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RESUMEN 

RESPUESTA INMUNE' [NTESTINAL Y SISTEMICA EN RATONES INMUNIZADOS CON 
Salmonella typhimurium. 

El presente trabajc, tuvo como objetivo estudiar el. ,, fecto de 
diferentes esquema:,_,, de inmuniacin (:(3n Salmonella typhimuri,um sobre 
la respue:sta inmun 	i.ntestinal y .Ji:-.7,tmica, y evaluar la relaci,'Jn 
entre La respuesta inmune Incal y/o sistemica con ia proteceir.)n 
generada. P:Ira este propitc) 	inmunizron grupos dt-. ratert 	Balb/c 
con 2, u 1.) 4 d(i)sis semanal, de S. typhimurium v1,vi:1 	 o 
inactivada por calor por vía parenteral en cojinete plantar, mientras 
que otro grupo se inmuniz6 pGr tres días consecutivos or:ilment17:.. 
reali'Laron estudio de pretecein con S. typhimurlum Jirulenta dr7)1; y 
dieciocho semanas des pues de LA rtitimzi. inmunacin. 2e evaiu() po  t 
ensayo inmunoenzimStico (ELISA) 	prcduccin de anticuerpo striel-Js 
e intestinales. .:)13 obtuvieron celulas de bazo, placas 	 (EL') Y 
nr:Jdulos 	 mesentrie, 	(NLM) del grupo que recibj 4 dois 
semanales de bacterias para analiar la respuesta inmune c Luiar, y 
la distribucif)n de f,t.ibpoblacieine de linfc)ciLos T y linU)c 	I: por 
el me todo de inmunuperoxidasa. 

Se encontr(3 una dusi. letal 	(1)Lso) de 2.6 x 103  bacterias El 
grupo mlls protegido fuc-t el que recibil) 4 dosis semanales de bacterias 
por vía oral, obsrvSndose un 8(:) 	de sóbrevida a las (1,-- s e t;1aaIaas y un 
37.,; de sobrevida a las 18 semanas. Se encontr6 una correlli.)n entre 
los niveles de anticurpos séricos e intestinales con el nr.tmero de 
dos.is de bacterias administradas. Ei inervalo entre dosis afeo t.`?  

considerablemente la respuesta humoral tanto en suero como 
intestino. El grupo inmunizado en días (.3onsecutivos en relaci6n al 
grupo inmunizad() semanalmente mostr a 	dos semanas un increment,..) 
de anticuerpos séricos tipo IgA e 1gM y anticuerpos intestinales tipo 
IgA e. 10 4›s: 0.0). Este grupo present6 una mar.:.:ada (.1isminuciU en 
los tres isotipos a las dieciOcho semanas en relacin con el grupo 
inmunizado semanalmente (ps 0.05). No se encontró retacin entre lc)s 
niveles de :_Inticuerpos. de los tres lsotipos y protel.f.)n. 
»lutIvar_Jn 	cLulas de ba.,:o, f.  Í:'' y 1U.,H 	y se _is 
com,) eonv ,:li.lna A y lipolisacAri ,:lo de Escherichia col 	 ekDri 
anuigenc,::; wAr6iculadc) 	de S. 	typhimurium con pes3 m47).Leculares de 
42-45, 	:50-cl3 y 64-68 kfia. Los 	resultad(Ds mostrarc, n que las tr(J, s 
fracciones fueron capaces de estimular 1.71 respuesta proliferativa. 
espekAfica de células provenientes de animales inmuni.,:ladc)s con 
bacterias vivas. 	La Cinica fraccílJn que priDJujo e•- t,, 	de 
células proveniente5 de animales inmunizados con bacterias muertas 
fue la de 64-68 kb.a. 	Tanto La inmun1zaci6n (7..7al como la parenteral 
produjeron un aument,J en el porcentaje de células con mareaaor de 
superficie de liniitos IJ (IgG, lgA, IgM) así como de linfocitOs T 
(L3T4, Ly-2). 

bos reultados obtenidos en este trabajo indian que La via de 
inmunizacif_in, la c_isis de antígeno y el esquema de inmunizacin 
empleado afectan considerablemente la respuesta inmune hUmorat y 
celular tanto a nivel intestinal como sisttmico, así como la 
sobrevida al desaifío con bacterias virulentas en el modelo 
experimental utill'¿ado. 

vil 



INTRODUCCION 

t i.(:14.!•::.• 	 ',S 	1111 rA 	 -Ln  

:Sada 
	

la i_ferLa Salmonella 	typhi 	 .tJ r 

diferen(5 La ...i.ebr,*! 	 otr; 

aso,.;:iandiJ la iniee,2in 

1.dr.3 2 report,6 	ia pa.uliraleza  

ti 	 etaha relanada ::(7)n La ingestad agua conr:-ailLnada 

y que la tuc,.nte1 1 3gxt U i nr 	 eran las hec'es humanas. 

(::1) identi1. en g..:Inglic's 7 

b.:-11:»71 de individuu'3 muertu pc.-Ér 	areci)n. al aqenLe 	1. de 

ia 	 Urattki2y eh t4 	11 1,..,gr(>11 	'..Dr 5 P;(rtic 

d 	mu 49 t 	:=5 	 y ciu():3 	rtricJr.:-5 	111 	 1 	en 

7-(r1;l1icia-its. 	Un 	ano 	 y'...j,mith 	1.4) 

Salmonella 	choíerae-ui..1 Í • 1 	 itti•1 Lrt 1.1 

semejante al e61.era, y .en 	 kia,.:Lrtner IJ) 	 una 

sal iz ie la 	provenlente de heces de un ent:rmo i. t 1 lroid4-:a, a la 

Salmonella enteritidis. 	11', e de;,cuhrimInr.,.. -,  

skaguído por .A aislamiento y descripciAn :le un 	n nrImerc, de 

microrganismos pertene,:lientes a 	 r c. El air,lanlint.,,n de 

t e 	estrechamente relacionadas y provenientes 	diver:7,as 

1!,n el ano de 	1M3Y rnith y ..,:wart 	(4J •• 

estabLeiron -que estos microorganismos pertw2c£an 	Un g/i..an 

grUpo lO e2species) Por la Ldentific,acin Je su mc, V1:0 

curacteristica:s bioquimica" 	12,1-1ultr2., (4) 	en •1921 	 prímr 

intent.7) de clasifii:Jar a las s.7iimonelas en vario:s ieroti pe. 



,1mUar117,_:ti 	07..t 	c.] 	,T1 	tii 	 las ta q 	 I 	LiLt.i:.', 

v.71r17:4.?1n 	 a 

par; la ,..ta:Atl,::aci(r..,n 

J. Saimonella 	 por 

Kauitman 14). 	r I 	 t 	r 

iug,..tr a LA ,:jazilti.c.71.,.:iiJrA 

i: prer1íJ1,...t u. 	 if) 	 super'ic:ie 	 cont,-.) :..sun el 

y 	prteírla 1:11are3 

n 	í 
	

LL » 	 1=2, 	 V"1n 	ni 1 ido 

1.:.:- 11 	 r 	: 	 t (1 	de 	k"::, ro 	pos 	r t 	del 

	

Salmonella. 	 se h:ALínri, c,-,:pcIrtz(dc, 

qirt y cc)i. i4) etaificarn 	ti, 	 almonella en trs 

Salmonella yphi, Salmonella cholerae—zuí.5 
	

Salmonella 

enteritidi5, 	J. resto dt  las (-1pecie 	rnocidas por K.,Ilutfman y 

WhiLe iuu- rc)n(..:y)nsideradws com,D variedade de la especie. Le Minor 

y 	 c'lasificaron 	Salmonella en -.:).1E_Ite 4-2.,rup 	pcir 

DNA cromosc'Jmi$Jü deuulnina~1,-)s sublIrupos 

subespt:.ci.s. 

	

hecientemnte 	 v 	 Wtn 	 tutodo c 

istudiar 	reiaiones 

„=„..1 ai3laminuos de ocho serulipos de Salmonella. EL 

estudD) 	 la p.1:,t , n uat:Alri de Salmonella r7:ra 

b rl.sic..amente el,-)11l, y que Kira 	 serotlpili, La 	t:v:ii  

de 11:)3 ai!1,:iados eran mimbrüs de una soLJ:1 



FIsiopatogenia 

Salmonella typhi 	una 	 cl,ram aegalva, que 

Inlp?esa 	 1,,,,enlJralw.2nte 	 aliwtatcJ..., y 

bebidar-, contaminadal; ecln heiJes liumanas. Es 	ami.1-14Le cauJai 	ia 

iiebr 	tiroicia y arect,a1 	1ilumaw..) Y al chitaPaue,::,  

Salmonella, al 	 que otra 

Escherichia col i, 	 cholerae y Shlgella, es traw4Jort,5da del 

Lumen intestinal a tos ilículos lin1oi.1421s a trav, d 	13::, 

y pawA a 	 meseatricos (HL,H). 

N 	Salmonella typhi iavade ias  FeYer (FE) 

bacterl.:As alcanan el torrente clri2utaterio, a través (111, cual, 

la bact...)..la 	 orano:-:. del sitema reticuloendc.›tetial 	e 

mnJu.ipiicA 

• n 
	

'it 	II 	Tt 
	 :.. 

1-14 	 ue 	 t r r.V.11111 
	

1.:AJ 

maniter3tacíne 	clínicas d 	esta ,?niermedad a la presu....acía de 

endotozina circulante. 	EltT-... j:ruw.:, 	11 raul.K, 	y 

sugirieuon que las manifestaiAoaes , 1..inicas de flet::,re t ti iva no 

eran cauz'adas por endotoxina eirculant, ~o 1 .4U,, en trabájos 

realizados en pacientes tifoídicos •dk.! Vietnam, no s -LJ habla 

detectado La presenCia de 	en plasma. Consideraron, pi.,rtano. 

que ia endtoxina participaba en la p~neis de la fiebre 

Lítoidea aumentande ia• respuesta inflamatria en . el sitio d(7)ndk., 

• localizaba y multiplicaba S. typhi, 

.En un e:1>tudio (IP 392 pacienteá con tiebre tifoidea, Hoifman 

en 	1980 (1j) frmuUt La siguiente hipóte:sis: la may1'..)r pM.1-_,e de 



las mánliestaciones clínicas 'i IN ti,:;1 	LALcdidea 

causEldasmetabolitos 	 radicale libres 

m.2diadores 	Liber,ados 	por 	elular-s 	moucinu,,-31eare, 

(prin,,:ipaimnLe por ma,-.Jr(itaps1. 	Un ..-tpi.ly(.) 	t 

piu7hent,-,3s traLadoJ con antibi('Alk::() mAs dexrAmetasona. 

LA t 	 el sínt.ma principal 171 	La fiebre ti ,pidea, La 

entermedd se manifiesta durante los primeros i a 8 días, por 

elevacione5 de 39 a 4u0  (1 	acumpanada de bradie,ardia, doli:,r de 

cabeza 	 v6mito, 	 (lolor abd(DmiaN t 	tos, 

mialgias, malesLar general y muy ocaSionalmente diarre3, í.,n este 

caso 1:As he,Jes 	 contener moci-  y sangre. Entre las 

c2omplicacione..s lil _ frecuents de la ♦fiebre tifoidea ;se ha 

descrito hemorragia Intestinal, intiamaeL6n dtil hígado 

Perforacin int.efst,inai (14). 

La enfermedad pued(-? durar de 3 a 4 semanas, si no se 

administra el tratamiento antimicrobiano e:spezAftt-Jo. Los síntomas 

desaparecen lentamente, siempre que no haya egmpliacLones. Es 

común que la fiebre dure hwIta la segon(P.I. c.) tercera semana, y que 

luego disminuya lentamente. Se cuenta para su tratamiento con 

varios agentes antimicrobianos efectivos, como el cloramfenicol, 

la itmpicilma y ciertas ceValosporinas (L51. Sin embargo aún 

cuando esta enferMedad se trate con el 15rmaeo adecuado, 

convalecencia sin complicaciones produce una incapacidad en la 

actividad del paciente de, por lo menos, tres semanas (16). 

Estudios epidemiológicos realizados entre 1980 y 1987 en 



México muestran una incidencia anual de fiebre tifoidea entre 

O.U1 y C.).0. Estos datos fueron obtenidos de poblaci6n que 

a C. U d 

	

	
hospitale3 institucionales (17) 	y de 

afillilda al 1n3t1tuto 1-x canodel c_leguro OC Lai. (H). 

Vacunas 

Una estrategia para la prevenci6n de La fibre tifoidea es 

la vacunación 4:1c-.1 1 o3ped(z.r, w susceptibles. Con esta finandad se 

han probado diferentes inmun'Sgenos en modelos animales par,,.:A luego 

determinar su capacidad protectora en el humano. 

Los primeros trabajos de inmunización contra fiebre tifoidea 

en humanos se realizaron en el arlo de 1896 por Wright (1)) en 

Inliaterra y por Pfeiffer y Kolle (20) en Alemania. Ambos 	upos 

lograron vacunas obtenidas de Salmonella typhi inactivada por 

calor y-  conservadas en fenol. Pfeifer y Kol le (10) demostraron 

que la. administraci6n de anticuerpos específicos contra S. typhi 

a cobayos 	proLegía de la intecciU experimental. Ales despus 

Durham, Gruber y Widal (12), cada uno en forma independiente. 

reportaron que al mezclarse S. typhi con el suero de enfermos 

tifoídicos en fase convaleciente, 5e observaban .e,randes grumos 'y .  

pérdida de la movilidad de las bacterias. 1s Las obsrvaciones ..  

dieron. origen a una prueba serol6gica para la detE:leci6n de fiebre 

tifoidea. 

En 	1916 se comenzó a usar una vacuna combinada. contra 	• 

tifoidea- paratifoidea (TAB), la cual causaba reacciones más 

severas, tanto neneralizadas como en el sitio de inoculaci6n,- 



resultando poco aceptable. En 1911 Besredka (lIJ vIropuso inducir 

proteccliSn contra fiebre tifoidea por la vía oral y en 1920 el 

mismo autor admin1str15 la vacuna tifoldica por vía oral. Esta 

vacuna fue aplicada en muchos países. se  intentaba sust i tuir con 

ella a la vacuna parenteral. Una de las razones por la cual se 

descontinuó la aplicación de este producrn fue la baia proteccii5n 

que ofrecía, debido a una pobre producci(5n de anticuerpos. 

En 1934 Felim v Pitt (21.22,23), descubrieron el antígeno 

"Vi". considerado por estos autores como un factor de virulencia 

de S. tynhi y como el principal factor inmunizante. F'elix y col. 

prepararon una vacuna a partir de este antígeno, la cual se probó 

en humanos. dando como resultado una pobre proteccii5n. Con la 

finalidad de conservar el antígeno "VI", en 1937 Felim (21) 

propuso la inactivación de Sadmonella ccn acetona. Landy y col. 

(24.25), demostraron que una vacuna preparada con S. 	h 1 

inactivada por acetona inducía protección significativa superior 

a la generada por la vacuna preparada con salmonela muerta por.  

calor y conservada en fenol. 

Bajo los auspicios de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) (25.26) se real izaron en 1960 pruebas de campo en diversos 

paises 	para probar la eficacia de la vacuna parenteral. La 

preparación de dos vacunas de S. tvph1. estuvo a cargo del Comíte 

de Expertos en Estandarización Biolóaica de la OMS, obteniéndose 

una vacuna inactivada por acetona (vacuna 1<) y una .vacuna 

inactivada por calor—tenol (vacuna L). Ambas fueron preparadas a 

parti r-  de la cepa de Salmonella typhi y2. La vacuna K confirió 

6 



protecic) il‘n un 

efj iLn 11, 

pr 	 PL...) - 

ceLona. )1r1 embargo, Jebli s etecLos 

ocasionaLan 	 va,2.unas, 3,2 desc(intinuk:"-) su 	ex~tc., en 

lailandia, donde se conuinua apiicando, como parte de programas 

d4E: contr,..A de fiebre 

Con 	objet, de iAltener una mayor protecci6n, 	c,clmo 

mert(21 	etectos 	 en 	liftimos anos s7 WJr) pk'obadc. 

varia:-J vauul.;ts ..iras a partir d ,2epas atenuadas de 5, 	typhi 

(Ty.Aa) y vacunas parenterale preparad 	a partir (e antígeno vi 

S. typhi 

, La 	vacuna 	 1.V .:1::3 	S 	obi.uvo 	 MUL't1.7 on 	con 

niurosoguan,Jsina 	- una cepa 	livestre de 	typhi 	n c.', a rii!±;:no 

exacto 	esLa aLenuaci(m 	s 	d e 51...+.lr 	. 	 tr, 	41) 4::1 	1,3 	Laci
ti 

en Ty21a incluye: 1) una mutai:2in galE que causa un blc,quec.) en La 

uridin difos ato ODP)-galactosa-4-epimerasa, dando lugar. 

a una síntesis incompleta del LPS; ::;) una mutaci(Sn vía, La 

impide que la bacterl,a .51nt -Lee 	 ._•.ap:s1)Lar; 

mutacione:,.; que pr(:)ducen un crecimiento lento, 	1) mutacioneS que 

causan requil,rime.nt.o . 	valina e ls leu,,,una, y 	mut'.ak.,;izJnel,s que 

inapaciLan ty la para producir E-12 	(28). La vacuna se .prcd).'i en 

escolares en Alejandría, Egipto y en ':.,antiago de i}1'l..1 e, dando una. 

proteceijin 	9b, 	y ti9Z, re:'specrAw:iment,e, con •mínimo53 	tos 

colaterales r¿1), 

r7 



kn 	.11.3 	 t‹,bbins 	y 	illobbins 	i:11v.y,-,111c=L; 

trabajcls 	 y 1,2, 1.) 1. 	)21,22,3), prepararn 	una vacuna 

partir 4.!,H 	 c:ap:71ular vi. :3e han prbado dos iL 

vacuna, 	 Nal,.males de :...==a:.uJ (HLH) de 

los 1J.sLados Unidos, y otro prep--Arad poi el Lnsituto Herieux, en 

Lyon 
	

Vrancia. 	ev,-,:tjuar,:, n tanto prot.:,...0,An 

colaterale inciucids 	 Ambas vacuna;:, induJern 

',.-;igniticat:Lv(5..s de anuicuerp 	ti.-vi en 	11,2 Lüs 

receptores. La prep.7,,racin 	NiH. (-ontenia un 	de LE 	y'eaus6 

aiunus 	 LO colatrats, tantiJ locales 

mientras que La preparada ,.11 ti'rancia sólo contenía un 

y no pr¿dUjo efectos colateralez (31). P,;sta vacuna se ha probado 

.tambin en Nepal (32) y Sud-Africa (3:31 Resultados preliminare3 

en Nepal reportan un 72% de protec..;c115n 17 mees •despus de la 

va(2unacb5n. 

Factores de virulencia 

El preso por Ti cual S. typhimurium produGe (ino en 

h(pspedero es complejo y poce) 'conocido. iJ:studlos 	recieJnLe 

reportan que lo5 genes que codit'ican para iares le 'irulenia 

en este microorganimlio se encuentran en plAmido, !t(5 fact...(Dre • 

incluyen, 	ia nisistencia al suer, que permfte a cepas de 4.. 

typhimur.ium, sobrevivir 	la ac.ci6n del cemplement,l, (34). Vield:=J 

y col. (3E)) indenLiicaron un gen en S. typhimurium, as(Jciado a 

la virulencia y a la capacidad de esta bacteria para sobrevivir 

dentro de macr6fagos. Demostrron que es te gen tiene un p.3pel• 



importante en la resistencia a detensInw*; 	 mierbuinos 

que se enc~tran e1"1 	ft) 	y mr1 1:3, 	cuale 	l 	ac6)  

a las bacterias para sobrevivir dentro de ciAular, taft-, Lcas. 

Alpuche-Aranda y col. (36) recientemente reportaron, qu,7- 	gen 

pag 	 para que salmonela pueda sobrevivir dentr 	1,.)s 

mac~. 	i'or medio de un ensayu de inmunoflue,rescenia, esto 

autores detectarm que 	typhimurium Inhibe la fusi6n .í..ggt-)suma- 

lisosoma, lo que permite a Salinonella sobrevivir y multiplicar:se 

dentrp de tago,2it 
	

En estudios in vitro 
	 • 

Weinstein y col. (37) demostraron que bacterias tlageladas 

sobreviven dentro de fa, ocitos 	tiempo que 

flageladas, lo cual indica que estos organelos protegían a las 

bacterias de muerte intracelular o que facilitaban su capacidad.  

de 	muitiplicacl6n, K i r i(7,p que e ha c,..sideradc) que 	flalzel(5s 

constituyen tambin un factor de virulencia. Recientemente 

•y 	t31-3) produjeron•una cepa de S. typhimurium virutenLa 

partir de la cepa atenuada ST39, no flagelada que poseía una 

c 	eromosomal de 3 11 Kb. Al complementar la mutaciCln +_ +_;rl un 

plásmido EMH71 que contiene DNA de S. typhimui-ium, La deleciU. 

revirti6 y permiti6 que la bacteria adquiriera nuew,tment 

virulencia. 

Resistencla. Natural y Adquirida 

43e, acepta que la salmonelosis murina es una enfermedad' 

análoqa a la fiebre tifoidea. en el humano. Este modelo se 11::t 

utilizado para probar tanto proteccliSn conferida por diferente:-, 



preparaciones inmunizantes, como para analizar la respuesta 

inmungic 	inducida 	pc,r di. «]i 	vaunas. 	EL 	modelo 

amplia~t 	p L3c10 es e 1. rat(Sn Inte.:Aado con su patogeno 

naturai Salmonella typhimurlum. A pesar de que la resPul,:lsa.. 

t,ts1.1.i. etitem,-(jad murina ha sido id)jel ) de 

numerosos estudios. no se ha Ilgad() a un acuerdo con respecto 

la importancia de la respuesta inmune celular y/o humoral en la 

proecc16n de animales inter,adu 	w,leunado con 	bacteria.. 

ALgunos grupos consideran qui,  Salmonefla typhimurium es un 

parásfto intraeelular y que al igual que Nycobacterium 

tuberculoSlz S:, Brucella 1:J9,40), U,t respuesta inmune c,5Lular e5 

La responsable de proteger al hospedero contra la intección. 

MaiAanes, Blanden y Collins (4U,41) han sl:kguido el curso de 

infaccions por Salmonella en el ratAn, tItilizando varias vacunas 

- y han demostrado la presencia de bacterias en hL)mogenadot3 de 

hígado y de bazo despues de infec2ein intravenosa (ív) con 

bacterias virulentas, así como la capacidad bactericida del suero 

de ratones inmunizados con S. tryph.tmurium. Los autores han 

intormado que ratones vacunados con S. typhimur.xum muerLa por 

calor, no muestran protección ante un desaiL) intravenosID•ccm 

bacterias virulentas; mientmas que ratones quef.:31Dreviven a la 

intecncou 	Salmonella virulenta. 	protegen 	i 1. 

intravenc)so. El suero obtenido de rar,ones inmunizados no pr,Jtegi6 

a ratones normales ante el reto por vía inUravnosa con la 

Salmonella viruLenta, cultivos de sangre, hígado y bao, 

mostraron que los animales eliminaron 1,A Salmo-nena J : 5 a n r e 1 

1LI 



,ntrcd.,.:Ir.)n el ur,..1mit,:lnto y uaz.7.. 

las propidades m1(Jrobich.oas de 

provenienues de ratones inmunizados v no inmunizads. LOS 

e - ma rt.ira 11,() 	de ratonas 	 on 	Salmonella 	viva 

destmuyron en un tiempo de 15 minutos un 97% de bacteris, 

mientras que macr()taKos de ratone no inmunizado 1-_tiiminaron en 

:JU minutos el 5i.Tf.:) de L.1A Salmonella. Post(,_trio~nte t,i1in3 (4 

ha inmunizado ratones cc,n 5. enteritidis muexta por 	a::sí 

c:0111,10 (:»_#11 S. gallínarum viva, utilizando varias vías 

inmunizaci,Sn y retando a los animales con. S. enterztidis viva y 

opsonidada. h,e)orta que el porcentaje de sobrevida en lu ratones 

vacunados ,Jon La bacteria muert.,,I, dr:pendi6 de la vía de 

pero en ningún cao se e.17.mint,5 de ba2o o hído a 

la bacteria usada en el desafio , mientras que ratones inmunizados 

con d• —• 
ID a gailluarum yiva mostearon ellitivG 	de bazo e higado 

negativos. 

La partícipaci6n de células tagocíli(7:as en la infeccs,Iiiin por 

Salmonella se comprob6 al mostrar que wcr6tagos peritoneales 

provenientes de ratones inmunizados con S. enteritidís viva 

inhibían la multiplicaci6n intracelular de la bacteria, en tanto 

que macr6tagos de ratones inmunizados con bacterias . muertas 

permitieron la multiplicaci6n de Salmonella (43) 	Macr6iaos de 

ratones inmunizados con S. enteritidis viva transferidos a 

ratones normales, conservaron su capacidad antibacteriana k/1.4). 

En 1971. Mackaness (4546) propuso, que los linfocitos 

imunes reconocían antígenos de Listeria monocitogenes y producían 

11 
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lintocinas que activaban a los macrtagof:s y I,J)s dotaban de una 

capacidad bactericida, la cual pr.ala expr,,=)sare contra difrentes 

bacterias .intracelulares. L'osteriormente lnmuni5(5 raue,nes con S. 

typhimuríum, 	1sransfiri6 célula:: 	 raLones normales, y 

demostr6 1"a pres 	de inmunidad dirlida contra. S. 

tYPhimurium; 	t(-)s ratones que recibieron células 4.jtl bazo sin 

iiniocitos T no fueron capaces de de¿sarrollar inmunidad anti-

Salmonella. 

lstos Lraba,joz apoyan la tesis de que la inmunidad celular 

juega un papel iu 	lilipi-Jrtant,e que la inmunidad humoral en la 

una expresin de 	respuesta antibacterlawi el:ectiva ( c,n tra la 

iniecci6n por. Salmonella, 

En c¿ntraste con la literaturJ. anteriormente citada, 

numerosos reportes demuestran que la respuesta inmune mediada 

por anticuerpos es la reponsable de proteger al individuo contra 

una infecci6n por salmonela que las vacunas de bacterias 

muertas son capaces de inducir inmunidad anti-Salmonella 

etec tiva. Jeukiri y col. 	(47) inmunizaron ratones cori bacterias 

inactivadas por calor, inactivadas cori w.JtAona, o cori alcohol 

así como con bacterias vivas atenuadas y mostraron que una sola 

inoculaci6n de cedulas muertas por alcohcd. o por ael-,ona era 

capaz de inducir una buena protecei(513 al 	i.i .t1. 	a [0;z:, a "tri.ma..les  

con la bacteria viva, mientras que ratones inmunizados cori 

salmonela inactivada por calor, (J mostrarun 	 Herzberg 

y col. ( 48) investigaron la protf:7:cu16n en ratones inmuninadt:,s con 

bacterias muertas por calor y con un extracto obtenido por el 



me todo de deoxicolato a partir de celulas vivas, nmhas va, :unas 

adminstr,,Ida por vía intraperitoneal 	11P), indujeron un 1.00% de 

protec,:ión 	rone desafiado:s cnn 11rU 	11,r vía IP o por 

vía intravenosa (IVJ , ()mellas y col.. (4J) itiminlstraron pt,r vía 

intraperitonal, varia:: dosis de bacterLas m~taá piar calor, con 

intervaLo de siete días entre una y otra, posteriormente 

desafiaron por vía IP a Los ratones con 10,UuÚ DL5u, y obtuvieron 

una buena protección. 

Otra evidencia que apoya la implirtancia de la repuesta 

inmune numor.al, en la intecci6n con S. typhimurium c.sta ci:Jda por 

el trabajo de H( hado! y col. (50) quienes inmunizaron rauDnes en 

• cíJjinet p1,7,Intar (...on esta bacteria y uransfirieron poblaciones 

te 	 13, 	o de 	lifocitos T de .);:izo a ratones normalas. 

(.:uatro días después desatiaron por vía IP con S. typhimurium 

virulenta, a 1,ps ratons normales encontrando una sobrevida de 

de los animales que recibieron lintocitos r y de un 65,¿ en 

1Qs que t..cibieron linfocitos b rs kd:r1,1pc) 

   

intc)ciuu.s 	twiscri.".• el to---,mo,:;ultl,íc, 	 1/1. 	 o 

eiAuvo presente 	,2.ultivos de W:f-,ad,:) y bazio de 

rupo. Estos resultados muestran que si bien 	 humo t. 

no logra eliminar a la. bacteria, si juea un papi:J1 imporante 4t-L 

e L cunr,rol =.te ia 	 1 en 	 temi,prano 

Numerosos grupo de investigadOres han utilizado traciones 

de bacterias para inducir una respuesta inmune protector;-t; entre 

ellos Angerman y col. (51) prepararon una vacuna a partir dk= 

ribQsomas bacterinos y compararon su eficacia con la de otras 



vál.¿:.unas elaboradas con ..5alm(..,nelas 	 p)r af...:#1UJna. y t::!.,..tr:Acti.:1 

de lipopol.i.sacrldo 	 Tüdas lasleunas 	e prepararn 

c(Jn Salmonella typhimurium y 	admini»sLrar()n a ratone 	vja 

intraperitoneat. Lis resultados obtenidos mostraron que tanto la 

vacuna de bacterias inactivadas con acet(5na, como la preparada. 

con ribosoma::;, mostraron una protec,Jión de 1.01) y 90%, 

respectivamente, ante un desafic,  ti de lUu0 UL5o 	En contrste, 

la preparaci6n con LE:i lUOS 	una protecei6n significatiamente 

menor que las anteri,ires. 	PcJt,ericirmente los mismos autores (1 

observaron que los ratones que recibieron 250 pg de 

inactivadas por acetona por vía f tuvieron mayor protee(Ji6n que 

ratones inmuniw:Idos por vía intravenosa, al desafiar ambos grupá 

con IÚCIO D1J50 de bacLerias vivas. 	Molinari y col 52) 

prepararon una vacuna ribosomal de S. typhimurlum y cúmproban-)n.. 

su eficacia en ratones. Al comparar la potencia de la preparación 

ribosomal de S. typhi Ty2, con la de una vacuna de referencia de 

bacterias muertas por calor y conservada en fenol , encontraron 

que el grado de protección inducido por la vacuna ribosowt1 era 

significativamente mayor que el encontrado con la, vacuna de 

referencia k53). 

Kieter y col. .(b4) postularon que el antígeno son Lico de 

Salmonella participaba de manera importante en La proeni6n 

contra la enfermedad 	iara probar su hiptStesis (::(Insteuyer9n 

bacterias híbridos de E. col i que ~reban antígeno sQmlitico 

de Salmonella, Las vacunas de estas bacterias, vivas• o muertas, 

protegieron a ratones ante un desafio con una Salmonella. que 

1.4 



presentaba el mismo antígeno som(,Ar.,ico utilizado $::11.1 la vacuna. 	La 

bacteria viva m(7.1strlf.), 	i, rl 1.mbargo, ~'L' 

\u5 1 y col. (55) purificaron proteínas de membrana externa 

de 	S. typhimurium denomi n adts porinas e inmunizaron ratones 

obteniendo un alto grado de protecc.,ión contra ()raanismos 

virulentos. Las preparaciones de porinas oont,enían cantidades 

pequefias de LPS y de lipoproteínas. Dos años despuds los mismos 

autores reportaron que porinas purificadas de contaminantes, 

perdían su capacidad de proteccii5ni (56). isibasi y col. 	(57 ) 

inmunizaron ratones por vía intraperitoneal con proteínas de 

membrana externa IOMPs) de S. typhi con un contenido aproximado 

de 4 de L£5 5. Una dosis de 3Ü pg de OMPT, confirió protección. al. • 

1(11()% ante el desafío intraperitoneal Ci)fl 1»]uti DLso 	de S. typhi 

y de un 30Y, contra desafío con 5Ü0 Iditio de S. typhimurium. 

Dado que unos grupos reportan Protección substancial en 

ratones inmunizados con bacterias inactivadas o con vacunas 

acelulares, mientras que otros grupos han mostrado pf:)ca o nula 

protección utilizando bacterias inactivadas r-7n ratúnes, se 

consideró que las contradicciones aerca de i. lAliportancia  

respuesta inmune humoral o celular en la protección contra S. 

typhlmurium, podía cleherse en parte, a la cepa de rat6n 

utilizada. 	Eiseinstein 	y 	col. 	(58) 	infectaron 

intraperitonealmente con S. typhzmurxum viva, diferentes cepas de 

ratones y encontraron variaciones en el grado de sensibilidad a 

la infección, evaluada por DLiso, La dosis Letal media para 

ratones C3H/HeJ fue mayor que 7 bacterias, para C3HeB/Fed mayor 
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qUe bacterias, para C31-1(HeN(Jr1IM que de l../.x.1!) 	bacteria, para 

C3H/1iMA de :.1x 1.T.),  bacterias, 	para CdH/HeDub 	Lactrias, para 

C::51-1/HeTel,: 	bactrias y para CD -1. lx104  bacteria5. íl.:.Jeintein y 

col. (59) 	transfirierGn suro inmune Lant(:) a r3t,..Jnes sensibles 

como a ratones resistentes a la infecci(Sn por S. typhimurium, 

encontrando que :sP-blo los ratonc-2s retentes 	pri-Jtevían ante l 

desafío con bacterias virulentas. Se puede considerar por lo 

tanto que ratones susceptibleJ a La iniecci6n por S typhimuriuffl 

requieren tan te) de inmunidad humoral cc=mo celular para rescdver 

La infección, mi.entra:-.3 que ratones re.sbstentes solo requieren de 

inmunidad humc)ral. 

Fcr utrci Lado, Tagliabue y 20i. 	(.i0,61) encontraron que La 

cooperacin en.tre anti,-...nexpos y1. 	 T, medlant una 

rspuesta • de celuias clitcdAzias dep,:,ndiente de ant:.icuerpos 

ukliCe), jugaba un papel importante en la intecci6n tifoídica 

tanto en i7-?.1 humano como en el rat-j,-, n,. La r:.;pue,f-;0 e.n humanos 

estaba mediada Por linfocitos CD4-i armadr):,,iit 	1gA  

mientras que en el rat6n estaba mediada pk)r 

naturaLes (NK) y por MacríStagos (61,,63). Trabajando • con un 

modelo inurino infectado con S. typhimuríum, Tagliabue y col . 

observaron que tanto las .2(.1,1ulas de tejido linioide asociado a 

intestino tGALT), como las de (Srganos lintoide 	perifricos,. 

tenían actívi.dad antibacteriana natura]. Ua actiVidad•• 

antibactertana se inerementl.) al agreg,lir antiouerpos contra S. 

thyphimurÁum, al cultivo de celulas lintoides paricularmute en• • • 

células de :)ano, en sangre perifrica y en epiteiLo intestinal... 
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En bazo la actividad antibacteriana se cnserv6 al eliminar 

poblaciiTinies de linfoclUDs T, y disminuy6 significativamente al 

eliminar 1. -_t P,JblaiJin de c,...Aulas ru:iialc,  W11, 	con receptor tc, 

Estas ctlulas efectoras contra S. thyphiwurium motraban algunas 

características similare a la:3 de ciAuLas wseinas 	(61). 

Tagliabue y col. obtuvieron Lambién celulas de bazo y de tiw) cL 

ratones, 	(7-nlltivarn in vitro y otd j_liaron ec,me 	1.11 1,as 

Sh2gella X16, 	,)p:sonizada 	 ri,uladcis filotr:T,r()([ que 

los linfoitos murinc4s k.: ALT fueron capare; de ejercer w.:tividad 

antibacteriana natural contra Shigella y que la leA ínc.r~ntaba 

en forma inificaLiva la actividad anLibateriana de 102 

linfooitos del GALT. kE,:portarn tambit, que en placas de Peyer 

(FH la 	 p.Jseían ei. fenutipo Thy I, 1 

parialmente s la Lo GM-1,• :similar al d (lálulas K (62). 	En 1984 

los mismos autores reportar(Dn que tanto IgA comr) igG parLiipabz-tn 

en la eLLotoxicidad celular cipendi.:Jnte de anticuerpos 

eliminanlp bacterias euteropat6gena c~ S. typhimurium. S. tel- 

aviv 	Shigella X16. Encontraron dos pGblaciones de se-tluLas 

efecto ras mas 	y 1.infcicitos Phy 	 1..-.1s cuales 

ejercían ADCC dependiente de 1gA, mientras que en Lejidc. linfolde 

asociado a intestino slo celulas Li„nfoide 	presentaban es 

actividad ( 	) . 

En el modelo murino se ha reportado que la susceptibilidad a 

infecciones por Salmonella es- 1 retaclonada con la presencia de 

varios genes, entre ellos los del complejo mayor  de 

histocompatihilidad, el Xid y el Ity. PLant y col, (64) 
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repurLarun la prese.- wila del gen lty localizadú en el .r.-,-,m,soma 1 

del 	 rc,.presentado 	i(J5 	 1.Lty.;:i) 

resistente 
	

U.tyr ) 	(65), los cuales controlaban e 1 cre,21m1,--:-.1nLu 

de la salmúnela en bazo e hígado de rat5n H6,67). 

Ratones humocigotos para el alelo ityá fueron incapaces de 

controlar la replicacl6n de la bacteria, y generalmente morían en 

etapas tempranas de la infeccl6n, mientras que en ratones iltyr su 

sistema reticuloendotelial era capaz de controlar el crecimiento 

bacteriano. Tal parece que los macr6fagos juegan un papel 

importante en esta etapa de la infecci6n, ya que se ha rePotado 

al fagocito como la c,einia efectora que expresa el gen ity (68). 

Un defecto en el gen Xid hace a los racnes más susceptibles a 

infeccin por Salmonella, los ratones CbA/N tienen un defecto 

inmune ligadO al gen X, el cual está w3ociado con la ausencia de 

una poblacin de linfocitos b maduros, 	al deFiarrollo tardío de 

estas células (69). Recientemente O'Bri¿In y col. 17u) reportaron 

que La susceptibilidad a la In1eceL6n por Salmonella en el modelo 

murino estaba relacionada con la presencia de ciertos genes 

detectados en ratones C3HiHeJ, los cuales son altamente 

susceptibles a infecci6n por bajas uo:sls de S. typhimurium 

virulenta. Estos ratones son tambien hiporespondedores a los 

efectos biu16gicos de la endotoxina, lo cual se debe a la 

expresi6n de un alelo designado LP3d , localizado en el cromosoma 

4 del rat5n (71). O'Brien y col. . (72j demostraron que el gen que 

regula la susceptibilidad a Salmonella en ratones C3H Elej y • el 

alelo L4d que confería hiporeactividad a la endotoxina, eran el 
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mismo. 

Vías de inmunización 

Numerosos estAidíos indican que la vía de inmunizaci6n puede 

ser un factor importante para la induccin de respuesta inmune a. 

nivel secretor o sistemico. Cebra y col. (73) afirman que las 

vacunas que contienen antigenc.s - vivos' generan mejor inmunidad 

en las superficies mucosas, a diferencia de vacunas constituidas 

por -antígenos no repli(auLvos- con excepción de la vauna del 

cólera. Collins (14) inmunizó y desafi6 ratc)nes 
	G. 

enterindis por vía intravenosa, intraperitoneal y subcutánea y 

encontró que ei porcentaje de sobrev ida r- ri los ratones vacunados 

con el organismo muerto variaba considerablemente, dependiendo de 

la vía de inmunización. Svennerholm y col. (75), inmunizaron 

ratones con toxina de cólera (TO, tanto por vía oral como por 

vía intravenosa y demostraron que la inmuni;¿laci6n oral, 

parenteraL o una combinación de ambas era capaz de inducir una 

buena protección, así COMO una estimulación efectiva de la 

síntesis de igA intestinal. Encontraron adem.lts que en la 

estimuiación de celulw3 inmunoeompetentes del intestino, ta dosis 

de antígeno era m‹,is importante que La ruta de adminU-itr:lei(e,n, Por 

otro Lado, Pierce y '-.X11. (76) determinaron que la inmunización 

parenteral seguida por un desafío intraintestinal, era más 

efectiva para generar células productoras de antitoxina en el 

intestino delgado de ratas 	que un régimen de inmunizaciones 

directo al intestino. Stanley y col. (77) inmunizaron ratones por 
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vía subeutAnea ec.,n toxoid 	del t1:7)Lera, 	 dt-;_lspus 

ret . lron p‹,)r 	lleal i los animale:s 	tozina dr,1 

tric, Jntr:.In,l() niveles 	de 	en tj 	 L 

pob r'. protecci6n. 	5upri(5n de la re:,;puest,a 	inmune 

intestinal induida pc.31- 	 sugire que la 

inmunización 	f3u(wt.Anca 	 una 	prote,:;eir:in genera 	 intesuinal 

deficiente. Keren y col. (78) examinaron el efecto de la 

inmunización pare nteral con Sh gella flexneri en la rpile:sta 

inmune intestinal de conejos, y demostraron que la inmuniaci6n 

parenteral primaria con la bacteria sin adyuvante inducía una 

respuesta local baja de igA, mientras que la misma preparación 

generaba una respuesta vigorosa de 	en suero. Detectaron 

también en los conejos inmunizados pari:.,nteralmente una respuesta 

de .LgG 	 semejante a la respueta obtenida en animales 

inmunizados por vía oral. Al administrarles por vía parenteral 

dosis subsecuentes de la misma bacteria no lograron sin embargo  

producir una respuesta de memoria a nivel de mucosa intestinal. 

André y col. (79) inmunizaren ratones Balb/c con 4 dosis de 

eritrocitos de caballo (HRBC) por vía intra4strica en días 

consecutivos, para posteriormente desafiarlos con HRBC por vía 

intraperitoneal, encontrando una respuesta inmune sérica 

disminuida, así como una tolerancia inmuno1.6gica detectadain 

vivo e ir, vitro. Ejerce (80) encontr6 que factores como la edad. 

el número de dosis y el intervalo entre cada .dosis, eran 

determinantes en la inducción de una respuesta inmunol6gicai A 

través de la inmunizaci6n de ratas de diferentes edades• por 
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diterenten rutas con toxina del c.'Jlera, 	 to2i.na 

administrada intrJ.Iduodt,Inalmnte 	 yf.._,Iva para 

L:1 

	

11W1 	 v1(r:Ii,-1 Je anLi.,- w-vp 

e.speilf,cos a nLvel 	 Lctntamente. 

teina apila intrapritonaimnt 	indu,H una repsta 

a nivel da muc,-.c.Jsa, 	La cual_ disminuy6 tambn 	 Lta 

desafío intraperitoneal despues de un estimulo enteric, ) tue 

que cuand,.., 	la tozina 	administr 	Por vía j,ubcutnea. 

4 

1:71 n e tu b r 4 	r* S 17) e S. ta no :3f.?: 	l.ticiu • 1,21 fue muy brevk,:-. ,in te una 

1,see,unda dosis intraperitoneal. Por otro lado, Dunkley .y 	(81) 

propusieron que Ia via de inmunizaci6n jugaba un papel importante 

en la cooperaci(Sn entr 	linfc)cibm V y U. y analiaron la 

disLribuci5n de c,Aulas ayudadoras antino-específicas en GALT,, . 

conducto toráxico y nódul():5 	 enc.ontrando 

que la inmunLaci6n 	 en 	placa f-eer inducía una buena 

respuesta de IgA, lgM e ig 	una respuesta menos intensa en NLM y 

una resipuasta prActicament nula en n6dulo lintSticos 

perifricos (NLP). A diferencia de lo anteri.or, la inmunLzacin 

subout.ftnea estimu15 signiflativ.7imet ;e una repsta de ayuda en 

N'A' para tods los isotipos, con una renpuesta baja o ausente en 

PP y NLM. 	puE..!de considerar, por Lo tanto, que La inmunizaci6n 

loca 1. en Lej ido mucoso es una ruta mcu;-., &-,ltiva para generar 

ayuda en GALT, mientras que la inmuni2lan sistmíca genera 

respuesta preferentemente a nivel sistémico. 

El grado de desa'cuerdo entre .Los diferentes grupos clu,15 



Investigan la participaci6n dt,t la r,-L!'„w: 

J. typhImurzum, .11 

	

cada 	grup,J 	maciej.lt 	d i .l c • -1.,:Jnt, 	antígi-,2ncl 

muert a 	pi) 	 ,2) 	, 	4:.:1t
. 
 t 11 1 , 	,111 1+:.: C LO i. ; 	-r 	 u I, 	:5 	2. r ► rtk: 

porinas, riL.Dsomas, antí'gena u", entre ücitros), diferente5 vías de 

inmunizaik5n 	tintraperitneal, 	intravenoa, 	intrNgAstrIca); 

diferentes dosis 	sálmonela 	 MdS, COn cantlia&ls 

variabLes del miroorganLsmo); así. (2,:imo diferentes cepas de 

ratones. 

Con base en lo antes mencionado, se diseiió un est,udio de 

respuesta inmune utilizando una cepa de ratón y su patógeno 

natural S. typhimurium, manejando difer-tntes variable •,s: vía de 

inmunización (intradstrica y paren1:.er. 	antígenos (salmonela 

viva y salmonela muerta), así corno di.lerentes esquemas de 

inmunización, I> cual pudiera dar un mejor entendimiento de la 

respuesta inmunológica del ratón frente a esGe patógeno, 
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DEPOTEBIS 

La inmunización intraghstrica con 	S. typhimurium viva es 

capaz de inducir una respuesta inmunológiea superior, tanto a 

nivel local como sistemico, y una mejor proteceir_in arte un 

desafio con S. typhiwurium virulenta. 

OBJETIVO 

1 Estudiar el efecto de dit,,, 'entes esquemas de inmunización 

con S. typhiwuriuw. sobre 	respue,a inmune intestinal y 

sistémica, así como la protecei,Sn (J,: estos esquemas conr,ra 

desafío con bacteria: administradas por vía oral. 2) Determinar 

la correlación entre .protección y respuesta inmune generada a 

nivel local y/o sistémico, posterior a inmunización por vía oral 

o párenteral con S. typhimurium, 
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MATERIAL Y METODUII 

Animales 

Se utilizaron raLones hembras de la cepa ball)/c de 6 a 8 

semanas, provenientes de una colonia mantenida en el blot rio de 

la ilacultad de Medicina. Los animales se mantuvieron en cajas de 

pláticó (2(:)n astilla , agua esteril y purina at libitum. 

Microorganismos empleados 

Se utilizaron dos cepas de Salmonella typhimurium serogrupo 

B, causantes de gastroenteritis en niños, aisladas en el Hospital 

Iniantil de Mexico, 0 	y donadas por el Dr. Leoncio Filloy. e, 

probó su virulncia en. ratones Baib/c, apIicando por vía 

intragástrica, diluciones crecientes por arriba de 102 bacterias 

en 0.1 mi de solución salina isotónica (SS1). Se denomint5 Fl a la 

cepa,de S 	typhimurium que permitió que sobrevivieran siete de 

diez ratones infectados con lx101 2 bacterias. Dosis entre 10 y 

101,1  se seleccionaron como 	dosis inmunizantes debido a .su 

capacidad de inducir una buena respuesta inmunol6g :,y1 y no caul3ar 

darlo en el animal. La otra cepa de S. typhimurium virulenta. para 

el ratón DL5o 2.6x103, se le den minó- 	Esta SalmoneIla 

resistente a la ampicilina se obtuvo por conjugación de las cepas 

de Escherichia coli JN1 1452-PC4252 y F3 de S. typhimurium.. E1 

plásmddo no modificó la virulencia de S. typhimurium. 

Para determinar la DIJ50, se formaron grupos de diez ratones 

cada uno, distribuidos de acuerdo a su peso, administrándoles por 



vía intragástrlea diíerentes dosis de 1-+ typhimurium viva. (3e 

observaron durante 30 días posteriores a la infecciÓn. Se 

registró el rimeru de ratones muertos de cada grupo, y 5 les 

extrajo hígado y bazo, sembrando posteriormente en mar suya 

tripticaseina adicionado con 50 mg de ampicilina. La DLso se 

determinó por el método de Reed y Mueneh kdLd‘ 

Las 	cepas de Salmonel la Fi y V3 se caraterizaron por 

métodos bioquímicos y seroVgics k4). 

Antes de iniciar el estudio se descartó la presencd_a de 

Salmonella typhimurlum en heces de 1,7,s ratones normales por medio 

de c.,procultivos (4). 

inmunizaci6n 

Eara los ensayos de vacunación 	formaron grupos de 10 

ratones de 8 a 8 semanas 
	

los cuales se inmunizaron con S. 

typhimurium FI administrando 2, 3 ó 4 dosis de la bacteria ::on un 

una semana. Los aninales se inmunizaron pc,r vía oral 

tTJ parenteral. utro grupo se inmunizó por vía oral C:on 
	

dosis de 

Salmonella administrada en días cowsecutivos 	Ejint.iluyó un grupo 

control sin inmunizar. 

Inmunizaci6n oral: Se realizó administrando S. typhimurium 

(Fi) viva por vía intragástrica mediante clknula de plástico. La 

dosis utilizada fue de lx107  bacterias en 1).1 ml de SSI. 

La Salmonella se culLivó inicialmente soya en agar 

tripticaseína a 37°(J 18 horas (Bioxon de México) 	Se tomó una 

colonia para sembrarla en 10 ml de ca ldo soya tripticase.tna 



(Bioxon de México), el cual se incube durante 18 horas a 37 U. De 

est 	1.',(I1tivo se sembraron 0.5 ml. en 50 mi (J,J4 mismo medio y se 

incubó con alzitación a 1fl rpm a 37°C por 3 horas. 

Las bacterias se cosecharon por centrifugacien durante 30 

min a 600 x g a 40  C. El paquete bacteriano se resuspendió en SS f_ 

y se ajustó a Ix108  células/mi, a una densidad óptica de 560 nm 

en un espectrofotómetro Carl Zeiss 	 Esta dilución se 

confirme por cultivo en agar de soya tripticaseina. 

Inmunización parenteral: Se realizó mediante inoculación de 

Salmonella typhimurium (Fi) muerta por calor (equivalente a 1x107  

bacterias/0.05 ml de á5 I) en el cojinete plantar del ratón. 

La cepa Fl de .  Salmonella se cultiv=e y proces6 de la misma 

manera que para la inmunización oral, selo que en este caso la 

bacteria se inactiv6 por calor húmedo a 1210e durante 20 minutos. 

Se comprobó su esterilidad sembrando por duplicado en A;sT. 

Estudio de Protección 

lje utilizaron animales inmunizados como se describió 

previamente, después de un lapso de 4 o 18 semanas de aplicarte 

la Ititima dosis de inmunización. Para estos estudios las 

bacterias e: "Mb cultivaron y procesaron de la forma ya descrita para 

obtener la vacuna oral. La dosis de reto fue de 150 DIA(v de S. 

typhimurium F3 viva, resuspendida CO 0.1 ml de S51 administrada 

por vía intragástrica. Los animales se observaron dUrante 30 días 

posteriores al desafío, se registró diariamente el Amero.. de 

animales muertos, de los cuales se extrajeron hígado, bazo, y 
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hicieron cultivos en agar soya tripticasalna, así como en agar 

soya triptiea:seina yidicionado C:.in Su mg de ampiiiiná. 

Obtenci6n de Antig(!nos 

Antígeno de Salmonella typhimurium 
	

i. 	 ,a bairteria 

se crecia comc,  se describió pava la inmunizacif:in parenteral; se 

resuspendia en ti ml de amortiguadc,rd carbc)natos 0.. M, ph 4.5, 

y postertomente 	se ajusta 	a una concentración ' de '¿.1(1.0,1  

bacterias/mi. De esta suspensión se colocaron 0.05 mi por poso de 

tiras de microtitulacian (Inmunolon Li, Dinatech 

Inc. Alexandria VA, LIGA). 

Antígeno Protéico de Salmonella typhimurium: Este .Intígeno 

se obtuvo mediante el método de Tato 	col. (1)3). Se sembró una 

colonia de S. typhimurium en 10 mi de 	, y se incubó 18 horas a 

37°C. Se transfirió 1 ml de este cultivo a un matraz que contenía 

300 mi del mismo caldo y se incubó nuevamente durante 18 horas a 

37°C. 	De este 	cultivo se 	sembraron 	6 litros 
	

de CST, • 

distribuyéndose 100 ml de cultivo por cada dos litros de medio, 

antes de incubarse 3 horas a 37°C con agitación a 150 rpm. 

Se cosechó el paquete celular por centrifugación a 	x g 

a 4°(2 durante 20 minutos. Las bacterias se resuspendieron en SSI 

estéril y se centrifugaron nuevamente. El paquete bacteriano se 

resuspendió en .30 ml de acetona fría (previamente deshidratada 

con cloruro de calcio anhidro) manteniéndose en agitación a 50 

rpm durante 10 min. La suspensión bacteriana se centrifug6 

nuevamente en las mismas condiciones descritas. Se desech6 el 



sobrenadante y se le agregó al sedimento el mismo volumen de. 

acetona des,73rito. Este paso se repitió dos veces. El sedimento se 

pasó a una ca ja de Petri se displIrs,5 y se dejo secar durante 24 

horas a 4°C posteriormente se guardó en un desecador. 

Al producto así obtenido se le denominó polvo acet6nico 

(113). l'ara su uso el total del polvo acetóni Leo se disolv6 en 30 

ml de solución amortiguadora de fostatos 0.01 ti, pH 7.2, 

conteniendo cloruro de magnesio 0.012 M, sacarosa 	 M, 

desoxicolato de sodio 0.4, cloruro de potasio 0.1 M y 

desoxirrihonucleasa 	1 (Sigma Chemical St. Louis Mo), 	2u Lg 

por mi) y se incubó cnn agitación a 57° G durante 1 hora en bario 

María. Posteriormente se dializó durdnte días contra una 

solución amort . guadora de i osfatos 0.01 M a pH de 7.2, con 

cambios cada 12 horas. 

El material dializado se centrifugó a 14,p0o x g - a 4° C 

durante lb min, •se esterilizó el sobrenadante por filtraci6n con 

una membrana de 0.29  pm 	y se determinó la concentración de 

proteínas por el método de Lowry (83) guardándose en c,-.)ngelanión 

a -20°C hasta su uso. 

Electroforesis en Gel do Poliacrilamida-SOS 

se realizó un corrimiento Plectrofnrético para el antígeno 

protéico de S. typhimurium FI, según la Lt'icnica de Laemmlí t d4). 

Se utilizó un gel concentrador al 
	

17 , , 	 un gel separador al 

11%, ambos se polimerizaron con persulfato de amonio y TEMED 

(todos los reactivos utilizados fueron de Bio-Rad Lab.). Las 
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le pesos moie,.:ulare:-, 

17  en 	‘',:11Hir:1 

muetras de antígenos se resuspndieron vol/vol en una rn de 

Tris-Hel u.05 M pH 
	C' I 	al.. . 1 1. 	glicerui al 10,;', 

mg, 	meu.: -,IptaniT,1 al 	y azud de bromotenol; la con,2enLra,211..n 

de antígewi fue de 131J pl.,;/earril. 

pesos mc)fecuLares alL)s (Pharmacia AB Uppsal, 	 1.GS 

reuspendiern y utii17...y.itrun de 

e...sp,-J::Llica ,..i.ones del produd:Lor. 10,1 conterdendo 

r L 	1 	 r 	 , 	2 na 	.i5 NI y 	 . 	. jj 

mik para el. 1,5---j al 	y 	 para 

ElecAároLransferencia y PruparauL5n del Antígeno Particulado 

Una vez separados por 
	

lectroforesis los antígenos swin 

meted° 
	

descrito, se procedli, a transferir las proteín,9s 'a 

nitroceiuto3a de 0.45 pm, seg(in el riltodo de Towbin 

Al Lermino de la. transferencia, 	:L;e Lin(*.:,  la nitrocelulosa de 

maaera reversible con acido negro al (..).01';,, y ‘,..Acido aceticc., al 

	

(Bio-had kichmond 	 U.A) . lje identificaron y cortaron 

3 fracciones con pesos moleculares de 6d, 	3 y díj:..i Ift/a, 	las 

cuales, en un estudio previo (Bei) habían induo ido una respuesta 

proliterativa en animale.d inmunizados con 
	

typhimurium pur vi 

oral. Las fracciones se lavaron exhaustivamente con agua y PB 

U.01 d, ph 	si.Je(tn 	 de Laillb y col. 	y se 

colok„!aron en viales de vidric) a los 	Ge Les agrgarn 	pi• • 
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de dimetil sulfóxido (C)MS()) (Sigma Chemical Co.) por cada 2(.) 

de papel. La preparación se incubó 60 min a temperatura ambiente 

para asegurar la disolución completa del papel y su esterilidad. 

Transcurido este tiempo se procedió a precipitar el papel 

disuelto, agregando a cada vial un volumen igual al utilizado de 

DMSO, de solución amortiguadora de carbonatos 0.05M, pH J, ti . El 

precipitado obtenido se transfirió a tubos Eppendorf y se 

centrifugó a 8,000 x g durante 3 min; el botón obtenido se 

tres veces con RPMI-164(1 (Gibco (O.), se resuspendió en el miwilo 

medio (1 mi de medio por cada 250 pi de DMSO o solución 

amortiguadora utilizada) y se almacenó hasta su uso a -20°C. 

Determinación de Pesos Moleculares 

La determinación de pesos moleculares se realizó mediante 

el método de Weber y Osborn (88). En base a marcadores de peso 

molecular conocido, se calculó la distancia de migración de cada 

banda entre la distancia total de mgración (Rfl, posteriormente 

se graficó el logaritmo del peso molecular vs Rf, el valor del 

antilogaritmo determinó el peso molecular de cada fracción (89). 

Obtención de Suero.  y Fluido intestinal 

Transcurridas 2 y 18 semanas posteriores a la LIltimc.(  

inoculación e obtuvieron suero y fluido intestinal de cada lote. 

de ratones, tanto inmunizados como controles. Los animales se 

sangraron bajo anestesia con éter, por punción retroorbital. 

separó 	por centrifugación el suero del paquete celular y se 
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guarda en congelaci6n a -20°C. A estos ratones se les extrajo el 

intestino detgad,J y se lava con 1 mi de solucian balanceada de 

fosfatos (PBS) pH 	. Las muestras se procesaron seg6n r,. método 

de Elson y col. 	(90) con algunas modificaciones. El fluido 

intestinal se centrifuga' a 61)0 x g/20 min a 4°C, el Jobrenadante 

se Pas6 a otro tubo y se Le agrég6 0.1 ml d.e soluci&n ínhibidor'a 

de tripsina (131gma. Chemical Company St. Louis Mo. USA) 	(1 

mg/m1), 0.01 ml de sal sadica del ácido etilendiaminotetracético 

(EL)TA) 50 mM (Sigma Chemical Co.) y 0.01 ml de 

fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 100 mM (Sigma), disuelto en 

etanol al 90%. Se centrifuga nuevamente, Y se decanta el 

sobrenadan te agregándose 0.01 mi de PMS1? Todo este procedimiento 

se realiza a 4 t.; Las preparaciones obtenidas se colocaron a 

temperatura ambiente 	y se les agrega alb(5.mina.sérica bovina 

(BSA) (Sigma) a una concentración final de .hZ, después de 15 

min se guardaron a -20°C hasta su uso. 

Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) 

Se emplea una modificaci6n de la técnica descrita por Ortiz  

y col. (91). Para la prueba se recubrieron los pozos de las tiras 

de microtitulaci6n (Immunolon 11, tynatech Laboratories Inc. 

Alexandria VA, USA) , con 0.05 ml de amortiguador de carbonatos 

0.05 M pH 	6, conteniendo 30 ig/ml de antígeno protéico 
	el 

equivalente a 1x108  unidades t'armadoras de colonias/m1 de 

bacterias muertas por calor. 	Las tiras se colocaron durante 24 

horas en un desecadorcon vacío a temperatura ambi,nte. Al 
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momento de usarse Las placas se rehidrataron con una solución 

balanceada de fosfatos (PES) 0.02 M, pH 7.2, conteniendo 0.5% de 

Tween 20 (Sigma) y 0.5% de B A (Sigma), se lavaron dos veces con 

P135 	Tweeri 2J. Posteriormente se añadió una solue ón de P85. 

ESA al 3%, y se incubaron toda la noche a 4°C, con el fin de 

bloquear los sitios no cubiertos con antígeno. Las tiras se 

lavaron y se les agregó 0.05 mi de la dilución adecuada de suero 

o de fluido intestinal sin diluir por pozo, se incubaron durante 

una hora a temperatura ambiente. Después se • lavaron y se les 

agregó 0.05 mi de anticuerpos peroxidados (Cappel, 

USA) por pozo dirigidos contra la fracción Fc de la IgG, IgA e 

IgM de ratón. Las tiras se incubaron nu,:vamente durante una hora 

a temperatura ambiente, se lavaron y se les agregó como sustrato. 

0.05 ml de una solución que contenía 10 mi de amortiguador de. 

(itratos 0.1 M, pH 4.5 más 10 mg de o-fenilendiamina (Sigma) y 

0.004 ml de una solución al 30% de peróxido de hidrógeno. La 

reacción se bloqueó 5 min después con 0.2 mi de una solución 1. ti 

de ácido sulf(arico e inmediatamtnte después se registraron las 

lecturas 	en un lector de ELISA minireader 11 (Dynatech) a una.  

densidad óptica de 490nm. Toda3 las incubaciones se hicieron en 

agitación a•90 rpm en un agitador American. Rotor M-4140. 

Para determinar las diluciones óptimas del suero de ...1 

animales que se utilizaron en el ELISA, se realizó un estudio 

previo utilizando muestras de animales inmunizados. Se hicieron 

diluciones seriadas del suero y se graficó el inverso de la 

dilución contra Los valores de absorvancia para cada muestra. Se 
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escogieron diluciones que correspondían a la parte linea E ce la 

curva 1:50 para 	ticuerpos IgA e 1gM y 1:1000 para lgG. 

Los resultados ,_;e expresaron como el promedio dc- las 

lecturas de 1m_.}, en los grupos experimentales t el erro. estándar. 

Al promedio de cada grupo experimental se Le rest6 previamente el 

valor del promedLci más una desviin estAndar del grupo ci:)nt.roL. 

Aislamiento de Células 

(:elulas de Placas de Peyer. Se extrajo el intestino de 

ratones sacrificados por dislocaci6n cervical y se col(_,c.r) (.11 una 

caja de Eietri estéril conteniendo 10 ml de soluci.&Sn balaneada de 

sales (11-3G) adicionas a con estreptumicina LOO pg/ml, penicilina 

I w u/ml, 	 50 pg/m1 y HEIPW) 	mM, pH 	.4, 	tealnd(_ 

idado de mantener los extremos sujet,Js a pinzas hemostAtias 

fuera de la caja. Las placas de 1?eyer se disecaron y disgregaron• 

cori dos agujas hipodérmicas estériles en SBS. La suspensi6n 

celular se coloct5 en un tobo con ic,ndo cljuleij esteril 1(.:ostar' 

Cambridge MA, USA) , el cual se mantuvo en bato de hielo durante 

15 min con el objeto de dejar sedimentar los restos tisulares de 

las placas. El scbrenadante se centrifug6 a 200 x g/10 mira a 40C 

y se lav6 dos vt-.7,es non SBS en las milsmaS eúndicibn 	Las 

células se resuspendieron en 3 m1 RPM1-1640 (Gibco, -Grand island, 

USA) Y se determinó - 1 numero de células viables por el. método de • 

exclusi6n cori azul. tripano. 

• "- 
	Células de Nódulos 	LinfAtios Mesentéricos,- 	Los. 
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nódulos mesenté 4  (7_ 171 S se liberaron de vasos sanguíneos, 	grasa y 

serosa peritoner,11, se disgregaron con forceps de disección sobe 

una malla de acero Inoxidable, en una caja de £'etri con SES a 

40C. La suspensión de .células se incubó durante 10 mini a 4 . y ;3 e 

centrifugó a 200 x g/ 10 min a 40C. El botón celular se lavó dos 

veces con 5135 y se resuspendió en b ml RPM1-1640. 

Células de Bazo.- Se extrajo el bazo y se colocó en una 

caja de Petri con 10 mi de SBS, con esta solución se infiltró el 

bazo para obtener una suspensión de células . linfoides. La 

suspensión se procesó en las mismas condiciones a las descritas 

para las células de placas de Peyer y nódulos linfáticos. 

Transformacilm Blastoide 

Se utilizaron animales inmunizados con 4 dosis de 

typhimurium administradas por vía oral o parenteral y animales 

controles. Se sacrificaron 2 y 18 semanas después de la última 

inmunización, obteniéndose células de bazo, nódulos linf5ticos 

mesentéricos y placas de Peyer. Las células se suspendieron en 

RPMI-1640 adicionado con 1% de piruvato de sodio 100 mM, 1% de 

aminoácidos no esenciales, O ,5%4, de aminoácidos esenciales, 1% de. 

L-glutamina 200 mM, 1% de penicilina-estreptomicina, gentamicina 

50 lig/mi, 10% de suero fetal bovino y I% de hepes 25 mM. Para los 

cultivos con células de placas de Peyer y nódulo s link ticos 

mesentéricos se agregó al R}?Mi 2-mercaptoetanoi 50 µM (todos los 

reactivos anteriores fueron Gibco). Las células se distribuyeron 

en una caja de cultivo de 96 pozos (Costar) a una concentración. 
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de 2.5x105  células en 0.2 ml de medio, a cada pozo se le agreg'5 

20 111. de la suspensi6n de antígeno rracc_donado o los 	L'gonos  

Concanavalina A (ConA) (2 pg/m1), (Si.gma), o lipopolisacárido de 

E» 	 (1u0 pg/ml), 	(igma). 	Las pruebas se hicieron por 

triplicado. 

Los cultivos celulares se incubaron a 370C con de CO2 en 

atm6sfera 11(.1meda (CO2 ineubator, Napeo Co.) por tres días en el 
! 

caso de los mit6genos o por siete días en el caso de los 

antígenos. Cuando se estimularon con antígeno, los cultivos 

permanecieron los primeros tres días conuna inclinacin de 4b°  

(para facilitar el contacto celular con el antígeno) y los otros 

cuatro días en roma horizontal. Dii ran Le las últimas 1,6 horas se 

anadi6 al cultivo U.1 ¡lel e H-TimidirLI (HEN Reh Uri. 

pc_12,o. 	cüsecharon lo:s cultivos (1.je 	HarvesLer Brandel) en 

filtros de I:ibra de vidrio (Whatman, 934-AH)y se midi 	la 

incorpo1'aci6n de zli-TimIdina en-viales con líquido de centt--lillj:o, 

• en un contador PU TRI-CARB (Packard instruments •Co.) .. Los 

experimentos se realizaron en tres ocasiones con una mezcla de .. 

células de cinco ratones. 
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Determinación de Antígenos de Superficie en Células Linfoides 

Mediante la Técnica de Inmunoparoxidasa 

La (Jaracterizaci(Jin de linfocitos con 	inmunogiohulinas de 

superfic2ie del isotipo 	IgA e igH, se ilev6 a cabo por medio 

de anticuerpos de conejo anti'ratón peroxidados (Cappel) 

dirigidos c.,Dntra la cadena pesada de estas inmunoglobulinas. Para 

la identificación de linfocitos T se 	aL 	anticuerpos anti- 

Lyt 2. y 63T4 de rata anti-raLón biotinliados (PharMinffen, San 

Diego, CA, USA). 

Se obtuvieron células de bazo, placas de ?eyer y nódulos 

linfáticos mesentéricos en la forma antes mencionada, se 

resuspendieron a una concentración de 5 106  células/mi y de cada 

suspensión celular, se depositaron sobre un portaobjetos tres. 

muestras de 30 pl cada una, se dejron seca- a temperatura 

ambiente, se fijaron con formalina al 4% y se guardaron a --20°C 

hasta su uso. 

Para detectar los antígenos de superficie de las poblaciones 

de linfocitos, se utilizó el método de la inmunoperoxidasa (92), 

con algunas modificaciones. Las laminillas se dejaron 

temperatura ambiente durante aproximadamente 15 min y después se. 

lavaron con PB13. Para remover la peroxidasa endógena las 

laminillas se sumergieron en una solución de metanol-per6xido de 

hidrógeno (97 y , ml respectivamente), durante 4b miri, y se 

lavaron 4 veces con PBS. Para la identificación de 

inmunoglobulinas de superficie, las laminillas se incubaron con 

anticuerpos peroxidados 1anti-1 	anti-IgM y anta-IgA) durante 
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90 minutos en cámara hiSmeda a temperatura ambiente, 

posteriormente 1.761 lavaron con PDS y C` IJLI incubaron durante 15 min 

en cámara hiS.meda 	temperatura ambiente cori una 5olucilSn de 

diaminobenzidina 
	

(3,3',4,4'-Tetraaminobioreni1) 	(bigma), 	O . 

mg/ml en Tris-Hcl 0.05M, pH .13 con H202 	( .2.mg/m1 de soluci6n) 

   

(Merck-México, b.A.), se lavaron con PBS y se contrastaron b min 

con hematoxilina amarilla (Merck) , se lavaron con agua corriente, 

se decoloraron 30 seg, cori alcohol ácido ( 100 ml de etanol al 70% 

más 1 ml de ácido clorhídrico concentrado), se lavaron con agua 

corriente y se colocaron 2 min en una soluci6n de carbonato de 

litio al 1%. be lavaron con agua corriente, y se deshidrataron 2 

min colocando las laminillas en cada uno de los siguientes 

reactivo s: etanol al 70%, 90%, 96%, etanol absoluto, etanol-xilol 

50%-50%, y en xilol 4 min. Posteriormente se incluyeron en resina 

sintética (Sigma) . Las laminillas se observaron por microscopia 

  

6ptica, contando 200 células por preparaci6n. .Para la 

identificación de línfoitos T se siguió el procedimiento 

anterior, pero después de incubar con los anticuerpos 

biotinilados se incubó con avidina peroxidasa (Zimed jallf. rnia 

USA) a una concentración de 130 pe/ml. Se lavaron con PB3 antes de 

agregar el sustrato (Diaminobencidina-agua oxigenada) durante 30 

min; posteriormente las laminillas se procesaron como se 

describió anteriomente. 
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Análisis Estadístico 

Para comparar los niveles de anticuerpos entre los 

diferentes grupos, así como para los estudios de transformación 

blastoide se utilizó la prueba de Fisher (88) para determinar la 

homogeneidad de las varianzas entre los grupos. Para estimar la 

significancia de la diferencia entre las medias, se aplicó la 

prueba de t de Student, cuando las varlanzas fueron homogéneas y 

la U de Mann Whitney, cuando las varianzas no fueron homc,geneas. 

Para comparar los valores obtenidos en los estudios de marcadores 

de superficie se utilizA la prueba de ji-euadrada. 
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RESULTADOS 

Las cepas de Salmonella Fi y F3 	ie ron las rea 	c) nes 

bioquímica típicas de la especie typhimurium, El perfil 

antigénico fue: U4,12: 1:1,. La cepa 1j'3 conservó su c!apacidad 'le 

crecer en AST con ampicilina a una concentración de 50 mg/ml. 

El 	cultivo de heces en los ratones normales , reportó 

ausencia de S. typhimurium, así como un predominio de Escherichia 

colí, y la presencia en menor proporción, de otras enterobact:,erias 

como Pseudomonas aeruginosa Proteus vulgaris, Proteus mirabilis 

y Citrobacter, entr,,..t otros. 

La dosis letal media de 	ar typhimurium F:3 fue de 2.eíx10:3  

('i'abLa 1).. Se aisn la cep:71 F3 de S. typhimurium de omitivs de 

bazo e hígado de los ratones muertos. 

Estudio de protección 

Los diferentes krupos de ratones inmunizados con Salmonella 

Fi se desafiaron por vía ig con-  119() DLso de la cepa F3 de S. 

typhimurium 
	y 18 semanas posteriores a la última dosis de 

inmunización, y se observaron durante Un Lapso de 3U días 

posteriores al reto. De los ratones muertos se aisló la cepa F3.  

de S. typhimurium, 

Los resultados se muestran en la figura 1, donde se puede 

observar que el. mayor porcentaje de sobrevida se presentó en los 

animales que recibieron la Salmonella por vía oral, tanto a. las 

dos como a las 18 semanas. Cabe mencionar que el grupo inmunizado 

:39 



Tabla 1 

Di.50 de Salmonella typhimurium cepa F3 en ratones Balbic 

CANTIDAD 
BACTERIAS 

RELACION 
MUERTES 

No_ DE 
MUERTOS 

SOBREVI- 
viENTES 

vALOSES ACUMULADOS 

TOTAL 
MUERTOS 

TOTAL 
VIVOS 

nEL1'Z1ON DE z 
MORTALIDAD 

DE  
MORTALIDAD 

10 7  10/10 10 0 40 0 40/40 100 

10 6 10/10 10 0 3C 0 30/30 100 

10 5  10/10 10 0 20 0 20/20 <. C10 

10 4 4/10 4 6 10 6 10/16 

10 3 4/10 6 6 12 6 / 18 33 

10 2 2f10 6 2 20 2/22 

Di_
5.0 

2.6x10
3 
 bacterias , determinada por el mé todo de Reed y Muench 



Control 

	 Orffi COnSecut v0 

parentersl semanal 

oral semanal 
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o 
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DOS SEMANAS 	 DIECIOCHO SEMANAS 

4 
	

2 	3 	 4 
	

3 	 3 

número de dosis 

Figura 1. Porciento de sobrevida en ratones Balb/c desafiados con 150 DL5o de la cepa 
F3 de 8. typhimurium 2 y 18 semanas posteriores a la última inmunización 



en días consecutivos, mostr6 un porcentaje de sobrevida a las 

semana 	menor que el grupo inmunizado semanalmente, mienLras 

que a Las ld semanas se comport6 igual que el grupo control. 

Respuesta de anticuerpos a las dos semanas 

La tabla 2 presenta los valores de anticuerpos se.ricos de 

ratones inmunizados por vía oral 	par ent 	con S • typhimurium 

detectados por. ELISA dos semanas posteriores a la última 

inmunizaci6n. e observa que los nív les cit-  anticuerpos de clase 

IgG, Ip;A e IgM, estuvieron relacionados con el número de dosis 

recibidas. Existe en general, una relaci6n directa entre nramero 

de dosis de salmonela y 
	niwl de ant.,.luerpos. 

Respecto a la vía de inmuni::ación, los valoreb de 

anticuerpos IgO fueron similares en los grupos •inmunizados con 2 

3 dosis por vía oral y por vía parenteral. En los grupos que 

recibieron 4 dosis, los valores de anticuerpos IgC+ fueron 

signifícativamente más elF,tvados en el grupo inmunizado por vívía 

parenteral (p<0.05). Todos los grupos inmunizados por vía o.ral 

tuvieron valores de anticuerpos Igt'1 mayores que los inmunizados 

por vía parenteral (p<0.06). Ij6lamente el grupo inmuniz:ado con 

dos dosis orales tuvo niveles de IgA significativamente mayores 

que el grupo parenteral (0.U5). 

En el contenido tntestinal (Tabla 3) se observ,5 que Los 

niveles de anticuerpos estuvieron más c-levados en ratones que 

recibieron S. typhimurium por vía oral. El análisis estadístico 

report6 diferencias significatvas (P<0.0, 	s6lo en el grupo que 
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, 	5,, 	,!,t1 	L 	r 	)1. Al 	 t) 

v31.'7:1 1,J.1 10,A 	 ¡' 	 112i en 

ituído 	 ifw:Jr,.1n Il1ft 3~ en rat.1-)re::s 'Lnmuniz( -ys 1).r: vía 

oral , y 	general supertore3 a los valores de LgA. 

Respuesta (le anticuerpos a las 18 semanas 

La tab La  2 muestra los valores de anticuerpk)s séricos de 

ratones inmunizados por vía oral o parenteral con S. typhimurium 

dieciocho, semanas después de la IStima inmunizaci6n. 1 3e observa .  

que los dtferentes grupos de ratones presentan las tres clases de 

anticuerpos en suero. Los valores de 	IgA 	 fueron 

signifieativamente superiores en animals que se inmunizaron por 

vía oral respecto a los inmunizados por 'Tía parenteral (1)10.005). 

E.I. anticuerpo predominante en suero fue (11 isotipo IgG Se pudo 

observar que en todos los grupos de ratones los valores de 

anticuerpos se encontraron en relaci6n direcIta 	el 1115.mero de 

dosis recibidas. 

En el fluido intestinal (Tabla 3) los valores de anticuerpos 

IgA e IgM se encontraron significativamente más elevados (1)10.05) 

en ratones inmunizados por vía oral con 	6 3 dosis. Sin embargo 

en los grupos inmunizados con 4 dosis los niveles de anticuerpos 

para los 3 isotipos fueron similares para lt.'s animales 

inmunizados por vía oral o parenteral. En contraste a Lo 

observado a las semanas, en este caso el isotipo predominante 

en los grupos inmunizados por vía oral fue igA. 
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Tabla 2. Anticuerpos séricos contra S. typhimurium producidos por ratones 
Balb/c 2 y 18 semanas posteriores a la última inmunización 

No. de 

rn. 

Vía de 
rn 111 _ di!, 

sue ro 1:1000 

IgG 

DOS SEMANAS 

laA 9' 
1:50 

IgM 

1:50 

DIECIOCHO-SEMANAS 

igG 	 I cA 	 I 

1:1000 	 1:50 

gM 

1:50 

oral 0.440 ± 0.023 0.055 7-1- 0.003 0.098 -+ 0.003 0.251 ± 0.012 0.00 0.055 0.005 

paren-

teral 

0.410 ± 0.005 0.010 ± 0.005g, 0.019 ± 0.003 g 0.184 1-  0.023 0.00 0.021 ± 0.005 2, 

3 oral 0.497 ± 0.035 0.045 4  6.003 0.100 4-  0.001 1.485 ± 0.024 0.035 	4- 	0.017 0,117 ± 0.020 

paren-

teral 

0.520 ± 0.035 0.035 ± 0.005 0.050 ± 0.029 0.571 ± 	0.035 & 0.00 h  0.077 ± 	0.001 " 

4 oral 0.510 ± 	0.017 0.140 4.  0.029 0.193 + 	0.017 1.262 4- 	0.032 0.153 	± 0.003 0.165 0.011 

paren -

terai 

0.680 ± 	0.0068_ 0.105 4  0.009 0. 143 ± 0.002 0.925 ± 	0, 031 8 0.070 	± 0,008g 0.145 = 	0.012 

Los valores representan el promedio de las lecturas de anticuerpos a una DO de 490 nm f el 
error estandar de tres experime.ntos 

Detectados por el método de ELISA, usando por antígeno S. typhimuriurn Fi inactivada por calor .  

vs P p< 0.05 por t de Student 

O vs P p< 0.05 por U de Mann Withney 



Tabla 3. Anticuerpos intestinales contra 5. typhimurium producidos por ratones 
Balbic 2 y 18 semanas posteriores a la última inmunización 

No. de Vía de 
inm. 

IgG 

DOS SEMANAS 

igA 4` IgM 

DIECIOCHO SEMANAS 

IgG'` 	 laA* 	 Igrvi" 

oral 0.176 ± 0.035 0.085 0.038 0090 	= 0.017 0.135 ± 	0.018 0.200 ± 0.014 0.020 	± 0.006 

paren -
teral 

0.153 ± 0.029 0.008 ± 0.008 0.00 0.133 _."4: 	0.031 0.123 ± 0.016 8 0.00 

3 oral 0.297 ± 0.054 0.344 + 0.022 0.086 	+ 0.011 0.300 ± 0.038 0.480 4- 	0.049 0.077 	± 	0.010 

paren-
teral 

0.231 ± 0.027 0.164 ±0.042 & 0.035 	± 0.010 8 0.136 ± 	0.038 g. 0.122 ± 	o.o -isa. 0.032 	± 0.004 

4 oral 0.548 1- 	0.052 0.229 4- 	0.031 0.065 	4. 	0.001 0.160 4- 	0.020 0.485 ± 0.038 0.099 	0.012 

paren-
terai 

0.310 ± 0.035 8 0.178 + 0.034 0.066 	± 0.003 0.200 ± 	0.038 0.490 ±- 	0.014 0.099 	0.024 

Los valores representan el promedio de las lecturas de anticuerpos a una DO de 490 nrn t el 
error estandar de tres experimentos 

Detectados por el método de ELISA, usando por antígeno S. typhimurium Fi inactivada por calor. 

a o'vs P p< 0.05 por t de Student 

O vs P p< 0.05 por U de Mann Withney 



Comparación entre los grupos inmunizados con tres dosis orales a 

diferentes intervalos de tiempo 

Eara investigar si el intervalo entre dosis de bacterias 

administradas por vía oral podía influir en el isotipo y/o Los 

niveles de anticuerpos, áe decidi6 comparar los resultados del 

grupo que recibió tres dosis por vía intragástrica (una por 

semana) con el grupo al que se le administraron 3 dosis de S. 

typhimurlum por vía intragSstrica en días consecutivos (Figs. 2 y 

3). 

1. Respuesta de anticuerpos a las dos semanas.- La 

administración de ix107  bacterias de la cepa FI en días 

consecutivos indujo un mareado incremento en anticuerpos de los 

tres 	L3otipos 	de inmurtoglobul i.nas 	séricas, 	siendo éstos • 

significativamente más altos (p50.05) p:3ra IgA e IgM con respecto 

al esquema de inmunización semanal (Fig. 2). 

Al igual que en el suero en fluido intestinal, los valores 

de anticuerpos intestinales fueron significativamente mayores en 

ratones inmunizados en días consecutivos • excepto para la IgM. El 

anticuerpo predominante fue del isotipo igA (Fig. 3). 
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Respuesta de anticuerpos a las 18 semanas,- En la 

figura 2 se puede observar que los ratones inmunizados en días 

consecuttvos presentaron a las 18 semanas un marcado decremento 

en los valores de anticuerpos siricos (p<0.051. 

Al igual que en el suero en fluido intestinal se observ6 una 

caída en los niveles de anticuerpos. Los valores fueron 

inferiores a los de Los animales que recibieron semanalmente la 
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Figura 2. Anticuerpos sérlcos de ratones Balb/c inmunizados con tres dosis de S.typhlínurlurn F1, 
detectados por ELISA utilizando como antígeno la misma cepa, y el suero diluído 1:1000 
para IgG y 1:50 para igA e IgM . Los valores representan el promedio I el error estandar 
de tres experimentos 
= Oc vs Os p< 0,05 por t de Student 	= Oc vs Os p< 0.05 por U de Mann Whitney 
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Figura 3. Anticuerpos intestinales de ratones Balb/c Inmunizados con tres dosis de S. typhimurlurn EL 

detectados por ELISA utilizando como antígeno la misma cepa, y el suero dliuído 1:1000 para 
igG y 1:50 para igA e igM. Los valores representan el promedio ± el error estandar de tres 
ex perimentos 

Oc vs Os p< 0.05 por t de Student 	X - Oc vs Os p< 0.05 por U de Mann Whitney 



dc.)sts de bacterias. Esta diferencia fue esLadísticamente 

si_gnificativa (p‹.).0b) tanto para la igA como para la LgM (Fi 

3). 

Electroforesis 

La figura 4 muestra el corrimiento electroforético de 

antígenos de la cepa Fl de S. typhimurium (polvo cet6nico). Se 

identificaron aproximadamente 42 bandas cuyos pesos moleculares 

oscilan entre 96 y 12 kDa. Se utilizaron tres fracciones para 

estimular cultivos celulares, sus pesos fueron 42-45, 50-53 y 64-

68 kDa. 

Transformación Blastoide 

Las tablas 4 y 5 muestran los resultados de estimulaci6n 

mitogénica a ConA y LPS, en las células de bazo, placas de Peyer 

y nódulos linfáticos meséntericos obtenidas de ratones normales, 

e inmunizados con 4 dosis de S. typhimurium, dos y dieciocho 

semanas posteriores a la Illtima inmunizacitSli. A las dos semanas, 

no se encontraron diferencias significativas en la respuesta 

mitogénica a ConA o LPS en células de bazo. Las células de NLM. 

provenientes de animales inmunizados, mostraron una respuesta al 

LPS más elevada que en ratones control (p0.05) (Tabla 4). Esta 

respuesta elevada se mantuvo a las 18 semanas para animales 

inmunizados por vía oral (Tabla 5). Dos semanas después de la 

última inmunizaci6n la respuesta a ConA n-1 placJwJ de Pu ter se 

uncontK, elevada 	respecto at controL en los anímYlles 

49 



k Da 

91 

68 

45 

32 

   

 

k Da 

	  64-68 

	 50-53 

	 42-45 

 

 

  

.111111.11^ 

20 

14 

 

 

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS del antigeno 
proteico de la cepa F1 de S. typhimurium, teñido con azul 
de coomasie 
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Tabla 4. respuesta mitogénica detectada 2 semanas posteriores a la última 
inmunización en linfocitos de ratones Balbic inmunizados con cuatro 
dosis de S. typhimurium Fi 

Ratones Organo 

Incorporación de 3H-tritiada en cpm 

RPMI Con A LPS 

Normales Bazo 2189 t 380 94432 + 2895 37979 t 	2371 

Inmunizados 
por vía oral 

inmunizados 
por vía 

parenteral 

3055 

3214 

t 553 

± 357 

93930 

95569 

t_ 7274 

z 4087 

36935 

45704 

2104 

t 7098 

Normales NLM 3707 t 	319 123618 3610 39731 + 	2329 

Inmunizados 
por vía oral 

4110 + 	192 130745 ± 5718 52071 t 2164. 

Inmunizados 
por vía 

parenteral 

4067 ± 229 125528 t  5794 50937 ± 5337 X  

Normales PP 292 + 18 24473 ± 	1670 318 t 19 

Inmunizados 
por vía oral 

319 t 	18 34735 + 	819 * 327 t 16 

Inmunizados 
por vía 

parenteral 

219 5 12300 ± 1526 b, 258 1- 	36 

Los resultados representan el promedio ± el error estandar de tres, experimentos 

Normal vs Oral p< 0.05 por t de Student 
. Normal vs Parenterai p< 0.05 por t de Student 

Z1,  -Oral vs Parenteral p< 0.05 por t de Student 



Tabla 5 Respuesta mitogénica detectada 18 semanas posteriores a la última 
inmunización en linfocitos de ratones Balbic inmunizados con cuatro 
dosis de S. typhimurium F1 	

Incorporación de 3H-tritiada en cpm 

Ratones Organo RPMI Con A LPS 

Normales Bazo 1137 t  281 107794 + 	15892 16943 ± 3172 

Inmunizados 
por vía oral 

1556 t 48 90828 4- 	3083 11535 + 	836 

Inmunizados 

por vía 
parenteral 

1580 t.  327 110562 + 	23573 14564 t 2061 

Normales NLM 863 4- 	89 124416 + 3338 18682 -1- 	489 

Inmunizados 
por vía oral 

1846 4- 	228 117206 1345 25204 + 864* 

Inmunizados 

por vía 
parenteral 

1198 + 	99 129829 + 4120 20237 t 	586 L, 

Normales PP 297 + 35 22400 1476 303 -1- 	26 

Inmunizados 
por vía oral 

323 + 	16 23953 -t 	2376 325 + 	31 

Inmunizados 

por vía 
parenteral 

240 + 	11 23200 + 	2151 263 4- 	25 

Los resultados representan el promedio t  el error estandar de tres experimentos 

Normal vs Oral p< 0.05 por t de Student 
= Normal vs Parenteral p< 0.05 por t de Student 

/I, 

 

Oral vs Parenteral p<. 0.05 por t de Student 



Tabla 6. Respuesta linfoproliferativa detectada 2 semanas posteriores a la 
última inmunización en células de ratones Balb/c inmunizados con 
cuatro dosis de S. typhimurium Fi 

Indice de Estimulación 

Ratones Organo 42-45 kDa 50-53 kDa 64-68 kDa 

Normales 

Inmunizados 
por vía oral 

Inmunizados 

por vla 
parenteral 

Normales 

Inmunizados 
por vía oral 

Inmunizados 
por vía 

parenteral 

Bazo 

NLM 

1.23 

6.16 

1.50 

1.10 

2.40 

1,06 

.1-  

t 

t 

t 

t  

1- 

0.30 

0.18 . 

0.17 f 

0.05 

0.20 

0.08/1 

1.36 

6.56 

1.07 

1.26 

2.66 

1.10 

-1- 	0.08 

-- 	0.85, 

- 	0.081, 

t 	0.08 

t 	0.29' 

+ 0.15 

1.50 

6.10 

6,00 

1.40 

3.53 

3.13 

+ 	0.17 

' 	0.60 e 

,- 	0.51 	7 

1- 	0.18 

± 	0.40 

f 	0.18 E" 

	

Normales 
	

PP 	 0.86 	0.03 	 0.90 t 0.05 
	

1.06 t  0.05 

	

Inmunizados 
	

1.20 	0.07 	 1.70 t 0.08. 	1.30 
	

0.20 
por vta oral 

	

Inmunizados 
	

0.93 t 0.07 
	

0.80 	0.05 
	

1.20 	0.05 

por vía 
parenteral 

■ Indice de Estimulación (promedio de las cpm de las fracciones experimentales/promedio del papel de 
nitrocelulosa sólo) + el error estender de tres experimentos 

Normal vs Orel p< 0.05 por t de Student 

E =Norme! vs Parenteral p< 0.05 por t de Student 

A = Oral vs Perenteret p< 0.05 por t de Student 



Tabla 7. Respuesta linfoproliferativa detectada 18 semanas posteriores a la 
última inmunización en células de ratones Balb/c inmunizados con 
cuatro dosis de S. typhimurium F1 

Indice de Estimulación 

Ratones Organo 42-45 kDa 50-53 kDa 64-68 kDa 

Normales 

Inmunizados 
por vía oral 

por vía 
parenteral 

Normales 

Inmunizados 
por vía oral 

Inmunizados 
por vía 

parenteral 

Bazo 

NLM 

Inmunizados  

1.23 

2.60 

1.47 

1.10 

2.00 

1.26 

+ 0.30 

1-  0.20* 

1- 	0.12 

+ 0.06 

+ 	0.23 I. 

0.06 A 

1.36 

2.00 

1.27 

2.03 

1.03 

4- 	0.08 

4- 	0.20 

1- 	0.06, 

+ 	0.08 

+ 	0.12 * 

4- 0.08 A 

1.50 

2.30 

2.16 

1.47 

1.97 

1.60 

t 	0.17 

+ 0.25 

0.06 

0.08 

0.38 

t 	0.17 

* 

7 

Normales PP 0.93 + 	0.08 0.90 t 	0.07 1.06 0.02 

Inmunizados 
por vía oral 

1.10 0.02 1.01 0.06 0.96 + 	0.12 

Inmunizados 

por vía 
parenteral 

0.96 + 	0.20 0.86 + 	0.05 0.90 + 	0.01 

Indice de Estimulación (promedio de las cpm de las fracciones experimentales/promedio del papel de 
nitrocelulosa sólo) + el error es.tandar de tres experimentos 

= Normal vs Oral p< 0.05 por t de Student 
2  =Normal vs Patentara! p< 0.05 por t de Student 

A = Oras vs Parenteral p< 0.05 por t de Student 



inmunizados por vía oral (p1(J.Ob). Púr el contrario, 	animales 

inmuni::.ados parentúralmente mostraron una respuesta irinür al 

control ps'u.01-1 a las 	semanas (Tabla 4), estas diferencias no s 

observaron para las 18 semanas (Tabla 15). En ningún grupc) de 

ratones inmunizados el LPS estimuló células provenientes de 

placas de EJeyer ( Tablas 4 y 5). 

Los índices de estimulacin para cada una de las fracciones 

antígénicas de S. typhimurium se obtuvieron como el coc!iente de 

las cuentas por minuto de cada muestra experimental, entre las 

cuentas por minuto de la muestra control, se consideró corno • 

positivo un índie.l. mayor de 	U (Tablas 6 'y 7). Dos semanas 

despu.:ás de la última inmunización se i.,hservó que las fraciones 

estudiadas indujeron una respuesta proliferativa en células. de 

bazo y 1\16M en animales inmunizados por vía oral, mientras que 

sólo la fracción de 64 a 66 kDa, indujo una rspuesta 

proliferativa en las células de los animales inmunizados 

parenteralmente (Tabla 6). A las • 18 semanas se observó una 

disminución en los índices de estimulaclón para las diferentes 

fracciones, con respecto a los encontrados a las 2 semanas (Tabla 

7). 

Antígenos de Superficie en Células Linfoides 

La figura 5 presenta el porcentaje de células de bazo de 

nódulos 	 meséntericos y de placas de Peyer peroxidasa- 

positivas obtenidas cinco días después de la cuarta inmunización, 

con la cepa IT1 de S. typhimurium, Se observa que las cé .Lulas con 
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antígeno de superfic.ie 1gG provenientes de ratones normales, 

mostrarc,n un porcentaje menor de cfilulas con marca que las 

obtenidas de ratones inmunizados, presentando diferencias 

significativas (0.U5) para bazo, PP y n6dulos linfáticos, en la 

relación normal-parenteral (N: F.) y en la relaci6n normal-oral 

(N:O) en placas de Peyer, Los valores m5s altos se observaron en 

células de ratones inmunizados por vía parenteral. 

De igual manera el porcentaje de células con marcador igA en 

ratones no inmnizados, fue significativamente menor que el de 

ratones inmunizados. Las diferencias en los animales inmunizados 

fueron significativamente más altas con respecto al no inmunizado 

(ps0.0b) I n 	PP y NLM 	independientemente de 	la vía 	de 

inmunización. 

El porcentaje de células con antígeno de superificie IgM fue 

menor en rat,Jnes no inmunizados, observ5ndoe diferencias 

significativas (p‘0.05) en nódulos linfáticos mesénteriew y 

placas d42, Peyer, en la relacLón N:1? y oral-parenteral (U:11) 

además de N:0 en placas de Peyer. El porcentaje más alto de 

células peroxidadas se observ6 en animales Lnmunizados por vía 

parenteral. 

La figura 6 muestra el porcentaje de células de bazo, placas 

de Peyer y n6dulos linfáticos meséntericos peroxidasa-positivos, 

determinado dieciocho días posteriores a la última inmunizacl6n. 

ie observ6 que el porcentaje de células con marcador lgG fue 

menor en el grupo control, que en el grupo inmunizado, 

presentando diferencias significativas (1)10.05) para células de 
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bazo, placas de Peyer y nódulos linfático en La 	 N: F. En 

f. nudulos liufSticos y placas de P..Jyer se or-.)ervarnn 

kpu.u5) 	en relación W(,1, 	y en t 1 bazo (p)U.Ub) en la relaci6n 

0: P. El mayor porcentaje de células con IgG de .superfície se 

presentó en células de bazo, PF y NLM provenientes de ratones 

inmunizados por vía parenteral. 

El porcentaje de células con 1. 'A de superficie fue menor en 

el grupo control, que en el grupo inmunizado. Se ob3ervaron 

dUerencias signifiativas (psU.ü5) en ,relulas de bazo, placas de 

Peyer y nódulcis linfAticos mesentericos en la relacii5n N:O 	N: P; 

así comiD en la relaci,ein 0:U en pli-.1.ca::; de Fever, co 	redn 	de 

c,21uL3J 	 vía oral. 

EL purnL:aje 	 cQti mar. 	1gM fue menor en 

t..-91p0 control que en 	grupo inu,ulti2lado, se presentaron 

diferencias sLenificativas (p.s.:0» 5) para células de bazo, IP y 

NLM, en la Ddlaci6n N:U y N:P. a nódulos Linfticos meséntericos 

(ps(3.01, ) en la relación u:F, con un porcentaje maynr de células 

positivas, en ratones que recLbieron la Salmonella por vía oral. 

La figura 7 presenta el porcentaje de eelulas con marcador 

6 	L3T4 dek,:eca d tos cinco días posteriors 	la óltima 

inmunización. C.  observa que el porcenLaje de ctidulas 

provenientes de ratones normales e inmunizados con marcador L3T4 

fue semejante. En el caso del. marcador Ly-2 sóle, se encontró un 

porcentaje menor de células de placas de Peyer para los animales 

inmunizados por vía parenteral con respecto a los inmunizados por 

vía oral ((1.0 ). 
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A los dLioCio días 	(Fig. 	8) la p)blaci(Sn c..'elular con 

marcador 1.,T4. en raLones normales fue menor que la proveniente de 

ratono 	inmuniwAdos, se encontraron diferencias sinificativas 

(pS0.0t)) É,?nt,re N:U para ceiulas de los tres ‹„, rgani. 

observaron :idemárí di.ferencía 	 (1.J.w5) entre 11:1-: 

en ba24(1,  y PE , 

Las 	la:5 	 antinc.) 	de sup.3rticie 	Ly- 	(Fig. 	8 ) 

mc.Ist,uir , pn 	vi lors significativamente más altos 	(0.).)5) 

grupo immunizado parcinteraLment, 	con respecto, 	taneo 31 grupo 

c:ont,rol, /7-,(yl() al grupo inmunizado c.dralmente. A nivel de .NLM los 

animales inmuni.zados por vía oral presentaron un porcentaje menor 

(1.1.0_5) que el ,P.IAp(11 contrl de ceiula.:,J per,Dxidadas. 
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plscustoN DE RESULTADOS 

A pesar d,! qu,! U.)s aspectos inmunoLgici-.) sbre la 

por Salmonella han sido ampliamente investigados, t.gntc) en 

humano (7irai) en diferentes modelos animales, no exiaten a la techa 

dat.os 	concluyentes, 	iendc 	 en 	atunes 	casos 

cc)ntradiet.Girios. 

Estudios recientes en el modelo murino infectado por 

Sa/mone/la, han permitido postular que la irdormacin gnetia 

del h~edero juega un papel importante en la susceptibilidad a 

la Lntecci(Sn i4-72). Se ha demostrado de igual manera que la 

vir1.ietv2ia de Salmonella, la dosis y 	via de inmunizacin son 

facLores que participan en 	la induL.2.cif.5n de la .entermedad 

1b8,70,7,74,7b). 

Los resultados del presente trabajo muestran que tanto la .  

inmunizaci6n oral con 5. typhimurium, como la parenteral pueden 

inducir la producein de anticuerpos de isotipo 1 g 	IgA e .1 ,ti en .  

suero yn fluídc,  intestinal. 	Sin emrgo Los niveles (1': 	• 

anticuerpos producidos, así como el Lsotipo, varían 

onsiderablemente de acuerdo con la ruta 

niSmero de dosis administradas y el intervalo entre ellas. 

en la literatura reportes donde se indica que dosis 

repetidas de antígeno no viable administradas por vía parnteral, 

son poco efectivas. o incapaces de provocar una respuesta 

especifica de IgA en la mucosa intestinal de animales inmunizados 

k93,94). 	embargo otros autores C/6,31.,915) afirman que ciertos 

63 



antígenos , administrados por vía parenleral, pu den indu,..:ir la 

pre:-.iencia de anticuerpos específicos tanto en suero 	en 

fluido intestinal. lssekults y col. (96) investigaron el tráfic) 

de linfocitos a travás de granulomas indueidws en Gvejas por 

adyuvante de F-eund. ColctarDn y marearon células de vasos 

aferentes y elerentes con 11.1 
	

Detectar(in a wirea en 

varios sitios del sistema liniá 
	

y encontraron que las c:lulas 

marcadas migraban de san ?'re y, 	través del granuloma, rt-.Jgr,,,:saban 

a los vasos linfáticos aferntes. Guhill y col. G96) maren 

células de vasos linfáticos intestinales y de vasos linI.áticos 

periféricos dr  ovejas y posteriormente se inyectaron por vía iv. 

DeteLaron La marca en ,s,..,ingre péri 4r1ca, 	inte::.stinaL y pr- 

e5..scapular. 	Al i:i.valuar 	porenta.,,, de 	marca recup rada. 

en..:,:intraron un mayor poreenta e de mar.....a en intestino delgado, 

en los animal. Js que recibieron ce.Lulas de vasos 

intestinales en relaci6n a 	que se le ',Lnyectaron (11A. 

1.;1:iS 	.i. 	1 	PCt 	t.  1.:::(:);-; 
	

(12 

e-Jdsu,2n l 	pubiaci,Jne 	litifocit¿os 1 	 un:A <fir.1.,4;.1:ida 

preferentemente 

intstino. WIckay y col. (9d1 anaii2;aron la migra.-:in de 

subpoblaciones de lintoci os 1 a través de vasc.'s linfáticois 

aterelues o e f  erentes, y reportaron que una subpoblacin (12.1 

celulas T 	:selectivamente a intetino. 

En 	el presente trabajo se Cl  Il 3 idJ ru que la preisencía de• 

anticuerpos .intestinales en ratones inmunizados por vía 

parenteral, podría deberse al tráfico de cé'Jlulas mencionado 
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06,97,98), 	o bien al p,aso de S. 	typhimurium por 	tnima vía 

11,,Lbgztr _ inllsllinú. 

obs,irv,5 	en t2:eneral una 	 aciAn t_= Í:Ltr.! 	el n(Imero de 

dosi3 admlni:Aradas y los niveles de anticuerpos generados. 	A 

las 18 semanas, st enc:ontrarün vali)res más 	 de 

inmunoglobulinas llanto en el suero coto: , en el tluido intestinal 

en rat.mes inmunia.,adlDs por vía o 
	

La (2apaeldad de 

typhímurium administrada. por vía (-.)1 para indu(-2ir una repue-3ta 

de anticuerpos de mayor magnitud Yc, I ura,216n, pudo haberse debido 

a la estimulaci(Sn antigénica constante provcicada por la 

perslstencia de la salmonela viable en 6rganos linfoldes como lo 

han reportado Mackaness, Collins y L!,.landen (40,41,42) entre 

otros. Estos autores mostraron que la Jmmunizaci6n con bacterias 

vivas, inducía una mayor proteci216n que la ínmunizaci6n cc,n 

bacterias inactivadas, dado que los animales inmunizados con 

S. typhimurium 	inactivada no loraban eliminar a la bacteria 

del desafíe), permitiendose su 	 en ce dulas 

iagocdlicas. 

Los resultados mostraron un efecto sIgnificativLI del número 

Cié dosis administradas, en la inducci6n, de la sinte;sí5 de igA en 

el intestino. Los niveles locales de Lg:A se elevaron más despu,Js 

de la inmunizaci6n c,ral que de la inmuni2acin parenterat. Esto 

pudo haberse debdo, a que los linfocitos precursores 

involucrados en la síntesis de IgA se localizaban principalmente 

en el tejido linfoide asociado a mucosas 19). Iurhman 

(73) afirman que vacunas preparadas con antígenos "vivos' 
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indujeron una respuesta inmune en la superficie de las mucosas, 

superior a la generada por vacunas que contenían antígenos no 

replicativIJs. 

El intervalo entre dosis aplicadas afectó conslderablmente 

la respuesta humoral, tanto en suero ,2,-,,n-to en fluido intestinal , 

notándose a las dos semanas un franco predominio de Le,s niveles 

locales de IgA en animales que se inmunizaron con 3 dosis en días 

consecutivos, comparado con el grupo inmunizado con las mismas 

dosis pero con una semana de intervalo. Es probable que el 

esquema de inmunización en días consecutivos indujera un proceso 

de división celular dependiente del antígeno, que favoriera la 

síntesis de IgA por parte de células plasmáticas en la mucosa 

(98), o bien que la cantidad de antígeno recibido en días 

consecutivos hubiera generado una respuesta elevada de 

anticuerpos (10U). 

Se observó una disminucir.)n en Icis valcires de 

inmunoglobulínas presentes en animales inmunizados con el esquema 

consecutivo a las dieciocho semanas , efectl:, que no ocurrió (7on 

tos animales inmunizados a intervalos de una semana ntre-.1.. cada 

en 	cwde. la resputa Jtnti-Salmonella ermanecit', 

constante a excepción de la Ig-G 	 valor se triy I -ea 

relación con el observado a- 
	dcis sempas. 	3ziegclie 	,y e.1.. 

(101) han reportado resultados en Los que se muestra la presencia 

de anticuerpos específicos después de tres meses en ratones 

infectados con S. typhimuirum por vía oral. 

El decremento de anticuerpos séricos e intestinales en 
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ratones inmunizados en días c.,onsecutivc)s se pudo habr debido a 

que et est.ímuio antigcJnico administrado durante tres días, fener‘r.,. 

una gran cantidad de ciertas de memoria con una vida media muy 

parecida, las cuales fueron desapareciendo prácticamente al mismo 

tiempo; a diferencia del grupo inmunizado semanalmente, en el 

cual la aplicacit5n de cada d,:isis de S. 	typhimurium activ,':, las 

clonas existentes y gener 	nuevas clonas de memoria, las cuale 

se encargaron de producir anticuerpos varias semanas depues de 

la itima inmunizaci()v. 

Cuando el antígeno se administr6 a intervalos de unnmana 

los anticuerpos cte ciase igG, predominaron en suero 

independientemente de la vía de 	 y del número de dosi's 

recibidas. Metealf y col. (10n obtuviron resultados similares 

en ratones inmunilados con 	 typhimurium por vía 

intraperitoneal, subcutánea o intravenusa. 

Los resultados de este estudio difieren de los obtenidos pot 

Eddie y col. (103) los cuales encontraron niveles muy b ios de 

anticuerpos intestinales en conejos inmunizados con •S. 

typhimurium por vía intravenosa, .:3ubeutAn¿I 	intraperitc.neal. 

Las diferencias observadas pudieron haberse debido a las especies 

utilizadas, o a la capaidad del antígeno ldminis 

parenteralmnt,e de inducir una rspuest:,-.1 d igA, 

(.11. 	 Y,T1qíJ,.2 

tr3bajo L-.15 	lV tos de 

variar(m con 	 al cambiar el ,..:squema de inmunizun. 

INumerosos repj, rtes 11:AUL mo:strado 	 1(14,1 P- 	clu -,T) vacunas 
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de $aimone/ia . compne3tas a base de ce1111,:s muerta$ o d extral...: 

proL,2i.2os admtni:,trados por vía vArentral, protegían a ratones 

de la enterm,-,Jdad. En si.,os estudi.os se utilLzaron sin embargo 

diferentes vías para e.. desatío (on Wactertwz. virulnuas. C/tros 

reportes (4U,41,4,106,1u7) han mostrad,J que 	La admLnistraci6n. 

oral de S. typhimurium inducía una respneta inmun prr:JUeet,.,, ra 

contra un reto con bacLerías virulentas, la cual erlt superLor a 

la obtenida por administración de la bacLeria parenteral. 

presente estudio, 	::se encontr6 que LTi inm1 iac2i6n por vía oral 

g(:Iner6 una mayor pr(JUk.:!c(...inn eimil,ra posteriores r1,-tt(m con 

bacterias viruIntas que la inmunizacin por vía parenteral. 

Dicha prOtecein sin 	 nc,  se r(:-Hil..,leio con los niveltz's de 

anticuerpos presents, tanto en suero (..,:)mci 	fluído intestinal. 

Estos resultados trwneuerdan con report 	anteri,pres que muestran - 

• una taita de relaci6n entre .1.()s ti tul 	d 	ntieueepo:s y 13 

proteceln observada 1 4l > 10b,iudi. 

En Istudios realizados con animals inmunizadoLí cc,n 

diterents t2epas de S. 	typhimurítim p()r ti i o1.;:t1 Hra-rt 	y cz:11J, 

(1U19), observaron una buena 	 (36,  

a n 	-2 u r p 	I 	y t 	(2̂. 	.L..  

resuLtado pu ii 11 a 	n s ide rtrse COMO Un buen laare.ad,--Jr 

para predecir la 	 de vacuria5, 

antleurpus 'io elAaban áírecLamenLe ).'iaci,-,/nados con la  

resistencia a infe,Jci6n, ya que protegían contta desatic)  

cepas serológicamente difrentes. Estos datos difieren de iklis 

encontrados en el presente estldio, en los cuales, con el esquema 
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de inmunización en días consecutivos, se obtuvieron tí;utos 

elevados de anticuerpos IgG e IgA y sin embargo se encontró una 

baja protección. La diferencia puede deberse a que la cantidad de 

antígeno aplicado (IxIú1  bacterias durante 3 días), generó una 

respuesta de anticuerpos de baja afinidad, dificultando la 

eliminación de la bacteria. 	Roitt y col. (100) han afirmaio que 

el grado de afinidad de los anticuerpos depende de la dosis de 

antígeno administrado, considerando que una concentraci6n alta de 

antígeno interacciona con receptores de alta y baja afinidad de 

linfocitos B, generando la producción de anticuerpos con 

diferente grado de afinidad. 

Aunque S. typhi y S. typhimurium comparten varias 

características, se conocen algunas diferencias importantes entre 

ellas t. 110) y por lo tanto los datos obtenidos en animales de 

experimentación no sea, pueden extrapolar al humano, Sin embargo es 

interesante mencionar que estudios realizados en humanos reportan 

datos que concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo. En 

Chile con la vacuna oral de Salmonella typhi Ty2la se  encont2 

que La administración de 4 dosis confería mayar protecei6n que 

ntImero menor de ellas (111). Recientemente se ha reportado que la 

vacuna oral Ty2la administrada con corto intervalo en varias 

dosis induce una respuesta de IgA intestinal superior a la 

encontrada cuando el intervalo fue mayor (14) 	Existen varios. 

estudios  en humanos utilizando diferentes esquemas. de 

inmunización, para tratar de determinar cual es el que produce la 

mejor respuesta de anticuerpos secretores 4112,113j. En estos 
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estudios no 1-:3e ha analizado simult.nnement 	la 

r 	t 	 15t t de 	vacuna con prctsencia 	antueruc-, 

Jr ha reportado (4U,41,4) qu.,..) 	vitcunws de 1)31..Jteirias 

vivas inducen una mejor protecci6n debido 	clue 	on capac 	de 

estimular una respuesta inmune celular, mientras que ias vacunas 

con bacterias muertas no lo hacen. Los resultados de este estudio 

mostraron que las 	fracciones antigtMicas de S. typhimurium 

analizadas fueron capaces de estimular una respuesta 

proliferativa específica de celu.as provenientes de animales 

inmunizados con la bacteria viva, y solamente la fracci6n de 64-

68 kDa fue capaz de estimular las células de animales inmunizados 

parenteralmente. Existen datos en la literatura • (114,115) 

cuales muestran que bacterias muert y algunas sustancias 

químicas pueden inducir respuesta inmun mediada por (2,jAulas. Así 

por ejemplo, Robertson y col. (111) han reportado que las celular; 

de bazo de terneras inmunizadas con S. typhImurium inactivada dan 

una 	buena respuesta de proliferación celular al estimularlas l L:i::)n 

porinas, aunque no han encontrado una correlaci6n sa isfactoria 

con la protección observada en dichos estudios, En general, en e 

modelo experimental del ratón se menciona que hay una Mej(Dr• 

correlaci6n entre protección con la repuesta inmune celular 

por mediada 	pruebas de hipersensibilidad tardía (L16,117,118). 

embargo El llar y Eisenstein (117,118) han realizado diversos 

estudios para medir la hipersensibilidad de tipo retardado (HT.1,) 

en ratones infectados por S. typhimurium demostrandcJ que; lj• 

existen marcadas diferencias entre las cepas, de ratón • pará 
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presentar una respuesta tipo HTR; 2) .L capacidad para montar una 

respuesta de HTR está relacionada con una susceptibilidad innata 

O 	COL . La re5istencia del ratón a la infección por Salmonella 

virulenta; 3) la existencia de una respuesta anérgica no está 

relacionada con los loci 	de histocompatibilidad; 4) la 

anergia no está relacionada con la presencia o ausencia de. 

reactividad al LPS en las diferentes cepas del ratón , y no esta 

causada por una sobrecarga de antígeno en cepas no reactivas, y 

5 una falta de respuesta HTR puede ocurrir simulti.,  __neamtl,nte COn 

un:A ininuni~ prt 	si [a d‹.-sis de inmunización e3 baja, 

hn el prsent.e Lrabajo 	f-z:ncontró una mayor proliferación 

celular en el grupo de ratones inmunizados por vía oral ( Tablas 6 

y 7), lo cual indica que la inmunización por vía oral fue capaz 

de inducir respuesta celular -supericIr a la obtenida con, 

inmunización pare 	tanto a Las dos como a las dieciocho 

semanas, y dado que el grupo de ratones que mostró mayor 

protección ante un desafio de lb() DiJso dos y dieciocho semanas 

después de la última inmunización, fue ei que recibió la bacteria 

por vía oral, se considera que existe una mejor correlación entre 

protección y respuesta inmune celular. 

Existen pocos estudios acerca de los componentes de 

Salmonella que son capaces de inducir una buena respuesta inmune 

celular, dentro de éstos se encuentran los trabajos con porinas, 

proteínas con peso molecular de :36-41 kDa. Estas proteínas son 

capaces de inducir respuesta inmunológica, celular y humoral 

(114) así como protección (porinas contaminadas con LIFS) ante el 
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desafío con la bacteria yiruleita (55,, 	. En el presenue trabajo 

C'e obtuvo una traccbSn antignia de S. typhimurium de 	kl7:1 

la cual indujo Liniopro1iferaci6a 	en oelulas 

inmunizados por via 	 r:.onsidera yu ersta fr1-1citin 

antigénica, podría contenor una de las púrInas descritas paru S. 

typhimurium (15,b6.114) 	 ha repk)rt:::td(:) 

je Iws porina:.-s 	 du=2 .;_superiicie de 55 ki)D es c7.1p:t 

irvAttelr 1111,-:1 1.)a 

S. 	ty ph 'Tour Í um 	 .71 1r 	() 	 - 

que indujo una buena proiiira,2i6n ea anima le 	inmunis 

vía oral, pudo haber conttJnido e: ta proLeina. 

3e ha reportado k41,42,4:.3) que la 1.(imunizaci6n con bacerias 

iu,,,:tetivadas induce :;(5.11...) respuesta inmun humoral. 	i73e considera, 

por le tanto que la fracein de 64-68 kla que e;stimutc5 tanto a 

células de ratones inmunizados por vía oral como a cluías ce 

ratones inmunizados por vía parenteral, podría corresponder 

proteína 	de choque térmico. k4aston y col. (1n) han reportadc.) 

que estias proteínas se ecuentran al Lamente ,2onz3ervadas tanto en 

las bacterias como en ci,dulas eucarionus, pur 	tanuo estas 

proteínas podrían reconocer un epitope cum(in para bacterias así 

como para células eucariontes. Young y col. 	 .1.!) han 

reportado 	ías proteínas de choque termico son comparLidas por 

uiferentes ¡eneros de bacterias. 	tanto, la linfoprotiferaci6n 

en células de animales inmunizados por vía oral y por vía 

pareriteral podría deberse a una respuesta de reacci,5n cruzada a 

diferentes antígenos bacterianos. 
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Debido a que 	typhimurium 	 v.=trxw.,.; swstanc.!ias 

inmunclmc)dulatorias con actividad mitotr.?:énica (123,1:2.4 	) se 

decidi6 eT1 este trabajo est,udiar 1.a re3pues1a in vItro 

mit(SgentDs 	de. eelulas 	T, 	c(-LuLas f3 	así 
	

1.2.0Mr", 1. a 	presencia 
	

de 

inmunoglobulinas de superficie y de moleulas Uy 2 LT4 en 

celulas de diferentes órganos de Los animales normales, y en 

aquellos inmunizados por vía parenteral y por vía oral. 

en‘2,(7)nt1:arc,n 	put.2a1E. 	 a 	m. Lero5 n 	vitro 	n 	la 

re..,spua de animis 	inmunizadíJs con respecLo a los raLr:ii:is no 

iurnuiad':s 	1 aumen Lo en la 1. :spuesta al LF de E. 	coli, 

en células de animales inmunizados, podría exl1icarse 

por presencia de 	antígenos de reaccin cruzada. Duran y col. 

k126) han encontrado una respuesta J células 11 al estimular. 

ratones normales con la cepa TML ie S. typhimurium, esta 

respues La se incrementó de 15 	20 veces c!uando los animales 

fueron expuestos al antígeno, mostrandd un 	de ¿7.-!specilicidad 

para el LPS. Se ha reportado que la inmunización . parenteral con 

bacterias vivas, pero no con bacterias muertas, genera una 

supresión de La respuesta mitogéniea de las células pruvenintes 

del bazo de lob animales inmunizados (127) a coricavalina A, sin 

embargo, en un trabajo reciente . se encontr(5 que esta .sUpresi6n 

stSlo se maniiiestaba cuando estaban presentes grandes cantidades 

de bacterias en el bazo (128). En el presente estudio no se 

detectó la presencia, de la bacteria en bazo a los tiempos que se 

realizaron los estudios de estimulación de •cultivos celulares, 

En el modelo experimental utilizado se encontró que, tanto 
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con inmunización oral como con inmunlación parenteral, 

producía un aumento de células con inmunoglobulinas de suprfície 

y de c(1!iulas con moll;2culas L3T4 y Ly-2 en i(Js órganos etudiados. 

Inicialmente el mayor porcentaje de células peroxidadas se 

present(5 en 1-.1 grupo inmunizad 	por vía parenteral. Estos dateis 

indican que algunos componentes de la bacteria adminLstrada 

parenteralmente son capaces de alcanzar en menor tiempu que 

antígenos administrados por vía oral, la mucosa intestinal, o que 

celulas de memoria generadas en el sitio de la inmunizaLión 

pueden ser transportadas al intestino. El mayor porcentaje de 

eóLulas con inmunogiobulinas de superficie observado a los lb 

días en el grupo inmunizado por vía oral en NLM y FE', pudiera 

explicarse por la replicación de ba,J-terias vivas en estos 

órganos. 

Tomando en cuenta que el grupo de ratones que mejor 3e 

protegió Éue el que recibi6 la Salmonella por vía oral, y que la 

población de células con marcador Ly-2 ha sido reportada como 

población celular eitotóxica-supresora, en el presente trabajo la 

disminución de células con marcador Ly-2 acompañada de .un 

incremento de células con marcador L:3T4 en 'NEM y FE' dieciocho 

días posteriores a la última inmunización en el grupo inmunizado 

por vía oral , podría deberse a que la inmunización por vía oral 

indujo menor actividad supresora que la inmunización por vía 

parenteral, donde el porcentaje de celulas ayudadoras y• 

citotóxicas-suspresoras fué semejante. Se podría considerar por 

Lo tanto que el grupo inmunizado por vía parenterai posee una 
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mayor actividad supresora que el grupo inmunizado por vía oval. 

Cabe mencionar que a pesar de que la metodología utilizada para 

la identilican de subpobi,aciones de Linfocitos no es la más 

adecuada en la actualidad, el porcentaje de células con marcador 

de superficie L3T4, coincidío 2on el reportado por Dialynas y 

col. 	(129) que caracterizaron la molécula de superficie de 

linfocitos (ji L3T4, por medio de anticuerpos monoclonales. 

Galdiero y col. (130) han reportado que animales infectados por 

vía subcutánea con S. typhimurium mostraron un aumento en el 

porcentaje de linfocitos T y B, tanto en bazo como en nódulos 

linfáticos. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que 

tanto la inmunización oral con S. typhimurium viva, .como 

inmunización paren.tera.l con la bacteria. inactivada por calor, 

fueron capaces de inducir respuesta inmune intestinal y sistémica 

tanto de tipo humoral como celular. En los dos casos se detectó. 

respuesta inmunológ:Lea dieciocho semanas posteriores a la ISItima 

inmunización • Se observó que la inmunizacin por vía oral genero 

respuesta celular y protecci5n superGr a La inmun12aeln por vía 

parenteral. El intervalo entre cada dosis influyó de • manera.. 

importante tanto en la inducción de anticuerpos como en la.  

protección , mostrando que la administración de antígeno en días 

consecutivos, generó una gran producción de anticuerpos, aSí como 

una pobre protección. La vía de inmunización influyó en la 

inducción de subpoblaciones de linfocitos 13 presentando el grupo 

inmunizado por vía parenteral, un mayor incremento de células 
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ABSTRACT 

INTESTINAL AND SYSTEMIC IMMUNE RESPONSE 01" IMMUNIZED HICE WITH 
Salmonella typhimurium 

The present work had the aim tia study th,2 effect O L dit t erent 
schedules or immuniation with Salmonella typhimurium on the 
intestinal and systemie immune respGnse ot mi': e and to estímate the 
reiationship between local andpJr systemic immune re:5~3e with 
proteetion against infection. Balb/c mic were immuhiJ;ed wlth two, 
three, or iour weekly doses 	live S. typhimurium 
or parenterally with heat killed bacteria glven weekLy in the fiJot 
pad. Another group 	animal wa immunized ora1y with live bacteria 
for three consecutíve days. A challenge study with virulent S. 
typhimurium two and L8 

	
after lasta immuniztion W.i carried ouG to 

determine protection. Both serum and intestinal antibodie55 against 
Salmonella were determinated by an enzime-linked immunc)scirbnt 
(ELISA). .Spleen, Peyer's patches (FT) and mesenteric lymph nude (.1LN) 
cells were 'obtained from animais that received tour weekly c.)ral and 
parenteral doses of bacteria, Lo determinated the cellular iMmune 
response and the presence of subpoblations ,  of Lt and T cells, using 
immune peroxidase methods. 

A letal. doses 50 (LD5o) 2.6 x 103  celis was found. The best-
protected group was the one receiving tour weekly oral doses oi 
bacteria with a survival 	80% after two 4eeks and 37% at 18 weeks. 
Serum and intestinal antibodies levels sh,:;.w.A a correlation with the 
number of doses administrated. The interval bet,ween doses affected 
significantly the humoral response, both in serum and in the gut. In 
comparison with ánimals immuni:Led weekly the group immuniz.d 
sequentiy during three days showed a increase in serum IgA and Igb.1 
wilibodiesi a :im.i"lar increased response was tc'und in the Ig(_4 and IgA 
intestinal antibodies found in the gut 	0.05). This latter group 
showed an iniportant decrease of the three antibody isotypes at .18 
weeks, in relationship with the group immunized weekly (1.? 	0.05). 
bpleen, PE', and NLJM cells were cultured and stimulated with 
partículated antigen ot S. typhimurium, wit1►  molecular weight:,; olf 42-
45, 50-53 and 64-68 kDa and the results were compared with results 
obtained in the same cells using tradiLional mytogens such ás 
concanavalin A and Escherichia coli lypopupLyacharide. The rew,Ilts 
showed that the three Salmonella fractic)ns stimulatd specific 
proliferative response in celis obtained . from mime' immunized with 
live bacteria. Only the 64-78 kDa fraction stimulated cells from 
parenteraly immunized mice. both oral and parenteral immunization 
produced an increase in the percentage of surface antigens of B ceils 
(IgG, IgA, igM) arad T eells (Ly-2, L3T24). 

The results in the animal model used indicate that the route of 
immunization, the doses of antigen given and the schedule of 
immunization modified significantly the humoral and cellular immune 
response, at the local and systemie level, and modified the survival 
of the animals after cha.Llenge with live bacteria. 
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