
oral tanto en suero come en fluldo inteastinal. La mejor capacidad
de la vacuna oral para inducair una mayer megnitud en la respuesta

de anticuerposs puede deberse a la constante estimulacidn
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nntxgéﬁica provocada por la persistencia de la salmonela viable.
como lo han reportads otros autores (G1,61).

Estos resultados muestran upa influencia del namerc de dosis
administradas y la induccién de la sinteais de Igh en el
intestirio. Los niveles de IgA locales se elevaron mas, después de
la inmunizaciédn cral gque con la parenteral para los grupoes dque
recibieron 2 o 3 do%is: =in embargo. lus que recibieron 4 dosis
pafenterales presentaron niveles de Igh similares a los obtenidos
en los an;males inmunizados con 3 & & dosis por via oral . Esto
puede deberse quiz4, a que los linfoeitos precursores
involuerados en la sintesis de IgA se localizan principalmente en
el tejido linfoide asociado a mucosas {( 24 ) y; probablemente, el
antfgene  aplicade por via parenteral tenga Aque ponerse  en
contacto con este tejido ¢ o que loé linfacitous comprometidos
migreﬁ a érganes periféricoes) para que la estimulacidn ccurra. El
presente trabajpo, asi como les de Sveonerholm y cel. C 760,
sugieren gque la cantidad de ant{genc que se pone en contacte con
las células inmunocompetentes en el 1ntesting, mAs que la ruta de
inmunizacidn per se. determinan la respuesta inmune generada en
la mucosa .

El intervalo entre las dosis aplicadas afectsd
considerablemente la vespuesta humeral tante en suere come. en
fluldo intestin;lg notdndose un franco dominio de los niveles de
IgA localesy en los animales que se inmunizaron con 3 desis en

diasg: consecutivos: comparado cton los de las inmunizados con  las
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mismas dosis pere cCcon una semana de intervalog cuande las
muestras se probaron contra el antigeno protéico se vieron
resultados parecidps, OQuizid el esquema de inmunizacidn en dfas
consecutivog induzca un proceso de divisidn celular’ dependiente
del antligenc; y Que favorezca la sfntesis de 1gA por parte de las
células plasmiticas en las mucosas.( 24 )

A tiempos largos, se vid una disminuci®n en los valores de las
inmunocglobulinas  presentes en los animales inmumzades con el
gsquema consecutivo, cosa que no ocurcid con les inmuniTados a
intervalos de una semana entre cada dosis, en los cuales 1la
respuesta anti salmonela permanecid constante o aumentada.
Sziegoleit vy col. t79) han reportade resultados en les que se
‘muestra la presencia de anticuerpos especificos despuds de un

“tiempo . similar, en ratenes infectados por via oral con S

I

typhimuriom.

El isotipo de los anticuerpos en el fluldo intestinal tuvo un
cambio con el pass del tiempo, asi, en Uun principie la IgG fue la
inmunoglobulina predominante, pera despueés de 18 semsnas la gque
se encontrd  a niveles mds altes fue la IgA. Debe tenerse en
cventa aqul, gque lesc maveles detectados en cada isotipo, pueden
ne ser el reflejo directo de su concentracidn, ya que la
presencia de anticuerpos de una clase con mayoer avides por el

antlgeno que los anticuerpos de ctro isectipou. pueden enmascarar

los resultados (&1 ).
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Log anticuerpos de la clase IgG fuersn los que predominaroen on

suers, independientemente de la via de inoctulacidn y el ndmero de

dosis, cuande el antigenp se administerd a

semana. Metcalf y eol.

intecrvalos de  una

{S3) obtuvieran resultades similares

encontrands que an ratones inmunizados con S. typhisurium por via

intraperitoneal, subcutdnea o intravenosa la mayor parte de los

anticuerpas se@ricos eran Igh.

iLos resultados de este estudic dgifieren de los cbtenidos por
Eddie y col. (18 ), quienes encontraron aiveles muy bajoes de
anticuerpos intestinales en

conejos inmunizados con S.

'_zxenmgsiw por vis intravencsa. subcutdnea o intraperitoneal.
Esto puede deberse a diferenciss ecnire las especies en cuanto a
la magnitud en que el antigene administrado parenteralmente es
capaz de  inducir la IgR. o a los diferentes esquemas de
inmunizacidn wutilizados, ya que en este estudic se encontrd gue
ios 'nivales ¥ Clases de

inmuneglohulinas  obtenidas varian

considerablemente al cambiac el esquema de inmunizacidn.

Numerosos

reportes mostraron que varias vacunaa coppuesstas  a

base de cé&lulas muertas ¢ extractos proteicos ( 78,8,48.04 )  de

capas de Szalmonella adminintradas por via pareantaral, protegiervoen

a loa ratones de contraer la enfermedad; sin embargos en @stos

estudios utilizan diferantes vias & la oral para dar el desafic
con la bacteria virulenta. Dtrog reportes han mostrado gue la
administracidn oral de S, typhisuriue induce una respuesta inmune

protectora contra retos con la bhacteria virulenta. que es
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ksuperinr a 1a inducida por la administracidn parenteral

( 26,846,711 ). En el presente estudios ¢2 encontrod también que la

inmunizacidn por via oral genera una mayoer proteccidn contra

postericores retos con la bacteria virulenta. que la inmunizacidn

“por via parenteral. Sin embargo, dicha proteccidn no correlaciond

con . los niveles de anticuerpos presentes tanto en suerc como  en

flulde intestinal dirigidos contra la salmonela completa o el

antigene proteiceo. Se utilizd este Altimo antigeno debide a que

estudios previovs hablan demestrado una buena proteccién inducida

por dicho eMtracts preteico ( S4 ),

En estudios realizados por Sraisart y col. ( 63 ) se encontraé

una buena correlacidn entre tituleos altes de anticuerpos Igh vy

proteccidn; estos datos difieren de los mostrados aqui, en losg

cuales con el esquema de inmunizacidn en dias consecutives se

ohtuvieron - los mejores titulos de anticuerpos Igh y sin  embargo

mostraron una baja proteccion. Tambi&n se vid que los animales

inmunizades por via paremteral presentaron  una mayor sobre vida

que 1lous inmunizados por via oral y los controles durante los

primereos 10 dlas pusteriores 2 la infeccion yv aunque la vacuna

parenteral retarda el perilodo en que ocurren las muertess no las

evita; estos resultados se deben de tener muy en cuenta en el

momento de interpretar los efectos protectores de alguna  vacuna

va que el tiempo en que se observen los rvatones puede ser critico

para una correcta evaluacidn.
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CONCLUSXONES

Los resul tados del presente trabajo indican gue la
inmunizacidn tanto por via oral coemo parenteral,  pueden generar
la produccidn de anticuerpos presentes tanto en suerc como  en
,flulde ‘intestinal para los tres isctipos buscades (196G, IgM e
IgA) . Estos anticuerpos presentaron variaciones &n sus niveles y
clases dependiendo no sole de la via de inmunizacidn sino tambidn
del nAmeros ' de dosis del antigeno administrade y el intervalo
entre ellas.

No  se encontrd una correlacion aparente entre los niveles de
anticuerpos séricos y los presentes en el fluldo intestinal. Lo
que indica. que las inmuncglobulinas presentes en este Altime,
fueron sintetizadas por células plasmdticas localizadas en el
tejido linfoide ascciado al intestine.

Se  encentrd on general una cocrelacién entre los niveles  de
anticuerpcs y el némers de dosis aplicadas, principalmente con el
isetipo IgA en flulde intestinal que sugiere, que la cantidad de
antigeno qhe sepone en contacte con las celulas inmunocompetentes
del intestino. més que 1a ruta de inmunizacidn determina la
respussta i1nmune generada en la mucosa intestinal.

g1 intervalo entre las dosis apticadas, afecta



considerablemente la respuesta humoral, tante en suero como  en
flulde intestinal. Asl. las  anticuerpos inducidos por  los
esquemaé de inmunizacidn con intervalos de una senana se
mantienen con niveles constantes por mas tiempo. comparades con
los induclidos por el esguema de inmunizacidn consacutivo.

Los anticuerpos de clase IgG . son los que éredomxnan a mivel
sérico, independientemente de la via de inoculacién y el nimero
de dosis, cuando el antlgene se administra cen intervalos de una
semana.

tLa inmunizacidn por via oral genera una mayor proteccién
contra posteriores yetos con la bacteria virulenta, Qque la
inhuni:acidn por via parenteral, la cual retarda el tiempo en que
mueren los animales perc no la evita. Sin embargo ., ne
cnrrelac;ona ton 1los niveles de anticuerpos presentes tanto en

suerae como en flulde intestinal.

Los resultades obtenides parecen indicar que 1a proteccidn
indueida, no se debe & lo% altres titules de anticuerpos., Sin
epbargos no Se puede descartar que los anticuerpose dirigidos
:bnpra otres antigencs de la Salmonella ne jueguen un  papel

protector.
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