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RISUMEN

RESPURSTA LNMUNE  INTESTINAL Y SISTEMICA EN RATONES  TNMUNLZADOS CON
salmonella typhimuriunm,

Ll presente trabajoe  tuveo como  objebtive estuadiar el ofecbo de
diferentes esquemas de inmanizacidn con  Salmonella typhimurium sabee
La respuesta inmune intestinal v o sictamica, y o evaluar ba  relacién
esntrae  la  rospuesta inmuns Local yso o sistéemica  con la pratecoldn
generada. FPara este praplzito e lmonicavon grupos de rabtones Balbso
aon L, A0 ) desits semanales de S, typhimurium viva por Lo ooral oo
inactivada por calor por via parcenteral en eojinete plantar, mientras
que  obro grupo se lomuniazd  por tres ddas consecntivos orslmentes. Se
reallzaron estudios de proteccidn con . typhimurium virulenta  dos v
dieciocho semanas  despues de Lo Nitima inmunizgacifn., Se  oevaind por
ensayo inmunoensimitico (ELISA)Y La produceidn de  anbionerpos serioos
g 1ntestinales. e obtuviaron celulas de bazo, placas de Feyor (FP) v
nédulos LinfAticos mesentévicos (NLM del  grpo gue recibid 40 dosis
saemanales Jdo bactertas para anallzzr la respuesta inmune oo lular, v
La distribucidn de subpoblaciones de Linfocibtes T vy Linfoociuss B por

el matodo de lnmunoperoxidasa,

‘ ve encontrd una dosis letal 50 (DLso) de 2.6 x 103 bacbterias, Bl
grupo mas probtegido fue el que recibld 4 dosis semanales de pacterias
por via oral, observindose un 8U% de schrevida a las dos semanas vy ouu
7% de sobrevida a las 138 semanas. Se encontrd una corrvelacién eatre
los niveles de anticuerpos séricoas o intestinales con el nlmero e
dosis  de bacterias  administradas. El  intervalo entre dosis afectd
conslderablemente L& respuesta humoral tanto an SUELO SN e
intaestino., Bl grupo inmunizado en dfias consecutivos en relacibn al
grupo inmunizado semanalmente mostrd a la-  dos semanas un incrgménto
de anticuerpos sericos bLipo IgA e 1gM v anticuerpos intestinales tipo
g e 1t (pg 0.00) . fste grupo presentd ana marcada dismionoelén en
los  tres isotipos a las dieciccho semanas en relacibn con el grupo
inmunizada semanalmente (pg U 0bH), No se encontrd relacifin entre iLos
niveles de  anticuerpos . de los  btraes  isotipos vy proteccidn. o ae
okt iraran cabalas de bazo, Pbow NLit vy oge asstimublaron con mibtépernos
SO coneavsiioa Ay Llpotisacivido Jde Escherichia coli, asi como con
antfgenon parciculados  de 5. t\/phimur um con pesos molecniares Jde o
de-dbH, LL-b3  y GBd-o8  kbha., Los  vesualtades mostravon que  las tres
fraceiones l[ueron capaces de estimalar la respuesta prolilerativa
especiiica  de  cédlulas  provenientes de  animales  domuanicados  con
bacterias viwvas. La f(nica fraceidn  que prodado  estisntiaclon - ce
celulas provenientes de animales inmunizados  con bacterias  muertas
fue  la de ov4-65 kbDa,  Tanto La foumanizcacidn oral  como la parentercal
produjeron un  aumento en el porcentaje de celulas con marcador  de
superflcie de Lintcoitos B Clgu, IgA, IgM) asf como de linfooitos T
(LaAt4d, Ly-2). ‘ o

Lz resualtados obtenidos en este trabajo iondican que la via de
Lnmuntrsac iin, L dosis de antfegeno vy el esquema de  inmunizacido
empleado  afectan considerablemente la respuesta  inmune humoral y
celular tanto a nivel intestinal como sistémico, asfi como La
sobrevida al desarfo con bacterias virulentas en el modelo
axperimental utilisado. :
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INTRODUCCION

v Tiebre  tifoldea s una entermedacd pnfec oo tagiond
cansada por  la bacteria  Salmonella  typhi . Lonia  en 1809 o)

cditervenoid Lo Tiesbhre Ciroolden  de otras antermendades Debriles,

asociando La tnfecciin clfalca con besioanss an s dntost ) no.  Foddd

. IR 4 V- N P N Lo . s .
reporio wptiesn LA RTINS B AN I SRR (I S0 BEETR T DA BN e CHE LT

.

: e Lera
cutoerned ot estaba relacionada con La longesta de agosn contamonacis,

y o oque La ruente del agente watfeonicoso eran las heces huamarias .

14

mherth on Ldbuy o ldentivicd  on ganglios meaesentorioos y

Caazo de dindividuos muertos por ssta araceidn, al agente coanaal de

La  triebre titoldea. Grattlkey en Ldod 13 Logrd osuttiveny s partir

)
.

¢ Adan o muestras e indtyiducs  anfarmos ], brraer i Lo, an med Lo

artiticlales. U anag despndgs satlmoer oy omithh 14 dalslnron

ralmonella cholerae-—-suis do cepdos con Lofoeoido inbestinal,
semeiantse  al  odlera. y ooen o Loai Gacptner L4 ealtiyd una

salmonela, provenisnte de heces de un enfermo sin titoldes, a la

que Stonomint Salmonella enteritidis., ot e deacubrimiento Lo

saguldo por ol alslamiento vy descripcidn de un  sran ofimero de

micuroorganismos pertenaclentas a  aste goensrve., B alslamionto de

4

bacterias estrechamente  relaclonadas v provenientes  de diversas

tuentes, oved contusidn. fin el ace de 387 LGmith v Staewart (4
esbablecicron "gue  estos microorganismos  pertecnsefan a0 un gran

grupo (o aspecies)  por  la ideatificacidn e su morfolosfs v

caracter{sticas bioguimicas”. Schulbts 4y en 1921 hizo =L primer

intento de clasificar a las salmonelas an varios  serotipos. Dln




smbargd  25tao g e posthbe MAS Lo ot dgearaold el i o e

it

wWhi toes = RIS S et o Lodes Py antoss Lo
ARSOCUD I L SOy vAarLao i R R RS I Para dltrespranciar &

Las boases rara L chasitioacidn

-~

astan boacterias, oreasnds  as
seraol b ion s Galmonella, fLate tyata o Trler  oonl L rmaddo IRIRS &
Fauttman vay, Aren postersormente Lo modit Lol oy o amp S vara dar
Lugar.u o clastticacidn wepod Suoncn de Koot bman oy White o boesacla
cn L presenct o de antiaonos de guaperticie oelular, como son el
Liparal v -f sheide LSy o antf A0 Ty Lan prat, el 1 Lo Mo b I’.‘t}f;};
o oantlesnes THOL A Lraves de estba QLaaxl&unuL&u S R cormitldo
Lo wcepcactdne Jde uan o Seaa cantidad  de seronipos , dennen del
B v XN Safhonei!a. TN SE IR T Corome Babfan peportado mbs ol T
Serob Lpas ﬁ;t@r%nteg.

Bwing vy ocol. (4) clasificarvon Al ceonerdo Salmeonella on  Lpes
espealaest nalmonella typhi, Salmonella cholerae—szulz y Sa{mdnélla
entﬁritxdiﬁ. 2l resto de Loz aswvecias  reconocidas por kaonftman v
white tueron consideradas como variedades de la GSPGRL@¥ L Minor
ARSI te 1) clasiricaron o Salmornella on siate grupﬁm IS
hibridaoidn e LINA cromosomieo tl@tltunit15{fdiklwhﬂ Csuborapos o0
subespecies.

hectrntaements Feltrdn v col. 5) han veilisade el m&tﬁdo e

slaectrotoresls enalwdiics nlvl Loons para sstudiar Las raelaciones

gendticas de S0T alslamientos cde ocho sarotipos de Salmorella, BiL-
astudia revadh que la pobbasido o st e Salmoenelta  &ra
DAszroamente  clodal, v oque para sels de los gserotipos, La owayoris

de L3 atslados eran mismbhros de uns sola olonza,



Fistopatogenia

Salmonella typhr AL et robacleria gram neEesEt LY, Qe
INEEesa oL organisme generatmente por lngwstidn de  alimantos v
bebldas contaminadas oon heces hamamas, Ks ool agente orawsal ae La
fiebre tiroldea v arecta sSHLo ol bvmanao vy ool ohilmpsnees (6,4,

salmonella, a Lanvalt o o que ot ras exvtbsvotyaatey '1,.._-‘ N TSN
Escherichia coli, Vibrio cholerae v Shigella, es Lranspovhads Jdel
Lamaen intestinal  a los  rotfounlos  linfoldes a0 traves de las
celulas M ooluy. Saimonella typhl invade Las placas ae Peyer (FF)'
y pasa s Los nddulos  Lintéticos mesentericos (MM, pe and Las
bacterias alcansan el'torrente clreulatorio, a traves ool ocual,

La bacheria aloansa drganos del cststena reticuloendote Lial, GO
weecdr Lo Doseea L Ao, e ni ::’,-:H:l Cry el Lovs ol Sy ud by I I T R e
i . >, N .
SR SRS FERECAN S ICE TN NCR AUESE P ARSI ARNCSSES N ARt W U b U SN & R S S

Flasta Lo sooada e Lon Ty o atrioalan Loy mavoria ae Loz
manifestaciones  olinicas de esta entermedad o la prescocia de
endotoxing cireulante. il grawpa de Hornrow, ¢ ool ol
sugLrievon gue lLas manifestaciones olinicas de fiebive titoldea no
sran causadas  por endotoxina  circulants, dado RIS S brabajos
realizados en  pacientes  tifoldicos de Vietnam, e s habfa

detsctado la presencia e LEFS en plasma. Consideraron, por tanto,

que Lo endotoxina participaba en 1A pat@g@nagis diz la fiebre" ;
Lifoiden aumentande Lo respussta inflamatoria an el sitio donde é
e localizaba v maltiplicaba 5. typhi, §

_Eﬁ ud estudio de 397 pacientes con fi@br¢ titoldea, Hot fman é

an L9830 (L3 formuld la signiente hipdtesis: la mayor pavte e



Las  manifestaciones colinicas de Ia Frebre  totoidea  estaban
causadas por metabolitos del Aoide araquidinico, pradicales Libres
y olros  mediadores lLiberados por  caelulas mononusleares,
(principalmente  por mazvdhragosi, Un apoyo A esta hopdbesis ac
suconued i paerdde Ly dpraanfitd osmen ve b mortalidad por oetire
Crtoldaea on panlentas tratactos con antbibidtaicos mbs dexametasonda.

La  tiebre es el sintoma princrpal oe Lla Yfiebre tiroildea, la
asnlarmaedad se manitlesta  durante Los  primervos 3 a o dias, por
alavaciones de 39  a quC acompanacda de bradicardia, dolor  de
cabeca intenso, ndusea, vOHMILO, anvredia, dolov 'aﬁnucuuirual.. Loy,
mialgias, malestar general y muy ocasionalmente diarrea. bhn este
aaso las heces  pueden  contensr moco Yy SSngra. Entre las
complicaciones mis  Trecuentes de  la  fiebre tifoidea s .ha
descritao hemorragia iwntestinal, intLamacidn el higado v
perfo;aci&n intestinal (14).

La enfermedad puede durar de 3 a i SEMANAS 51 no  se
administra el tratamiento antimicrohiano aespeci{fico. Los sfintomas
desaparecen lentamente, siempre que no hava complicaciones. Es
comin gue la tiebre dure hasta la gsegunda o tercera semans, v oque
luego disminuya lentamente. Se cuenta para su tratamiento con
varios agentes antimicroblianos efectivos, como el cldramfenicolh
la  ampicilina y ciertas .cefalosporinaﬁ (151, bin embargo- aln
cuando esta enfermedad se trate con el fhrmaco adecnado, la
convalecencia sin complicaciones producse una incapacidad en  la
actividad del paciente de, por lo menos, tres semanas (LH):

b

Estudios epidemicldgicas realizados entre 1930 y 1987 en




México muestran una  incidencia anual de filiebre titfoidsya entre
.oty 0, 00%, kstos  datos fueron ohtenidos de poblacidén  que
acudld o clinicas oy hospitales ipnstitacionales (170 vy de

poblacidn afiliada al {nstituto Mexicano del Seguro @ootal (LA).

Vacunas

Una astrateglia para la  prevencidn de la fiebre titoildea es
La vacunacidn de hospederos susceptibles., Con  esta finalidadige
han prokado diferantes inmundgenos en modelos animales para luegd
detarminar su cépacidad protectora en él humanao.

Los primeros trabajos de inmunizacidn contra fiebre tifoidéa
an humanos se realizaron en €1 ano de 1896 por Wright (1Y) en
Inglaterra  y por Ffeiffer y Kolle (20) en Alemania. Ambos grupos
lograron vacunas obtenidas de Salmonella typhi inactivada‘pmr
calor v conservadas en»fenol. Pfeifer v Kolle (10) demostraron
que la administracidn de anticuerpos eﬂpemificos'qwntra S. typhi
a cobayos lus protegfia de la infeccidn experimentai. ANos despdém
Durham, uruber y Widal (12), cada uno en forma independiente.
reportaron que al mezclarse 5. typhi con el susro de eufermos
tifofdicos en fase convalecirente, se obﬁﬁrvaban.grandes grumos y
pérdida de 1la movilidad de  las bacterias. RKatas ubswr#aclonu&
dieron origsn a uana prueba S&rolégiéa para la déteucién e fiébfe
tifoidea.

En 1916 se comenzd a uasar una vacuna combinada contra
tifoideawpa'atifoideﬁ_ (TAB), la cual cauééba reacciones  mas

saveras, tanto generalizadas como en el sitio de inoculacidn,

o



resultando poco aceptabtle, En 1911 Besvedka ol propugo induceiy
protaccidn contra fiebre tifoidea por la via oral v en 1920 el
mismo autor  administrd la vacuna tifofdica por wvia oral. EkEsta
vacuna fue aplicada en muchos palses., se 1ntentaba sustituir con
ella a la vacuna parenteral. Una de las razonesvpor la cual se
degcontinud la aplicacidn de este producto fue la baia protecoidn
qua ofrecfa, debido a una pobre produccidn de anticuerpos.

En 1934 Feliy v Pitt (21,22,23), descubrieron el antigeno
"Vi", consgiderado por astos autores como un factor de virulencia
de &, tvphi v como el principal factor inmunizante. Felix vy col.
prapararon una vacuna a partir de este antfgeno, la cual =2 probd
an humanos, dando como reasultado una pobre proteccién. Con  la
finalidad de congervar el antigenn “Vi", en 1937 Felix (21)
propuso la 1nactivacién de Salmonella con acetona. Landy y  col,
(24,25), demostraron que una vacuna preparada con &, Evpr b
inactivada por acetona inducfa proteccidn significativa superidr'
a la generada por la vacuna preparada con  salmonz2la muerta por
calor v conservada en fenol,

Baio los auspicios de la Organizacidin Mundial de la Zalud

(OMS)  (25.26) g

L

: realizaron en 19560 pruebas de camporen.diversos_
paises para probar la eficacia de  1la vacuna parenteral. La
preparacidn de dos vacunas de & tvohi estuvo a cargo del Comité
de Expertos an Estandarizacioén Biolégica de la OMS, obteni#ndose
una ‘vacuna inactivada por  acetona (vacuna K)  y una wvacuna

inactivada por calor-fanol (vacuna L). Ambas fueron preparadas a

partir de la cepa de Saimonella tvphi Ty2., La vacuna K contirid



protaealdn en oo CHS UL ettt R RTINS Voot b st pos
clflosaelzn e sl h s o Lenad Lo ol cn e e ey g el
R P S SRR AR R RS B I ST TG R S0 Lot ivados paor ool oo e Moopties S b e
bres  palses se producfa vaowns Liotiiioada o tnacbivadt por
acetona.  Hin embargo,  debldo w bos efecbos  golaleralss e
ocasionalban sstas vacunas, s descontinud s uso, excsphe  en
Tallandra, aonde se continua aplicando, como parte de programas
de contreol de fienre titoldea.

Con oeb objeto de  obtensy una mayor proteccidn, asd como
menos  aetectos colaterales, ere Los Alvimos  anos se  han probado
Varlkias vacuaass ovalas o oa parbir de cepas atenuadas  de 5. typhi
(Clydla) y vaounas parentevales preparads: a partir de'antigenulvi

e &. tyophi

L vagdutta  oral Tyvela e byt tve Pror s mubtse 1an O

NLLYOSOENANIUSEINa de unig Capa silvestre de 5. typhi L1 mecanlsmo

2xacto de esta atenuacldn se desconoce . He o sale qioe Lo mutaci&n
an Tyala ineluye: 1) una mutacido galf que cxuss nn blogueo en la
anzima uridin difesfato (UL ) ~-palactosa-d-epimerasa, .dandu Iagar
a una sintesis incompleta del L“S;kuj una nmtacidSn wvia, L4 cual
iﬁplde gque la Dacteria sintetice ol poblosachrido  oapsatar: 3)
mutacliones qus producen an crecimiento Lento: i) nuxtacxunmes ques
30 5T rwquer;mmnto o vmiiuj ¢ lsoleucina, y D)omutaciones que
incapacitan lyZla pava producir Hazs (28). La vacuna e probd 1L
eseolares en Alsjandria, Egipteo y en Bantiago de Chiie, dando Qna
proteocidn  de Wen [ P b respecbiyomente, con o minolmos R AT g

colaterales (29,




b Los Lysus, Kobbins  y  Robbios (o), apayvadas  on Loz

trabagos  de Waelix v ool bl dd o3 ), Praepararon and vaouna oo
parter del oantfgeno capsular vio o Ge han probado dos lotes de o asta
VaCuna, uno heaoho por Los tnshbibutos Naclonales de sSaind (HIH) de
los Wotadas Unldos. Yoobro preparad. por sl oinstituto Merieas, en
Liyeon, Frapola. we avaluaron tanto protecoidn oocons et tos
calateralas tnducidos por dinhos totas, Anmbas vacunas tndugeron
niveles  slgniticatives de anticuecpos ariti-ﬂ)i A 9Un de Los
reeceptores. ba preparacido del NiIH contenfsz v 53 de LES yocaush

cales  oomy sistenliloows;

alpunos wfectos  ocolateralas, tantos Lo
mientbras que La preparvada =n Prancia s6&Llo contenfia un u. o de LES
y no produjo etectos colaterales (31). ksta vacuna se ha praobada:
tambian en Nepal (32) v bud-Africa (337, Resultados preliminareﬁ

en Nepal reportan un  72% de protecaeidn 17 meses después de la

vaocunacidn .

Pactores de Viruleucia‘

Bl proceso pur el cual 8. typhimurium produace dano  an eL
hospedaero s complejo vy poco conacido. Lstudios veienbies
raportan qQue Los genas que  coadirican para factores de virutenﬁia
en s t,&:_ MLOroOrgaiilsmd 5 encuantran <n p l&:-.‘«z:n.ildo;s«:.'.' Hatos YaocLo ,r_"t:_':zs
incluyen, La rosistencia  al suero, que permite &1t:e§wﬁ5 de &,
tynhimur;um. sohrevivie a La  accidon del complemento (34). Fields
y e¢ol. (3b) indentificaron un gen en &. typhimurium, ‘éﬁmﬁiadﬂ 3

la virulencia y a la capacidad de esta bacteria para sobrevivir

dentro de macrdfagos. Demostraron que este gen  tiene uan SIS
24 Py



importante en la resistencla o derensinas  (peptidoys mloprobranos
que Se encuentran en neulrSrilos oy macrdragosy, Lo cual o cAapact ba
A las Lacrarias para sobrevivir dentro de celulas tagociticas.
Alpushe-Aranda vy  col. (4n) recrentemente raportaron, gue =l ogan
pag =5 asenclal para que salmonela pueda sobrevivir dentro de Los
macrdrasos . For medio de  un ensayo de itomunorflucrescencia, estos
adturaes detectaran que S.  typhinurium inlilbe |a fuﬁién f oo soma-
lisosoma, Lo qQue permite a Salmenella sobrevivir y maltigplicarse
dentro del ragoeito, En estudios in vitro con macrdragos marinos
Weinstein y  col.  (37) demostraron que bacterias flageladas
sobreviven dentro de  fagocitos mis tiempo que baclerias  ao
flageladas, lo cual indica que estos organelos protegfan a_las‘
hacterias de musrte itntracelulzy o que facilitaban 50 capacidad
de  muitiplicacidn, por 1o que se hia considersado gque jfos flagelos

constituyen tambien uan factor de virulencia., Reclentemnenbs aohmlt

'y col. 138)  produjeron una cap:s de S, typhinurium virulenta  oa

ks (TR

partir de lLla cepa atenuada ©T39, no flagelada que posefa una
delacidn cromosomal de 3.5 Kb, AL complementar la matacidn oon 1
pliésmido PMH71 que contiens DNA de S. typhimurium, la delecién
revirtid y permitid qQue  la bacteria adguirviera nuevﬁmente* 501
virulencia.
ResiSbencia Natural y Adquirida

Be acepta  que la  salmonaloslis  murina  es uana entermedad 
anfdloga = la fiebre tirfoidea en =1 huamano,  Rste mﬁdelq se ha

utilizado para probar tanto proteccidn conferida por drferentes
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prepatraciones Llonmunizantes, Ccomo para analizarx La respuesta
inmunaoldHgics  1ndacida por  dichag VECIINAS 1 mode o  mis

ampltlamente aceptado as el ratén rntectado  con  su patdgeno

natural Salmonella typhimuriur. A  pesar e e la respuassta

inmunaldyica  en  estiy enlevmedad muring ha sido  objeto  Jde
numarosas @studions, no se ha llegado a un acuerdo con respacto a
la importancia de la  respuesta inmune celular y/o huamorai <n la
protecclidn de animales int-ecoados o vacupados con ason bacuerla.
Algunos grupos  consideran qus Salmonella typhimurium o5 un
parisico intracelular y  que Al Lgunal gque  Mycobacterium
tuberculesis o Brucella (3d,40), la respuesta inmune cslalar es
La  responsable de proteger al hospedero contra‘la infeccién}
Mackanes, Blanden vy Collins (40,41) Han segulido el curso de
infeccionas por Salmeonella on el ravdn, utilizando varias vacunaﬁ'
y nan demnostrado la presencia de bacterias  en homogenados de
higado v de Dbazo despues de Lufeccién intravenoss (1v) con
bacterias virulentas., asf como la capacldad bactericida del.suero
de ratones inmunizados con 5. tryphimurium.  Los autores  han
intormado gue ratones vacunados con 5. typhimurium muernta pob
calor, no muastran proteceidn ante un desaff{o  intravenoss con
bacterias viruleutés; ‘ﬁientras que ratones que subré?i?en a ia‘
inteccidfn  con Salmonella virulenta, g€ Pronagen al. vetao

intravenoso. El suero obtenido de ratones lumunizados no protegid

a ratones normales ante 2l reto por via intravenosa con la

malmonella virulenta, cultivos  de Sangre, fgado v baso,

mostraron qus  los animales eliminaron 1a Salmenella e sangos,

La



Pera o contbralaron el o crscimiaento bactariano oan nieado v obaneo

Tambiaen  invaestigaron las propiedades microbiciadas de macrdtagos

provenleaenves oe ratones inmanlzados v no  inmunlzados. Lo s
macrdragos de ratones  lomundaados con La Salmonella  wviva

destrayeron n  un tiempo  dde 1 minutos un‘BT% de bacterias,
mientras que macrdrapgos de ratones po  lnmunlaaclos e liminaron en
J0 minutos el 57 7% de La Salmonella. FPosteriormente Collins (42)
ha  Lomunizado ratones con 5. enteritidis muerta  por calor, aﬁi
COMD Qo 5. gallinarum viva, utillzandoe - varias vias de
inmunizacidn v retando & Los animalas con S. enterrtidis  viva y
opsonidada. Reporta que el poreentaie de sobrevida en los ratones
vacunados  con  la  bacteria muerta, dependid  de la vial cle
tnmunisacifn, pero eﬁ ninEan caso so elimind  de baaq o higado a
la bactaria usada en el‘desafio. mlientras que ratonas inmunizados
con 8. gallirarum viva mostrvaron ocuitives de  bazo e higado»
negativos.

La participacidn de células ragocfticas en la infecoiﬁn’par
Salmonella se comprobd al mostrar g mauréfagos peritonaalaes
provenientesr de ratones inmunizados con 8. enteritidis viva
inhibfan La multiplicacidn intracelular de la bacteria, en bantg.
aue  macrotfagos de  ratones  inmunizsados c@n baét@riaﬂ S mMuertas
permitieron lLla multiplicacibu de Salmonella.(43). 'M&wréfagos cle
ratones iannizados con S. enpteritidis viva 'transferidoﬁ A
ratones nornales, conservaron swu capacidad.autibacteriana t44i. 

En 1971 Mackaness (46,46 bropuso, que los linfocitds T

imunss reconocfan antf{genos de Listeria monocitogenes y producfan
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lintocinas que activaban a los macréfagos v los  dotaban de una
capacidad bactericida, la cual podfla expresarse contra difereantes
bacterias intracelulares. Fosteriormente tnmunizd ratones con &,
typhimurium, transtivid células  de bazo & ratones normales, y
demos trd Lla presencia de Lrimanidad Jdorigida conLra s.
typh;murium; Los  ratones gue  recibieron  <eélulas  de bazo  sin
linfocitos T no fueron capaces de desarrollar inmunidad.anti—
salmnonella,

Estos trab&Jos apoyan  la tesis de que  la inmunidad celular
Juega un papel mén‘ymportanue gue La itnmunidcdad bamoral  en la
exprasidn de una respuesta antibacterians  efectiva  contra la

infeccidn por Salmonella,

En contraste ocon la  literaturiys anteriormentea citada,

numerosos reportes  demuestran que  la  respuesta  inmune mediada -

por anticuerpos es la reponsable de proteger al individuco contra
qga' intfeccibdn por salmonela v que  las y&cuhas des bacterias
muertas 30N capaces | de inducir irnmuntidad anti~5&lmane11a
efectiva. Jenkin y col. (47) inmunicaron ratones cdn bacterias
inactivadas por calor, inactivadas con acotona, o© con.alcohol.
as{ como con bacterias vivas atenuadas y mostraron qﬁu una sola
inoculacidn de células muertas  por aloohoel o por ametwualera
capaz de inducir una puena protecoeldn al desallar o Loz soimales

con  la bacteria wviva, mientras que ratones inmunizados con

salmonela inactivada por calor, oo mostraron proteccidn. Hersberg

y col. (48) investigaron la proteceiln en ratones inmunizsados con

bacterias muertas por calor y c¢on un extracto obtenido por el
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metodo de deoxicolato o partiv de celulas vivas, ambas  vaounas
administeadas por via wntraperitoneal cLEY, induderon wn LOWE o
protec:idny  en ratones desat tactos  con Jou DLoa por wla (koo A
via intravenosa (LV) . Qroellas y col. (49) administraron por via
intraperitoneal varias dosis de  bacterias muertas por calor, con
intervalo d& siete dias entrs  una y  otra, posteriormente
desatiarcon por via [P & los ratones con 10,000 DLso, y obtuviaron
una buena proteccidn.

Otra evidencia gue apoya la importancia de la respuesta
inmune huamoral en la  infeccidn con 5. typhirurium csta  dada por
al trabajo de Hochadel v col. (50) quienes inmunizaron ratonas an
Ael Cojinets plantar con esta bacteria vy sransfirieron poblaciones
de linfootros B, o Jde  Lifoctitos T de  bazo a ratones normales.
Cuatro df{as después desatiaron por vix ib con 5. typhimurium
viruienté. 4 los ratonss normales encontrando una sobrevida de
21% de lmé animales que recibileron lintocitos T v de  un ©bha en
los  que  recibleron linfoeitos B, 2000 el grﬁpo ke e cibl
lintocites B mostrd &) henooultlieo  nedanioo, sin edliarEe L
bactaorla astavo prasmnté 2n enltives  de higado v bago e este
grupo. Estos resaltados musestran gqua si bren Lio respliosbo hLunozjaL
110 lmgra_elimlnar a4 ba bautéria, 51 Jnegs un papal meurtante )
el conrrol e Lia 111f?acu:iJ5rs en o estadios tenmranss.,

Numsarosos grapos de investigadores han utilizude fracaoiones
de bacterias para induclr una respuesta inmane prouecturn;'entre 
allos Aﬁgerman y «ol. 51 prepararon una  vacuna &  partir de

ribosomas  bacterianos y compararon  su eflcacla con  ila de otras



. R

%véﬁﬁnas claboradas con salmonelas musrtas por acelbona y extractos
cde Lipopolisacirido  bacterianc., Todas las vaounas se prepararon
Son salmonella typhimuriumn y o se adminlstraron avratonea por via
intraperitonszal. Los resultados obtenidos mostraron que  tanto La
vacuna de  bacteritas inaclivaedas con acetona, como la preparada
C O ribosomas, mostraron una protvecaeidon vle Lo v 30%}
raspectivamente, ante un desaffc 1P de 1LOU0 DLso . En contraste,
La preparacidn  con LY mostrd ana proteccidn SLED LT Laat lamen e
menol que Las anteriores.  Postericrmente los mlismos autores (ol

-
1

aobservaron que los  ratones que recibieron 200 gg  de tacterias
inactivadas por acetona por via [P tuvieron mayor praoteceldn que

ratones inmunizados por via intravenosa, al desafiar ambos grupos

con LO0v) Do de  bacterias  vivas. Molinari v col. Y
prepararon unia  vVasuna ribosomal de 8. typhimurium y compfobaron-
su eficacia en ratones. Al comparar la potencia de la preparacidn
ribosomal de 3. typh:i Ty2, o La de una vaauna de referencia de
hacterias muertas por calor vy cdnservada en fenol, encontraran
que el grado de proteccidn inducido por la vacuha ribosomal era
significativamente mayor que el encontrado con la vacuna de
refereqcia (53}.

Kietar y. col. (b4 postularon que el antigeno somatico de
=r5a1mmnella participaba de manera importante  en La protegcién
contra la enlermedad. rara probar s _h.ipria'l:.&.&s,iﬂ GONSLrayeron
bacterias hibridés de £E. coll, que' empreaabau antigeno sombtico
de sSalmonella. Las vadunas de e3tas bact@rlqg, vivaé- 0 Muertaa,'

protegieron a ratones ante un desaffc con una Salmnonella que
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presentaba el mismo ant{genc sombtico utilizado en Lo vacuna, Lin
bacteria viva mostrd, sin embargo, mejor protecceirdn.

kussi vy acol. thh) puritficaron protefnas de membrana externa
da 5. typhirurium  denominadas porinas € lnmuoloarorn ratonss

obteniendo un alto  gradeo de proteccidn  conbra organlsmos

virulentos, Las p

k3

eparaciones  de  porinas contenfan cantidades
pequenas de LFS vy de lipoprotefinas. Dos anos despuss  los mismos
autores  reportaron que porinas  puriticadas  de contaminantes,
perdfan su capacidad de proteccién  (H8). lIsibasi y eol. (57)
inmunizaron ratones por via intraperitoneal c¢on protefnas de
membrana externa (OMPs) de 5. typhi con un contenido aproximado
de 4% de LP. Upa dosis de 30 pg de OMPs confirid proteccidn al
Lou% ante =1 lesatfo intraperitoneal con LOuw0 DLso  de S. typho,
y de un 30% contra desaffo con 500 DLso  de 3. typhinurium,

Dado que unos grupos reportan  proteccidn substancial en
ratones inmunizados con bacterias inactivadas o <con  vacunas

acelulares., mientras gque otros  grupes han mostrado poca o nula

IO

proteceidn  utilizando bacterias Ltniactivadas =n yratones, s

considerd que las contradiccionss acervca de L twmportancra de Ls

-

respuesta inmune humoral o celular en la proteccidn .contra 5.
typhimu(ium, pmdia deberse,  an parte, a  La cepé de rmt&ﬂ“
utilizada. Eiseinstein v col. (hay infuctaron,
intraperitonealmente con S, typhimurium viva, diferentes ceﬁas dé'
ratones y encontraron variaciones en .t grado de sensibillidad a

la infeccidn, evaluada por DLso, La dosis letal media para

ratones C3H/Hed fue mayor que 7 bacterias, para C3HeB/Fed mayor




’

que 2 bacterias, para C3H/HeNCrIBR aque de Looxlod bhacterias, para
Gt/ BIMA de 0 1x10Y pbacterias, para CoaH/HeDubh by bacterias, para
CAH/He'Tex oY bactbevias vy para Ch-1 1x1ud pacterias, Hiseinstein vy
cul. (bY)y  btransfirieron su=ro  inmune Lanlo a0 ratones sensibleﬁ
como A ratones resistentes a la  infecerdon por 5.'typhimur1qm,
anconbrando que s35%Lo Llos ratones resistentes se protepfan ante el
desatfo  con bacterias virulentas., e puede  considerar por Lo
tanto  gue ratones susceplibles a la infeccidn por 5. typhinurium
requieren'tantu de inmunidad humoral como  celular para resolver
La intecceldn, mientras gue  ratones resistentes =solo requnieren de
inmunidad bumoral .

For otro lado, Tagliabuae v sol. (su,bl) encontraron que La
conperacilidn eptre an t Loenersos Y Linrocitos 1, meclLatites  wans
raspussta  de  células  citotdyvicas depwndientg e ANt icuerpos
(ALCO Y, jugaba un  papel importante en  la infeccidn  tifoldice
tanto eun =l humano como en el ratdn. Lu_reapu&ﬁtﬂ e hnmanas
astaba mediada  por  linfocitos CD4# armados  con Lgh (6O
mienbras que =n el ratdn  estaba mediada por células  asesinas

naugraLes (MK) v por mamréfagqa (ol,he,00)., Trabajando conlun
modeto murino infectado con S. typhimuriunm, Tagliabue v col.
observaron que  tanto lLas colulas  de tejido Pinfoide asociado'a
tnbesting (GALTY), como  las de  Grganos iintmides periferieos,
tenfan actividad antibacteriana natural. st actlvidad -
aﬁtibacteriana 5& incrementd al  agregar anticaerpos Contfa 5.

thyphinurium, al cuftive de celulas Lintoides parcticularmente en

células de bawno, en sangre periférica y en  epitelio inlestioal.
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En bazo la actividad antibacteriana se conservd al eliminar
poblacionss de  linfociteos T, vy disminuydéd sigonificativamente al
eliminar La poblacifo de células  asiale GHM1,  con receptor  fo.
Estas células efectaras contra 5. thyphiwurium mostraban alevnas
caracteristicas similares a  las de odlulas asesinas i) (6l).
Tagliabue y col. obtuvieron también celulas de bazo vy  de timo de
ratonas, las cultivaron in vitro vy atilizaron como oslalas blagoo
Shigella x16, opsanlaadas con LeA. Los rasulados  nostrsavon que
los linfocitos murines GALT fueraon capases  de ejercer actividad
antibacteriana natural contra Shigella y ez la IQA Loneromentalya
en forma siepnitficabiva la  actividad anbtibacteriasna cler Lo

linfocitos del  GALT. Heportaran tambidén  que en placas dJde Poysr

i FEy  las  olluluas alectoras posefan el fenotipo Thy L2+,

paraialmente asialo GM-L1, similar al de calulas K (62).  En- lotd
los mismos autores reportaron gque tanto JTgA como Tgu participaban
en L= clbotokicidad celular dependiante de anticuerpos,
aliminande bacterias enﬁeropat&genaﬁ cono 5. typhimurium, 5. tel-
aviv o Shigella X1t. BEnoeontrarvon dos  poblaciones de  celulas
afectoras, macrdragoes vy lintocitos Thy 1,2~ en  bazo. Las cuales
ajercfan ADCC dependieznte de g, mieutras gque en bejildo Lintolde

asociado a i1ntestinoe s54%lo células Lintoides pressntaban gsta

actividad (63,

En el modelo murino se ha reportado que la susceplibilidad a

infecciones por Salmonella esté relacionacds con  la presencia de
varios genes, . entre ellos los - del complejo mayor  de

histocompatibilidad, el Xid y el Ity. PFPlant y col. (64)
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raportaron  la presencia del gen Ity localizado en el cromosoms 1
del rat.dy, representado por  dlos  alelos  susceptible Cltys oy vy
resistente (ltyr ) (6bh), las cuales controlaban @l orscimi-ento
inicial de la salmonela en bazo e hfigado de ralda 166,67,
Ratones homocigotos para el alelo ltys  fueron incapaces  de
controlar la replicacidn de la bacteria, y generalmente morfan en
atapas tempranas de la infeccibn, mientras gque en ratones Ityr»su
sistema reticuloendotelial era capaz de controlar el crscimiento
bacteriano. Tal parece gque Llos macrdragos  Jjuegan un papel
importante en esta etapa de la infeccidn, ya gue se ha repotado
al ftagocito como la célula etectora que expresa el gen Lty (68).
Un defecte en el gen Xid hace a los ratones mas suscaptbibles a
infecordbn  por Salmonella, laog ratones‘ CBA/N tienen an dﬁfguta
inmune tigado al gen X, el cual esti asociado con La ansencia de
una poblacidn de linfocitos B maduros, o al desarrollo tardié les
estas células (6Y). KRecientemente O'FHrien v col. (70) raportaron

que la susceptibilidad a la infeccidn por Salmonella =n ¢l modaelo

murine estaba relacionada con la presencia de ciortos gaenes
detectados en ratones C3H/Hed, los  cuales son altamente

o)

susceptibles a infeccidn por bajas dosis  de S, typbimuriqm
-virulenta.. Lstos ratones son tambien hiporespondedorés a los
efectos  bioldglicos de la endothina, lo cnal -se debe a  La -
expresidn de un alelo designado LEPS4 lo&alizadq 1 ei_cromoswma
4_&@1 ratihan (71). O'Brien y «eol. (72) demostraron-qua el gen gue
regula la susceptibilidad a Salmonella an ratonss C3Hs/Hed y el

alelo LEBd que conferfa hiporeactividad a la endotoxina, eran el
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misno.,

Vias de [nmunizacidn

Numerosos estudios indican que Lla via de ilnmunizacidn puede
ser  un tactor importante para la induccidén de regspuests lnmune =
nivel sacretor o sistemico. Cebra y col. (73) afirman que las
vacunas que contiensen antigenocs “vivos' generan mejor  inmunidad
ean Las superficies mucosas, a diterencia de vacunas cons;LﬁuidaS
por "anti{genos no replicativas’, con excepoidn de  la wvacuna del
chlern. Gollins (741 itomunizd oy desatfid  ratones O B
enterxtrdix por via intravenosa, intraperitoneal y subocutinea y
ancontrd que «i porcentaie de sobrevida en los ratoneﬁ{vacunados
con el organismo muerto variaba considerablemente, dependiendo de
la via de inmunizacidn. Svennerholm v col. (75), inmunizaron
ratones con toxina de cbdlera (1T¢), tanto por via oral como por
via intravenosa y demaostraron gque La inmunizacidn oral,
parenteral o una combinacibn de ambas era capaz  de inducir una
buena proteccidn,  asfi como una estimulacién efectiva  de  la
sintesis de IgA 1intestinal. Encontraron ademis que  en la
estimulacidn de ceélulas inmunocompetentes del intestine, la dosis
de antigeno era mbs importante que La rata de administraci&n; For
otro lado, Pierc y col. (76) determinaron que la  inmunizacidn
parenteral seguida por un desatffo intréintestinaL. e ra  més‘
.efectiva para generar celulas productoras de aﬁtitdxina enei
intestino delgade de ratas, que un  regimen de inmunizacionss

directo al intestino. Stanley y col. (Y7) inmunizaron ratones por
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via subcutbnes ocon toxoide del  olhlera, Tres semanas despaes
retaron  por vian  ileal a los  animales oon toxina  de wodlern,
areontriacio aiveles bajos de Lga on fltufdo intestinal, as{ como
una pabre proteceildn. ksta o supresiéin de la vespuestsa inmane
intestinal lnducida por inmuninauxén sistcemiaa, auglere que la
inmuniracidn sucULinea ZENETH Wx A proteceidn intestinal
deticienta, Keren y col. (783) examinaron el eafecto de la
inmunizacidn  parenteral con Shigella flexneri en la reﬂpueﬁté
inmune intestinal de conejos, y demostraron que la inmunimaoiﬁn
parenteral primaria con la bacteria sin adyuvante inducia una
respuasta local baja de IgA, wmientras que la misma preparacibn
ganaraba  una  respuasta vigorosa de TG en suero. Detectarod
también en los conejos inmanizados parcnteralmente una respuesta
de 1gG local, semejante a la respuesta obtenida en animales
inmunizados por via oral. Al administrarles por via parenteral
dosis subsecuentes de la misma bactaria no lograron sin embargo
producir uﬁn respuaesta de memoria a nivel da mucosa intestinal.

Andrée v cal. (79) inmunizareon ratones Balbrs/e con 4 dosis  de

eritrocitos de caballo (HREC) por via intraglstrica eun di&ﬁ‘

consacutivos, para posteriormente desatfiarlos con HREBC  por via

intraperitoneal, ancontrando una raespuesta inmune serica

disminufda, asf{ como una tolerancia inmuncldgica detectada 1n

vive e Iin vitro. Fierce (80) encontrd gque factores como la  edad.

el ndnero de dosis y el intervalo entre cada dosis, evan
determinantes en la induccién de una respuesta inmunoldgica. A

través de la inmunizacidn de ratas de diferentes edades por



diterentes rutas con  toxina del odlera,  epcontr? gue 1o Loxins
administrada intraduodenalments  sra mas cfechiva pari oernerar

Prea S faled 70 ol Ay o e e RN AR Aaliaypees v Ll DU {smi r.’l;q*.t E R N S

de dosts repetivdag cwvoad une e A ta virgorssa e Aanthobonerpas
capaeciricos  a nivel Qs mueosa, ba cuatr deolind lentamentea, ‘[.,:5{
tovina aplicada intrapevitonealmesntse  Londado una respuesta rapuds
a0 nivel  de muoosa, Lla cual  disminuyd también  ripidanante. El
desatffo intraperitoneal despues de un estimulo  enterico fue mis
etamti?m Que cuando la toxina se adnionlstrd  por via soboutines,
bin embargs, la respussta no o se tndujo o fue muy inﬁwﬁ\fw- ante una
sepunda dosis intrapecvitoneal. For otro ladeo, Dunkley y col. (81)
propuszieron que la via de innmunizacidn dugaba vn papel importante
en la cooperacidn entre  lionfocitos 0y By asnalisaron la
distribucidn de celulas ayudadoras anticenpo-especi{ficas  en GALTV
conducto torfxico vy ndédulos lintéticoes periféricos. encoat rando
que la inmuniaacién divectsa en las placas Fever inducla unige buena
:respuésta de [gA, 1gM e Igu, una respuasta menns intensa eh_NLM'y
una respuasta préeticamente nala en nodulos Linfthticos
periféricos (NLP). A diferencia de Lo anterior, la inmuanlizacién
suboutinea estimul& stenlficativamente unn respnesta de ayada eﬁ
NL P bara todrs  los isobtlpos, con una respusstba baja o auﬁeute eﬁ:'
PPy NLM. Se puede considerar, por Lo tanbo, que la irunurLLzau;iGW1
Local en teiido  mucoso es  una ruba  més etfectiva phra generat
ayuda en GALT, wientras que la inmunizacidn sistémica Zenera
regpuesté preferentemente a nivel ﬁiutémico.

Kl grade de desacusrdo entre los diferentes grupos que
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tvestigan la  participacién cde Lo vespuaesta frnmuns i Goios en La
lnbeco iy oy AL typhimurium, pueds et erse . e wean o omedada, s
que oada o grupoe maaatia dilerentes antigenaos csalmonala viva,
muerta por calaor, Ao tonsn, ateotol, Fracrionas eolularas 2omo
porinas, ribosomas, antbi{seno W', entre vtros), diferentes vias de
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Con  base en  lo antes mencionado, s& disefld un estudio  de
respdesta inmune utilizando una cepa de ratbébn y su  patdgeno
natural 5. typhimurium, manejando diferantes variables: via de
inmunizacidén (ilutruaglstrica y parentersl), antigenos (ssalmonela
viva v  salmonela muerta), asf como diterentes esquamas de

inmunizacidn, lo cual puadiera dar an mejor entendimiento de la

respuesta inmunolbdgica del ratdn rrente a esce patdgena,



HILPOTS IS

La inmunizacidn intraglstrica con S. typhimpurium vivi &3
capaz de inducir una respuesta inmunoldgica superior, tanto a
nivel local c¢omo sistémico, y una mejor protecceidn snte un

desatf{o con 8. typhimurium viprulenta.

"OBJETIVO
L) kstudiar el efocto de diferentes esquemas de inmunizacidn

con &, typhimurium, sobre la respuests lnmane  intestinal oy

J

sistemica, asf como la proteceildn Jdo estos esquemas oonbra

dezaffo con bacterias administradas pov via oral. 2) Determinar

da &

Lo

la  correlacidn entre proteccidbn y respuesta inmine gener

nival local y/0 sistémico, posterior a inmunizacidn por via oral

o pareunteral con 5. typhimuriun,
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MATERIAL Y METODOS

Animales
e utilizaron  ratones hembras de  Lla cepa Balb/c de v a 3
semanas, proveanlentes de una colonia mantenida en el bioterio de

la Facultad de Medicina. Los animales se mantuvieron ean cajas de

plastico con astilla , agua esteril v purina at libitum,

Microorganismos empleados

He utilizaron dos cepas de Salmonella typhimurium serogrupo

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

Infantil de México, 5.5. y donadas por =1 Dr. Leoncio Filloy. Se

probbéd su  virnlencia en vatones Balb/o, aplicando por via

intraglstrica, diluciones crecientes por arriba de 102 bacterias

en U.1 ml de solucidn salina isotdnica (851). Be denomind Fl a la

cepa de 5. typhinmurium gue permitid que sobrevivieran siete de

dier ratones infectados con 1x1lUl2 bacterias. Dosis entre 107 y
108 se seleccionaron como dosis inmunizantes debido a @ su
capacidad de inducir una bdena respuesta inmunoldgica y no causar
dano en el animal. La otra cepa de 5. typhimurium virulents para
el ratén DLso 2.6x10%, se le denomind FB. Bsta Salmoneila
resistente a la ampicilina se obtuvoe por conjugacibdn de 1&5 cépaﬁ
de Escherichia coli JM 1452-PC4L52 y F3 de &. typhimnurium. El
plésmido no moditicd la virulencia de 5. typhimurium.

Para determinar la DLso, se formaron grupos de diez ratones

cada uno, distribufdos de acuerdo a su peso, administréndoles por



via intragéstrica diferentes dosis de &S. typhimurium  viva, Se
obzervéron durante 30 dfas posteriores a la  infeccidn., He
registrd el nmero de ratones maertos de cada grapo, y ae las
extrajo higado y bazo, sembrando posteriormente en agar soya
tripticaseina adicionade con H0 mg de ampicilina.  La DLso se
determind por el método de RKeed y Muench (sa).

Las cepas de Salmeonella F1 y 3 se caracterisgaron  por

metodos bioquimicos y serolfgicos (4).

-

Antes de iniciar 1 estudio sa descartd la  presencia de
Salmonella typhinurium en heces de lLos ratones normales por medio

e CmprDGUltiVOSv(4)-

Inmunizacidn
Fara Jlos ensavos de vacunacidn 5@ formaron  grapos de 10

ratones de B8 a § semanas, los «cuales se  inmunizaron con 3.

Lher

typhimurtum Bl administrando ¢, 3 6 4 dosis de la baoteria con un
intervalo oo una semana, Los anihales ge lnnunicaron por via arail
o parenteral. utro grupo se inmuanizd o via oral con 3 odosis de
Salmornella administrada en dias consecutivos. De incluyd un grﬁpo
control sin inmunizar.

Inmanizacidn oral: e réalizé administrandoe . typhimurium
-(Fl) viva por via intraglstrica mediante cénﬁla de.plﬁstico.'ba_'
dosis utilizada tne de 1x107 *bacterias en 1.1 ml de bl |

La Salmonella 3e culbivéd  indcialmente @n agar SOys

tripticasefna a 37°C 1B horas (Bioxon de México). Be tomd una

colonia para sembrarla en 10 ml de caldo soya tripticasefna
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(Bioxon de Meéxica), el cual se incubd durante 18 horas a 37°¢. De
astae cultivo s sembraron 0.5 ml en 50 ml del mismo medio y se
incuhd con agitacidSn a 150 rpm a 37°C por 3 horas.

Las bacterias se cosecharon por centrifugacidén durante 30
min a 600 x 2 a 4°C. El paquete bacteriano'se resuspendid en SS1
y se ajustd x 1xlud célulasy/ml, @ una densided &ptica de HAU nm
en  un  especbtrofotdmetro Carl Zdeiss  PQ-M1)l. Esta dilucidn Se
contirms por anltivo en agar de soya tripticasefns.

[ 4

[nmunicacidn parenteral: 8e  realizd mediante inocuiacidn de
Salmonella typhinurium (F1) maerta por calor (eguivalente a 1x107
bacterias/0.05% ml de 8981) en el cojinete plantar del ratén.

La cepa Fl1 de  Salmonella se cultivd y procesédh de la misma
manera que para la inmunicacidn oral, 2516 que en este caso  la
bacteria se inactivé por calor himedo a 121°C durante 20 minutos.

-

be comprobd su esterilidad sembrando por duplicade en ART.

Estudio de Proteccidn

e utilizaron animales inmunizados  como sa describid
previamente, después de un lapso de £ o 18 szsemanas de aplicarSQH
la Gltima dosis  de tnmanizacidn.,  Para estos  estudios las
bacterias se cultivaroﬁ vy procesaron de lLa forma va descrita para
obtenerrla vacuna oral; La dosis de reto fue.d@ 150 DLso de 3;
'typhimurium '3 viva, resuapendida.en U.1 ml d&'ﬁﬁl administrada
por via intrag&strica. Los animaLés se observaron durante 30 dié5
posteriores al desaftffo, se registrd diariamente el namero  de

animales muertos, de los cuales se extrajeron higado, bazo, vy se
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hicieron cultivos en  agar soya tripticasaina, asi como en  agar

soya tripticasef{ns adicionado con S0 mg de amploeitiina.

Obltencion de Antipgenos

Antigeno de Salmonella typhimurium B completal j.a bacterla
se arecid como se desaribid para la iomunizacidn parenteral; se
resuspendid =n H ml de amortiguador de cavbonatos 0.6 M, pH 4.5,
y  posterioments se  ajustd A una concentracidébn o ode  2x108
bacterias/ml. De esta suspensidn se colocaron 0.05 ml por poso de
tiras de microtitulacidn (Irmmmolon L1, Dinatech Laborsatories
lnc. Alexandria VA, UwvA).

Antigano Protéico de Salmonella typhimurium: Este antligeno
se  obtuvo mediante el método de Tate » ccl. (H3). He sembrd una
colonia de &. typhimurium en 10 ml de Co6, vy se incubd 18 horas a
37%C. Se transtirid 1 ml de este cultivo a un matras que cantenia
300 ml del mismo caldo y se incubd nuevamente durante 18 horas a
37°C. De este cultivo 5€ sembraron g Jlitros de OBT,
distribuyéndose 100 ml de cultivo por cada dos litros de medio,
antes de incubarse 3 horas a 37°C con agitacidn a 150 rpm.

Se cosechd el paquete celular por céntrifugacién a 7,000 x g
a  4°C durante Z0 minutos. Las bacterias se resuspendieron en SSI
estéril v se centrifugaron nuevamente. El paquete bacteriano se
?esuspendié an 30 ml de acetona frla (P?eviamente deshidratéda_
con cloruro de calcio anhidro) manteniéndosé an agitacidn a 50
rpm durante 10 min. La Suspensién' bacteriana se centrlﬁugé

nuevamente en las mismas condiciones descritas. oe desechd el



sobrenadante y se le agregd al sedimento el milsmo  volumen de.
acetona dascrito. Este paso se repitid dos veces., Ki sedimenho se
pasd  a una caja de Petri se dispersd y se dejo secar darante 24
horas a 4°¢, posteriormente se guardd en un desecador.

Al  producto asf obtenido se le denomind polvo acetdHnica
(L3 ). Fara su uso el total del polvo acetdunico se disolvid en 30
ml de solucién asmortigeadora de  fostateos 001 M, pH 7.2,

conteniendo cloruro de magnesio 0.012 M, sacarosa U.Z5 M,

desoxicolate de sodio U.4%, olorureo de potasio .1 M y

desoxirribonucleaasa [ (Si1gma Chemical st. Lquis Ma ), (20 Ug
por mi) ¥ se incubd con agitacidn a 37°¢ durante | hora en haﬁo
Marfa. Posteriormente se dializd duvante 5 dfas contra una
sglucién amortiguadora de fosfatos 0. 01 M a pH de 7.4, COn
cambios cada 1 horas.

El material dializado se centrifugd a 14,000 x g a 4°C
durante lb min, se esterilizd el sobrengdant& por filtracién con
una membrana de 0.22 pm y se determind la concentracidn de

proteinas por el metodo de Lowry (83) guardandose an congelacidn

a -20%C hasta su uso.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida-5D5

Sa realizd un corrimiento electroforético para el antigeno
protéico de 5. typhimurium B, gegﬁﬁ Il becnica de Laemmli t_‘d4)7
e utilizd un  gel concentrador al 3.9%, v un gel separador al
11%, ambos se polimerizaron c¢on persulfato de.amonio v TEMED

(todos los reactivos utilizados fueron de Bio-Rad Lab.). Las

&N
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muestras de antigenocs se resuspendiceron volyzvol en una moescola de
Tris-Hol v.oob M pH 6.5, BLS al lod, glicerocl al 104, firfa ool
meg metoaptoatansl ol 1% v asul  de bromufenbt; La coneentracidn
de  antigens the  de 800 gesoareil, De abllizaron  marvoadores; Jé
paesos moleculares  altos (Pharmacira AR Uppsala, owedsnt, Los
cualex e resuspaendieron yooubliizaren de acaerds a0 LuE

eEpzc Ll beaciones del produacvor, Bl gel contentoendo las muestras

oo b ant oo v e Los maro o e pepdas Mo lecalaores mee Lo
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ELechoLransferencia y Preparacion del Antigeno Particalado

Una vez separados por electroforesis los antigenos 3egﬁn.@i
metodo  ya descerito, se  procedid a transrerir las  protefnas a
nitrocelutlosa de U.45 pm, salin él mestodo de Towbin (obhg,

Al tevminoe de Lla transferencia, 5 Lind La nitroceluloss de
manara raversible con _amidu negro  al O ullh y o Adcido aceticd Al
0.5%. (BiU"Rad Richmond Caiitf, UsA)y . ﬁe‘identificaron y'cortaron
3 fraceciones con  pesos moleculares de 68, 53y 4h kia, las
cuales, <n un estudio previo 1846) habfan inducido una respussta
proliferativa an animaleﬁ inmuniﬁ:dos COI S, typhimurium por vwis
Drél. l,as fraccionas se lavaron exhausti#amant@ con agua vy PHa

.ol M, ph vV.4 sepdn ls  tvteconica  Jde Lamb ooy ool (370 oy me

colovaron en viales de vidrio  a los que se Les agregaron  oho plo

4
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de dimetil sulfdxido (DMS0) (Higma Chemical Co. ) por cada 20 mms
de papel. La preparacidn se incubd 60U min a temperatura ambiente
para asegurar la disolucidn completa del papel vy su esterilidad,
Transcurido este tlempo se procedid a precipitar el papel
disuelto, agregando a cada vial un volumen igual al utilizado de

DM0O, de solucidn amortiguadora  de carbonatos 0.05M, pH 9.86.

Bl
precipitado obtenido se transf{irid a tubos Eppendort y aze

centrifugd a 8,000 x g durante 3 min; <l botdn obtenido se lLavd
tres veces con RPMI-1640 (Gibco CO.), se resuspendid en <l mizsmo
medico (1 ml de medio por cada 260 gl de DMSO o solucidn

amortiguadora utilizada) y se almacend hzasta su uso a -20°0,

Determinacidon de Pesos Moleculares

La determinaciédn de pesos moleculares, se realisd mediante
el metodo de Weber y Osborn (88). En base a marcadores de peso.
molecular conocido, se calculé la distancia de migracidn de cada
banda entre la distancia total de migracidm (Rf), posteriormaente
se gratficd el logaritmo del peﬂb .molecuiar vy RY, &l wvalor del

antilogaritmo determind el peso molecular de cada fracceildn (89).

Ohtqncién de Suero y Fluido Intestinal

Transcurridas 2 y 18 semanas posteriores a ‘la Gltima
inoculacidn se obtuvieron suero y fluidm_intestinal de cada lote
de ratones, tanto inmunizados como controles. Los animales se
sangraron_bajo aneétesia con éber, por 'puncién retroorbiﬁal. Se

separd por centritugacidn el suero del paquete celular y se



gnardd en congelacidn a ~20°C. A estos ratones se les extrajo el

intestino delgado y se  lavd con 1 ml de solucibn balanceada de

tfostatos (PES) pH 7.2, Las muestras se procesaron segin ¢l método
de Elson vy col. fBU) con  alpunas modificaciones. El flufdo
inﬁestinal se centrifugd a 6800 x g,/ 90 min a 4°C. el sobrenadante
se pasd  a otro tube y se le agregd 0.1 ml de sclucidn inhibidora
da  tripsina (Sigma, Chemical Company ©t. Louils Mo. UsA) (1
mg/ml). ¢.0L ml de sal sddica del acido etilendiaminotetracétiéo
(EDTA) 50 mM (Sigma Chemical Co.) y 0.01 ml de
tfenitmetilsulfonilfluoruro (PMSE) 100 mM  (Sigma), disuelto en
atanol al 90%. Be centrifugd nuevamente, y se decantd el
sobrenadante agregindose 0.01 ml de PMSF. Todo este procedimiento
52 realizd a 4°0. Las  preparaciones cobtenidas se  colocaron a
temperatura ambiente y se les agregsd albimina sérica  bovina

( BSA (Sigma) a una concentracidn final de 0.b%, después de 15

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

Ensayo Inmunoenzimatico (KLISA)

b empled una nmodificacién de la téanica descrlta por Ort13
y col. (891). Para la prueba Se recubrisron los pozos de las tiras
de microtitulacidn (Immunolon 11, Dynatech Laboratorvies Inc.
Alexandria VA,U5A), con 0.05 ml de amortiguador de_carbonatos

0.05 M pH 9.6, conteniendo 30 pgg/ml de antigeno protéico o el

"aquivalente a 1x108 unidades formadoras de colonias/ml de
bacterias muertas por calor. Las tiras se colocaron durante 24

horas en un desecador con vacfo a temperatura ambiente. Al
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momento de usarse Jlas placas se rehidrataron con una solucidn
balanaeada de fostatos (PBv) .02 M, pH 7.2, conteniendo 0.b% de
Tween 2 (Sigma) v 0.5% de BbhA (bigma), se lavaron dos veces con

PBS + Tween 20. Posteriormente se anadid una  solueidn cle PES O+

1

BsA  al 3%, v se incubaron toda la noche a 4°C, con &l fin de
blogquear los sitios no cubiertos con antigeno. Las tiras se

Lavaron y se les agregd 0,05 ml de la dilucidbn  adecnada de suero

o de flufdo intestinal sin diluir por pozo, so incubaron durante
una hora a temperatura ambiente. Después se lavaron y se les

agregd 0,05 ml de anticunerpos peroxidados (Cappel, Malven, PA,

USA) por pozo dirigidos contra la fraccidn Fc de la Igu, IgA e

IeM de ratdn. Las tiras se incubaron nweevamente durante ana hora

a temperatura ambiente, se lavaron y se les agregbd como sustrato

V.05 ml de una solucidn gue contenfia 10 ml de amortiguador de

citratos 0.1 M, pH 4.5 mls 10 mg de_omfenilendiamina (Sigma) v
U.004 ml de una solucidn al 30%-de perdrido dé hidrdgeno. La
reaccibn se blogued 5 min después con 0.2 ml deguna solucidn 1 M
de &cido sulf&fico e inmediatamente despnés se  registraron las
‘l@éturas en un lector de ELISA minireader 1l (Dynatech) a una
densidad éptica de 490nm. Todas las incubaciones se hicieron en
agitacién a 40 rpm en un &gitador American Botor M-4140.

Para determinar las dilucionas &ptimas del suero de los

~animales que se utilizaron en el ELISA, se realizdé un estudio

previo utilizando muestras de animales inmunizados. BSe hicieron

[

dilucionss seriadas del suero y se graficd el inverso de la

dilucidn contra los valores de absorvancia para cada muestra, Se



escogieron diluciones que correspondfan a la parte lineal de la
curva L:50 para anticuerpos lIgh e [gM y 1:1000 para [gG.

Los resultados se  eoxpresaron  como el  promedio  de  las
lecturas de DU, en los Hrupos experimentales x el error estiodar.
Al promedio de cada grupo experimental se Lo restd previamente el

valor del promedio mls una deaviacidin esthndar del gropo control,

Aislamiento de Células
L. Células de Placas de Peyver. - Se extrajo el intestino de
ratones sacrificados por dislocacidn cervical y se colooed en ana

caja de Petri estéril conteniendo 10 ml de solucidn balanceada de

salas (HR3)  adicionada con estreptomicina  L00 pg/ml, penicilina:

P

o usml. dentamicina H0 pg/ml oy HEPES 5 mM, pH 7.4, tenlendo
cuidade de mantener los  extremos sujetos a  pinsas hemostaticas
fuera de la caja. Las placas de Peyer se disecaron y disgregaron

con  dos  aguias hipodermicas estériles en SBS. La suspansidn

calular se colocd en un  tubo con fondo  ¢dnico esteril (Costar

Cambridge MA, USA), el cual se mantuvo en bano de hielo durante
15 min con el objeto de dejar sedimentar los restos tisulares de
las placas. £1 sobrenadante se centritugd a ZU0 x g/L0 min A 4°

y se lavé dos veces con SBD oen  las  mismasg condicionas, LAas

cédlulas se resuspendieron en 3 ml RPMI-1640 (Gibeo, Grand lsland,

USA) vy se determind el nimero de células viables por el meétodo de

exclusidn con azal tripano.

-

o Células de Nbdulos LinfAticos Mesentéricos. - Los
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nbddulos mesentéricos  se liberaron de vasos sanguineos, grasa y
serosa peritoneal, se disgregaron con foreceps de diseccidn sobe
una malla de acero inoxidable, en una caja de Petri con - uBS a
4°C. La suspensién de células se ipncubd durante 10 min o 4°C y B
cantrifugd a 200 x g/10 wmin a 4°C. El botdn celular se Lavh dos
veces con SBS y se resuspendid en bH ml RFMI-1640,

3. Celulas de Bazo.- Sa extrajo el baro y se colocd en una
caja de Petri con L0 ml de 5BS, con esta solucibn se infiltrd el
bazo para obtener una suspansidn de células linfoides. La
suspensidén se procesd en lag mismas condiciones a lags desaritas

para las células de placas de Peyer y nbdulos linté&ticos.

Transformacidn Blastolde

S3e¢ ubtilizaron animales inmunizados con 4 dosis de 8.

typhimurium administradas por via oral o parenteral y animales

4

controles. e Macrificaroh 2y 18 semanas después de la Gltima
inmunizacibn, obteniéndose célulés de bazo, nodulos linféticos
mesentéricos vy  placas de Feyer. Las células s& suspendieron en
REMI-1640 adicionado con 1% de piruvato de sodio 1JU mb, 1% de

aminclcidos no esenciales, 0.%% de amino&cidos esenciaieﬁ, L%ﬁde-
L-glutamina 200 mM, 1% de penicilina-estreptomicina, gengémicina
50 pg/ml, 10% de suefo tfetal bovino y l% de hepes 2L mM. Paré los
cultivos con células de placas de Feyer y nddulos linféticos
mesentéri@Oé S5 agregé al RPMI Z-mercaptoetancl b0 pM (tmdosAlos
reactivos anteriores tueron Gibco). Las células se distribﬂyeroh

an una caja de cultivo de 96 pozos (Costar) a una concentracibdn

Lo
[N



de 2.5x105 células en 0.2 ml de medio, a cada pozo se le agregh
20 il de la suspensibdn de antigeno fraccionado o los mitégenos
Concanaval ina A (ConA) (& pe/ml), (Sigma), o lipopolisaclrido de
E. colld (100 pge/ml), (Digma). Las pruebas ge hicieron por
triplicado.

Los cultivos celulares se incubaron a 37°C con &% de CO2 en
atmdésfera himeda (CO2 Incubator, Napco Co.) por treﬁ dfas en e
caso de los mitdgenos o por siete dfas en el caso de los
antigenos. Cuando se estimularon con antigeno, los cultivos
permanacieron los primeros tres dfas con una inclinacidn de 45°
(para facilitar el contacto celular con el antf{geno) y los otros
cuabro Jdfas en forma horizontal. Durantse las ﬁltimas 16 horas 3a
.aﬁadié Al cnltive 001 pll e 2H-Timidaino (HEN FResesrch breod.o o por
pumo. s cosecharon los  ocuitivos (Ceid Harvester Brandel) en
filtros e ribra de vidrio (Whatman, 934-AH) v se midid la
incorporacidn de 3H~Timidina e viales con Liguido de Qentellép.
en un contador PLD TRI;CARB (Fackard LInstrumaents CQ.). Los
éxperimentos se realizaron en tres ocasionss con una mescla de

céelulas de cinco ratones.



Determinacidon de Antigenos de Superficie en Células Linfoides
Mediante la Técnica de Inmunoperoxidasa

La caracterizacidn de linfocitos con inmunoglobulinas de
suparficie del isotipo 1ga, 1gh < [gM, se llevd a cabo por medlo
de anticusrpos de conejo  anti-ratdn peroxidados‘ (Cappel)
dirigidos ¢ontra la cadena pesada de estas inmunoglobulinas. Para
la itdentificacidn de linfocitos T se ntilizacon antionerpos anti-
Lytlz.ﬂ y  L3Td de rata anti-ratdn biotinilados (FharMingen, Eén
Diego, CA, USA).

Se obtuvieron células de bazo, placas de Peyer y nddulus
Linf&aticos mesentéricos en la forma antes mencionada, se
resuspendieron a una concentracidn de Hx1086 células/ml y de cada
suspensidn celular, se depositaron sobre  un portaobjetds Lres

scary a temperatura

Y]

muestras de 30 pgl  cada una, se dejaron
ambiente, se fijaron con formalina al 4% y se guardaron a -20°C
hasta su uso,

Para detectar los antigenos de superficie de las poblaclones
de linfocitos, se utilizd el meétodo de la inmunoperoxidasa tBZ);
con algunas modificaciones; Las laminillas se dejaron a
temperatura ambiente durante aproximadamente 156 min y después s
lavaron <con FPB3. Para  remover la peroxidasa enddgena  133

laminillas se sumergieron en una solucidn de metanol-perdbxido de
hidrbSgeno (87 y 3 ml respectivamente), durante 45 min, y Se
Lavaron 4 vacas O PBS. Para La identificacidn dea

inmunoglobulinas de superficie, las laminillas se incubaron con

anticuerpos peroxidados (anti-Ilgd, anti-IgM y anti-IgA) durante
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40 minutos @l cAmara hiimeda & Cempaeratra ambiente,
postericormente se lavaron con PBS vy se incubaron durante 1b min
en  clmara hameda &  tempervatura ambiente  con  una solacidn  de
diaminobenzidina (3,3 4,4’ -Tatraaminobiotenil ) (Sigma), 0.5
mg/ml en Tris-Hel O.0&8M, pH 7.6 con H202 (Z2mg/ml de solucidn)
(Merck~-México, w.A.), se lavaron con PBS y se contrastaron 5 min

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

se decoloraron 30 seg, con alcohol acido (100 ml de etanol al 7T0%

mds L ml de &cido elorhfdrico concentrado), se lavaron con agua

corriente y se colocaron 2 min en una solucidn de carbonato de
Litio al 1%. we lavaron con agua corriente, y se deshidrataron 2
min colocando las laminillas en cada uno de los siguientes
reactiveos: etanol al 704, 90%, 96%, etansl absoluto, etanol-xilol
CBO%-50%, y en xilol 4 min. Fosteriormentse se incluyeron en resina"

sintética (LBigma). Las laminillas se observaron por microscopia

Hptica, contando 200 celulas poy preparvacion. S AL A, La
identitficacibn de linfoeitos T se sigutd el procedimiento
anterior, pero despusés de incubar 2 On los anticuerpos

biotinilados se incubd con avidina peroxidasa (Zimed California
USA) a una concentracidn de 80 pg/ml. Se lavaron con FBS antas de
agrégar el sustrato (Diaminobencidina*agua'oxigenada) durante 30
min; posteriormente las laminillas se procesaron COMo Se

describidé anteriomente.



Analisis Kstadistico

Para comparar los niveles de anticuerpns entre los
diferentes grupos, as{ como para los estudios de transtormacidn
blastoide se utiliad Ja prueba de Fisher (88) para determinar la
homogeneidad de las varianzas entre los grupos. Para estimar la
sipgnificancia de la diferencia entre las medias, se aplicd la
prueba de t de Student, cuando las varianzas fueron homogeneas y
la U de Mann Whitney, cuando las varlanzas no fueron homnogeneas.
Fara comparar los valores obtenidos en los estudios de marcadores

y

de superticie se utilizd la prueba de ji-cuadrada.

(%)
o0




RESULTADOS

Las cepas de Salmonella 1y F3 dilieron las reacclones
bioquimica:s tipicas de la mgpacle typhirurium., ®l1  pertil
antigénico fue: W4,12: 1i:1,Y. La cepa FI conservd su capacidad de
cfecer an AST con ampicilina a una concentracidn de 50 ma/ml.

El cultivo de heces en los ratones normales, reportd
ausencia de &. typhimurium, asl como un predominio de Escherichia
coll., vy la presencia en menor proporcidn de otras enterobacterias
como  Pseudomonas aeruginoza, Proteus wvulgaris, Proteus mirabilis
y Citraobacter, entre otros.

La dosis letal media de S. typhimurium F3 fue de  2.6x103

(Tabla 1). He aisld la cepa B3 de 8. typhimurium de conltivos de

bazo e higadoe de los ratones musrtos.

Estudio de proteccion

Los diferentes grupos de ratones inmunizados con Salmonella
F1 se desafiaron por via ig con 150 DLso de la cepa V3 des 5.
typhimurium 2 vy 18 semanas posteriores a la dltima dosis dé
inmunizacidn, y se observaron durante un ‘l:pso de 30 dias
posteriores al reto. De los ratones muertos sé aislé'la cepa Fa '”“;
de S. typhimuriunm,

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

observar que el mavor porcentaje de sobrevida se presentd en los

(£}

animales que recibieron la Salmonella por via oral, tante a la

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



Tabla 1

DL, de Salmonella typhimurium cepa F3 en ratones Balb/c

)%

T VALORES ACUMULADOS _
CANTIDAD RELACIONV No. DE SOBREVI- TOTAL TOTAL RELACION DE “ DE
107 10710 10 0 40 s, 40/40 100
106 10710 10 0 3C 0 3G/30 106
105. 10/10 10 o 20 5 33/20 xstv
Tohd 4710 4 6 +0 & 10718 g 2
10° 4710 4 6 8 12 6/18 33
102 2/10 2 8 2 20 2/22 g
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Figura 1. Porciento de sobrevida en ratones Balb/c desafiados con 150 DL, de la cepa
F3 de S. typhimurium 2 y 18 semanas posteriores & la Gltima inmunizacién



en dias consecutivos, mostrd un porcentaje de sobrevida o las 2
semanas H0% menor gque el grupo inmunizado semanalments, mientras

que a las 1§ semanas se comportd ignal gne el grupo control.

Respuesta de anticucerpos a las dos semanas

ba tabla 2 presenta los  valores de anticuerpos sevicos de
ratones inmunizados por via oral ¢ parenteral con 5. typhimuriun,
detectados por ELISA dos semanas posteriores a la Altima
inmunizacidn. e observa gque los niveles de anticuerpos dw‘mlase
IgG, IgA e IgM, estuvieron relacionados con el nGmero de dosis
recibidas. Existe en general, una relacifén directa entre rmero
des ddsis de salmonela y el nivel de anticuerpos.

Respacto a la via de inmuniszacidn, los valores de

anticuerpos [gG fueron similares en los grupos inmunizados con 2
b5 3 dosi& por via oral y por via parenteral. En los grupos que
recibieron 4 dosis, los valores de anticuerpos IgG fueron
significativamente mis elevados en el grupo inmunizado  por via
parentaral (p£L0.08)., Todos lLlos grupos inmunizadds por via oral
tuvieron valores de anticuerpos IgM Mayores que los inmunizados
por via parenteral (p<0.05). Sé&lamente el grupo inmunizado con
dos dosis orales tuvo niveles de I[gA significativamente mayores'
que al grupo parenteral (bﬁO.US).

En el = contenido  intestinal (Tabla 33 se  observd que los
nivéles de anticuerpns estuvieron més elevados en  ratones Qe

recibieron 5. typhIimurium por via oral. LKl anflisis estadistico

reportd difersncias significativaﬂ (psU.0b), 56lo en el grupo que
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reacibld 4 dosia parca TaG, oy oo Los @rupos ane recitlecon woy 3
dosis  pavs Lo oA = g A oaste tliempe Loo valoraes  de Lag en
fiafdo ilntestinat fweron mbs altos en ratones tomunisados por via

oral, y sn general superiorves a lLos valores de [gA.

Respuesta de anticuerpos a las 18 semanas
La tabla 2 muestra los wvalores de anticuerpos séricos de

ratones inmunizados por via oral o parenteral con 5. typhimuriun

diecivcho semanas  después de Lla Gitima  inmunizacibn. e observa

que los diferentes grupos de ratones presantan las tres clases de
anticuerpos en suero. Los valores de IgG, IgA e LlgM, fueron
significativamente superiores oen animales gue se inmunizaron . por
via oral respacto a los inmunizados por via parenteral (pgu.00b).

ElL anticuerpo predominante en susro fue del i1sotipo Igh. Se pudo

observar que en todos los grupos de ratones los valores de

anticuerpos se encontraron en relacidn ﬂirecta con el  nmero de
dosis racibidas.

En @l flufdo intestinal (Tabla ) los valores de anﬁicuerpps
IghAh ¢ TgM se encontraron significativamente méas eleyados (p50.05)

en ratonas inmunizados por via oral con 2 & 3 dosis. Sin embargo

en lLos grupos inmunizados con 4 dosis los niveles de anticuerpos

para  los Jd  ilsotipos fueron similares para los  animales
inmunizados por via woral o parenteral. kEn contraste a lo

observado a las 2 semanas, en este caso el isobtipo predominante

en los grupos inmunizados por via oral fue igA.
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- Tabla 2. Anticuerpos séricos conira S. typhimurium producidos por ratones
Balb/c 2 v 18 semanas posteriores a la dltima inmunizacion

DOS SEMANAS

DIECIOCHD SEMANA

No. de Via de igG” IgA ™ g’ IgG~ IgA ™ lgM ™
\ dit. -
inm, frm. suarp 111000 1:580 1:50 111000 130 S0
2 oral 0.440 * 0.023 0.055 ¥ 0.0083 O0.088 = 0.003 0.261 F 0.012 .00 0.0568 = 0.00S5
paren-i{ 0.410 % ©.Q08 0.010 * 0.0088 0.018 * 0.003 4 0.184 * ©.0232 8 .00 0.021 * 0005 3
tarai
3 aral 0.487 * 0.025 0.045 *+0.003 0©.10C + 0.Q01 1.485 * 0.024 0.C38 + C.0i7 G117 T o.ozc
caren-1 ©.520 * 0.035 0.035 * 0.005 0.050 * 0.029 0.571 + 0.028 g .60 2077 2 0.001 7
taral
4 aral 0.510 * 0.017 0.140 + 0.029 ©.i192 &+ 0.017 1.2682 * £0.082 ©.153 * 0.003 ©.185 + 0.011
paren-{ 0.88C * 0.0088% 0.108 *+ 000§ 0.143 = c.oc2” 0.8268 * 0 0G81& g.o70 * 0.00B8 0145 I 0.012
taral
Los valores ragpresentan sl promedio de las lecturas de anticuerpos a8 unag DO de 480 nm + &l
grror estandar de treg axperimentos :
caior.

Detectados por et método de ELISA, usando por antigeno S typhimurivm F1ingctivada por

O vs P

p< G.CE por t

ds Studant

O vs P 'p< C.05 por U ds Mann Withnay

e e T, e A ks 5
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Tabla 3. Anticuerpos intestinales contra S. tvphimurium producidos por ratones
Balb/c 2 v 18 semanas posteriores a la ultima inmunizacion

DOS SEMANAS DIECIOCHO SEMANAS
No. de Via de IgG”~ igA ™ igM 7~ igG” IgA” lgM ™
tnm. Inm.

2 oral 0.178 * £.085 0.085 % 0.028 0.080 = 0.017 ©.185 % 0.018 ©.200 # G.014 0020 * 0.0CE
paren-| ©0.153 * 0.029 0.008 * 0.008 0.00 7 0.133 * 0.031 0.122 * 0.016 & c.oo
teral

3 aral 0.297 * 0.054 0.844 *0.022 0.0868 * 0.011 0.200 * 0.038 0.480C + 0.G48  0.077 = 0.010

paren-| ©.281 % 0.027 0.184 *C.042 & €.035 % 0.010 3 0.136 + 0.038% 0.132 * 00183 00322 I 0.004 3
tarai '

4 oral C.548 £ 0.052 0.229 + 0.031 0.085 : 0.001 0180 * £.020 C.485 * C.038 0.089 + ©.012
paren-| ©.310 * ¢g.0358 0.178 F 0.034 g.oee X 0.003 ©.2¢00 * C.C3E 0480 * 0014 C.088 I Q. 024
teral

Los valores representan e! promedio de las lacturas de anticuaerpos a ung 0O de 480 nm &t &l
arror gstendar de ires experimentos

* Detectedos por sl método de ELISA, usando por antigeno S typhimurium F1 inactiveds por cslor.
& Cvs P p<0.05 por t de Student

~ O vs P p<0.05 por U dse Mann Withnay



Comparacidn entre los grupos inmunizados con tres dosis orales a
diferentes inlLervalos de btiempo

Fara ilnvestigar si el intervalo entre dosis de bacterias
administradas por via oral podfa influir en ol isotipo y/o Los
nivelsas de anticusrpos, se  decidid comparar los  resultados del
grupo  que recibid tres dosis por  via iotraghstrica (una por

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

typhinurium por via intragistrica en dias consecutiveos (Figs, 2y

3.
1. Hespuesta de anticuerpos a las dos semanas.- La
adminiscracidn de  1x1U7  bacterias de la cepa Fl1 en dias

consecutivos indujo un marcado incremerto en  anticuerpos de los
tres isoltipos de inmunoglobulinas 3Eri1Cas, sliendo éstos
significativamente mas altos (pg0.05) para IgA ¢ IgM con reépecto
al esquema de inmunizacibn semanal (Fig. 2).

Al  igual gque en el suero en fluido intestinal, los wvalores
de anticuerpos intestinales fueron significativamente mayores en
ratones inmunizados en dfas consecutivos excepto para la IgM. El

anticuerpo predominante fue del isotipo lgA (Fig. 3).

. Kespuesta de anticuerpos a las 18 semanas.- En la

tigura 2 se puede observar que los ratones inmunizados en dfas
consecutivas presentaron a las 18 semanas un marcado decremento

en los valores de anticusrpos séaricos (psg0.0b).

Al igual que en el suero en flufdo intestinal se observd una

cafida en los niveles de antlicuerpos. Los  valores fueron

infericres a los de los animales que recibieron semanalmente la
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1.6
DOS SEMANAS DIECIOCHO SEMANAS
una por semana
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Flgura 2. Antlcuerpos séricos de ratones Baib/c inmunizados con tras dosis de S.typhimurfum Fi,
detectados por ELISA utllizando como antigenc la misma cepa.vy 6! susro diiufde 1:1000
para IgG y 1:60 para IgA ¢ IgM . Los valores representan sl promedic * &l error estandar
de tres experimentos

a = Oc vs Os p< 0.06 por t de Student X = Oc vs Os p< 0.05 por U de Mann Whitney
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Flg&ra 3. Anticue'rpos intestinales de ratones Baib/c Inmunlizados con tres dosis de S. typhimurium F1,

detectados por ELISA utllizando como antigenc la misma cepa, y gl susro dliufdo 1:1000 para

tgG v 1:50 para 1gA 8 1gM. Los vaiores representan el promedic + ol error estandar de tres
ex perimentos

&= 0O¢c vs Os p< 0.05 por t ds Student I =0c vs Os p< 0.08 por U de Mann whitney



dosis de bacterias. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0.0h) tanto para la lgA como para la [gM (Fig.

3).

Electroforesis

La figura 4 muestra el corrimiento alactrofordtico de
antigenos de la cepa Fl1 de 3. typhinurium (polvo cetdnico). Se
identificaron aproximadamente 42 bandas cuyoes pesos molecularas
oscilan entre Y6 y 12 kDha. Se utilizaron tres fracciones para
estimular cultivos celulares, sus pesos fueron 42-45, 50-53 v 84~

68 kDa.

Transformacidn Blastoide

Las tablas 4 y 5§ muestran los resultados de estimulacién.
"mitogénica a ConA y LPS, en las celulas de bazo, placas de Peyer
y nbdulos linflticos meséntericos obtenidas de ratones normales,
e inmunizados con 4 dosis de 3. typhimurium, dos vy diecicého
semanas posteriores a la altima ianmunizacidén. A las dos semanas,
no se encontraron difexencias significativas en la respuesta
mitogénica a ConA o LPs en c¢élulas de bazo.lhas células.de NLH.
provénientes de animales inmunizados, mostraron una respuesta al
LP5 més elevada que  en ratones countrol (p£0.06H) (Tabla 4).'Esta
respuesta elevada se mantuvo a las 18 semanas para animales

Dos semanas después de 1la

(&2
o

inmunizados por via oral (Tabla

Gltima inmunizacidn la respuesta a ConA en placas de Feyver se

ancontry elevada oon respecto Al control en los  animales
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS del antigeno
proteico de la cepa F1 de S. typhimurium, teilido ¢con azul
de coomasie
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 Tabla 4. respuesta mitogénica detectada 2 semanas posteriores a la uitima

inmunizacion en linfocitos de ratones Balb/c¢c inmunizados con cuatro

dosis de S. typhimurium F1
Incorporacién de *H-tritiada en cpm

Ratones Organo RP M1 Con A LPS

Normales Bazo 2189 + 380 94432 + 2895 37979 = 2371
inmunizados a0585 + 553 93930 t 7274 36835 , 2104
por via oral
inmunizados 3214 = 357 85568 + 4087 45704 = 7098

por via

parenteral

Normales NLM 3707 + 319 123618 t* 3810 38731 + 2329
Inmunizados 4110 + 192 130745 + 5718 52071 t 21684
por via oral
Inmunizados 4067 + 229 125528 + 5794 50937 : 5337X

por via

parenteral

Normales PP 282 + 18 24473 1670 318 + 18
inmunizados 319 * 18 34735 + 819. 327 t 16
por via oral
inmunizados 218 * § 12300 : 1525 X A 258 : 36

- por via
parenteral

Los resultados representan el promedic t 6! error estandar de tres experimentics

»

X

Normal vs Oral p< 0.05 por t de Student

Normal vs Parenteral p< 0.05 por t ds Student
A = Oral vs Parenteral p< 0.05 por t de Student
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Tabla 5. Respuesta mitogénica detectada 18 semanas posteriores a la Gltima
inmunizacion en linfocitos de ratenes Balb/c inmunizados con cuatro
dosis de S. typhimurium F1

Ratones

Incorporacién de *H-tritiada en cpm

Organo RPMI Con A LPS
Normales Bazo 1137 * 281 107794 + 15892 16943 + 3172
Inmunizados 1556 * 48 90828 : 3083 11536 + 836
por via oral
Inmunizados 1580 * 327 110662 + 23573 14664 * 2061
por via
parenteral
Normales NLM 863 + 69 124418 + 18682 :+ 489
Inmunizados 1846 + 228 117206 - 25204 + 864+
por via oral
Inmunizados 1198 + ag 129829 *+ 4120 & 20237 * 586 A
por via '
parenteral
Normales PP 297 + 35 22400 + 1476 303 . 28
inmunizados 323 + 16 239563 + 2376 325 + 31
por via oral _
inmunizados 240 + 11 23200 + 2151 263 + 25
por via
parenterai

Los resuitados representan el promedic I el error estandar de tres experimsntcs

» - Normal vs Oral p< 0.056 por t ds Student
X =Normal vs Parsentsral p< 0.05 por t de Studsnt

5 = QOral vs Parentaral p< 0.05 por t de Studsnt



Respuesta linfoproliferativa detectada 2 semanas posteriores a la

Tabla 6.
, uitima inmunizacion en células de ratones Balb/c inmunizados con
cuatro dosis de S. tvphimurium F1
Indice de Estimulacién”

Ratones Organo  42-45 kDa 50-53 kDa 64-68 kDa
Normales Bazo 1.23 + 0.30 1.36 + 0.08 1.50 . 0.17
Inmunizados 6.16 *+ 0.18 . - 6.568 + 0.65. 6.10 +« 0.6C «

por via oral
inmunizados 1.50 + 0.17 A 1.07 : 0.082 6.00 -~ 0.51 %
por via -
parenteral
Normales NLM 1.10 + 0.05 1.26 + 0.08 1.4C ¢ 0.18
Inmunizados 2.40 + 0.20 « 2686 + 0.20" 3.63 * 0.40 »
por via oral
Inmunizados 108 . 0.08A 1.10 + 0.15 4 3.13 + 0.18 X
por via - .
parenteral
Normales PP ~0.86 : 0.03 .90 .+ 0.05 1.06 + 0.05
inmunizados 1.20 ¢ 0.07 1.70 + 0.08 ~ 1.230 - 0.20
por via oral -
H A 1. - -
inmunizados 0.93 + 0.07 0.80 + 0.054 20 = 0.05
por via '
parenteral

s Indice de Estimulecién (promedio de las cpm de las iracciones experimentales/promedio dei papel da

nitroceluiocsa s6io) + el error gstendear de {res experimantos

A

* = Normeal vs Grel p< .05 por t de Student
Z

il

Normet vs Parenteral p< 0.05 por t gde Student
Orsl vs Pearentera! p< 0.05 por t de Student



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

Indice de Estimulaciéon”

~

Ratones Organo 42-45 kDa 50-63 kDa 84-68 kDa
Normales Bazo 1.23 + 0.30 1.36 + 0.08 1.0 . 0.17
Inmunizades ‘ 2.60 * 0.20. 2.00 + 0.20 2.30 + 0.25 «

por via oral

Inmunizados - 1.47 + 0.12 A 1.26 + 0.064 2.16 + 0.06 %
por via : -

parenteral

Normales NLM 1.10 *+ 0.086 1.27 + 0.G8 1.47 : 0.8
Inmunizados 2.00 - 0.23 « 2.03 + 0.12" 1.7 * 0.38
por via oral
Inmunizados 1.26 . 0.06A 1.03 + 0.08 A 1.60 . 0.17

per via - -
parenteral :

Normales PP 0.83 + 0.08 0.90 . 0.07 1.06 + 0.02
Inmunizados 1.10 + J.02 1.01 + 0.06 0.96 + 0.12
por via oral

.9 .
Inmunizados 0.6 : 0C.20 0.8¢ + 0.05 0.96 1 .01
por via
patrenteral

« [ndice de Estimulacién (promedio de las cpm de las fracciones experimenteles/promedio del papel de
- nitroceluiosa s6io) + el error estandar de tres experimentos

= = Normal vs Oral pc< 0.05 por t de Student
2 =Normeg! vs Parenteral p< 0.05 por t de Student

A

Or'e.‘l vs Parenterg! p< Q.08 por t de Student



inminizados por via oral (pgU.0b). For =l contrario, log anlmales
inmanizados  parenteralmente  mostraron  una  respuesta menor al
contraol psu.Ubla las “ semanas (Tabla 4), estas diferencias no se
observaron para las 18 semanas (Tabla 5. En ningda  dgrupo de
ratones inmunizados el LS estimuld células provenientes de
placas de Peyer (Tablas 4 y 5).

Los {ndices de estimulacidn para zada una de las fracclones
antigenicas de 5. typhimurium se obtuvieron como el cociente de
las cuentas por minuto de cada muestra experimental, entré’las
cuentas por minuto de  la muestra control, se considerd éomo
positivo un  {ndice mayor de 2.4 (Tablas 6 y 7). Dos semahas

después de la Gltima iomunizacidn ze  observd gue las fracciones

estudiadas indujeron una respuesta proliferativa en células de

hazo v NLM en animales inmunizados por via oral, mientras que

-

sblo la fraccidén de 84 a 68 kDa, induajo una respuesta
proliterativa en las células de los animales inmunizados

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

disminucidén en los Indices de estimulacidn para  las diferentes

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

7).

Antigenos de Superficie en Células Linfoides

La figura 5 presenta el porcentaje de células de bazo de

nddulos linfAticos meséntericos vy de placas de Peyer peroxidasa-

positivas obtenidas cinco dfas después de la cuarta inmunizacidn,

Mo

con la cepa Fl de 5. typhimurium, HSe observa que las células con

55



ant{geno de superficie g provenientes de ratones normales,
mostraron  un  porcentaije menor de  células  <on marca que las
obtenidas de ratones inmunizados, presentando diferencias
significatiyas (pP<Q.05) para bazo, PF y oddulos linrfbticos, en'lé
relacidén normal-parenteral (N:F3 vy en la relacidn normal -oral

(N:0O) &n placas de Pever. Los valores més altos se obgervaron en

5]

células de ratones inmunizados por via parenteral.,

De igual manera el porcentaje de células con marcador lgA én
ratoneas ﬁo inmnizados, fue significativamente menor gue el de
ratones inmunizados. Las diferencias en los animales inmunizados
fueron significativamente més altas con respecto al no inmunizado
(pgO.Uh) en PP oy NLM independientemante  de la via de_
inmunizacidn.

Bl porcentaje de células con antigeno de superificie [gM fue
menor en ratones no  inmunizados, observindaose difer&ncias
significativas (ps$0.05) en nédulos linf&ticos meséntericos 4
placas de ‘Peyer. en la relacidn N:F v mral~par@nteral (P
adembs de N:O  en placas de Peyer. Bl porcentaje mas alto de
celulas per&xidadas se observd en animales inmunizados por via
parenteral.

La.figura 6 muestra =1 porcentajs de células de bazo, placas
de fayer y nddulos linfﬁt1005 meséntericos peroxidasa~p05itivoﬂ,
determinado dieciocho dfas posteriores a la Gltima inmunizacidn.
we  observd gue el porcentaje de célulqﬁ con marcador IgG fue
menoy en el grupo _control, que &n el' Egrupo inmunizado,

presantando diferencias significativas (ps<0.05) para celulas de
56
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bazo, placas de Peysr y ndédulos linfiticos en la relactdn N, En
nGdulos lintécicos y placas  de Peyer se  observaron diferenclas
(psu.ub)  en relacidn N:Q, vy en el bazo (ps$0.0%) en la relacidn
O:FP. Kl mayor porcentaje de células con 1gl de superficie se
presentd en células de bhazo, FEy NLM provenientes de  ratones
inmunizados por via parenteral.

El porcentaje de células con IgA de superficie fue ménor en
2l grupo control, que en €l grupo inmunizado. bDe  observaron
diterencias significavivas (p<).05) en odlulas de bawso, placas de
Feyer y nddulos Llinthticos mesentericos en La relacidn N:o oy N:F;
asf{ comao en la relacidn O:F en placas de Peyver, con predominio de
coluias postlivan cn Los ratones Loamuniaocoias por via ooral.

KL puorcentaie de celulas con mar ador LM fue menor en =i
prapo  control, gue  en o=l prupo invuanisado, 532 presaentaron
difersncias significativas (pg£0.05) para celulas de bazo, FPE ¥y
NLM, en la relacidn N:O y N:FP. En nddulos linfiaticos meséntericos
(p£0.0LH) @n la relacidn w:t., con uan porcentaje mayor de acelulas
positivas, en ratones gque recibieron la Salmonella por via oral.

La figura 7 presenta el porcentaje de calulas con marcador
Ly-2 & L3T4 detectados cinco dfas posteriores = la dltima
inmunizacidn. e obsarva que el porcents je der celulas
provenientes de ratones normales e inmunizados con marcador L3T4
fue semejante. Bn el caso del marcador Ly-2 sblo se encaontrd uh
porcentaje menor de celulas de placas de FPeyer para los.animales'
inmunizados por via_parenteral con respecto a los inmuniaados-por

via oral (p<0.0b).

57



A los diweciccho dias (Fig. 8) la poblacidn celular con
marvcador LATY en ratones normales tfue mepor gue la provenicnte de
ratones inmunisados,  se encontraron  diferencias signillocaltlvas
(pgO. UL entya NI parsz  odlulas de  los tres Srpanas. e
abservaron  ademés diferencins slaniticativas  (p<U.US) entre NF
=20 bamd y PF

bas ovdlulas con antfaene  de superticie  Ly-0 (Fig. 81,
mostraron  valorss significativamente més altas  (psO.UEY an 2l
grupo  lnpmiazado parenteralments  con respecto,  tanto al Hrupo

contrel, como al o grupo  inmunizado ovalmente. A nivel de  HLM los

animalsas inmunioados por via oral presentaron an porcentaie menor

(pgt.085) gque =l grupo control de celula. pervoxidadas.
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DISCUSLON DE RESULTADOS

A pesar de gque Llos aspectos nmunoldpicos sobre la inf=ocidn
por salmorella han  sido ampliamente iovestigados., tanto epn el
humano come en diferantes modelaos animales, no exisben a la feohsa
datons concluyantes, siendo asbos €11 alpunos CASOS
contradicborins.,

Eastudios recientes en el modelo murino infectadu_ por
salmonella, han permitide postular gue la  informacidn genética
del  hospedero juega un papel importante en la susceptibilidad a
la infeccidn (64721, Be ha demostrado de igual  manera que La
virulensia de Salmonella, la dosis ¢ 1o via de inmanizacidn son
tactores que  participan an la induceildn de  la  entermedad
ST I A I A S A I B

Los resultados del presente  trabajo muestran gue Lantw'la_
inmunixacléu oral con . typhimurium, como |La parenteral paeden
indusir la produccida de anticnerpos de isotipo lad,  TgA e TeM eh
suwero vy en  flufdoe intestinal. Bin embargo  Los  nivelss  de
anticuerpos producidos, asi o Tu] 1) ol Lsot Lpa, varfan
coﬁﬁiderablemeute de acuerdo con  la ruta  Jde domunizacilo, ol
namero de dosis administradas y el intervalo entre ellas,

Existén en la literatura reportes donde se indica (WA dosis
repatidas de antfigeno no viable administradas por via paraenteral,
son  poaa efectivas- O lncapaces de provocar una respuesta
especitica de IghA en la mucosa intestinal de an;maleﬁ imnunizados

(43,94). Yin embargo obtros auvtores (76,531,95) afirman que clertos

63



ant{genos, administrados por via

presencia  de  anticuerpos espec{ficaos

tlufdo ituvestinal . lssekults v col. (96)

de linfocltos a traves de  granulomas

adyuvante de  Freund., Colsctaron v

Linfaticos aferentes y eferentes oo 1110] )

paraenteral,
Lanta
itnves
indacidos

maracaron

puadan  tnducir La

= ¢ S e Cold 1

JLEaraon tritico

@l

@& GVEIAS por

celulas de  vasos

Detecbtaron La mavoea an

varios sitios del sistema linféuico y encontraron que Lasg células

marcadas migraban de sansgre y, a traves del granuloma, regresaban

A los vasos  lintficicos  afeventas,

celulas de  vasos Linfaticos intestinales

dex avejas y posteriormente  se

paritfericos

Detectaron La marca on saugie pelrllorioa.

ascapitlar. Al evaluar sl povesanta e

ancontraron un mayolr porcentaie de maroea

en los  animales que  recibieron celulas

intestinales en reolacidn a los  que 56 Le

T3 st Db s vemicr v yad e b e B b oo G
Linticiens perlferiocs. abos 4

publaciones de linfooloos T

exlaton Ao

’ . s .
Lodutlos LintfAacioos

preferentemsente  a

intestino.  Maclkay v ol (93

subpoblaciones de lintocitos 11 a

aterantes o =lerentas, v o reportaron

celulas T migrd selechivanente

kn &1 presente trabajo se considerd

anticuerpos intaestinales en ratones

parentaral,  podr{a doberse al  tréftfico
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(Ub, 97,98}, o bien al paso de 3. typhimurium por i mizma via
hasta Liowar ol intestino.

bea obsarvd en general una o correlacidn entre el ndmevo de
dosis administradas vy los niveles de  anticuerpos generados. A
las 18 SeManas, 5 encontraron valores mis  altos b
innuuloglxabuljjlas tantmfoan el  suaero coms en el tiluflde intestinal
2n ratones inmunicados  por  via oral., La  oapacidad  de &,
typhinuriun administrada por via oral parsa indocir ana respuesta
Jde .:.ml;ic.:uer;.;ura:sl de mayor magnitud oy o duracidn, pudo haberse debido
a la estimulacidn antigenica constante brovocada O La
perststencia de La salmonela viable en Srganos Linroides, <omo Lo
han reportado Mackaness, Collins vy Rlanden (40,41,42) aentre
otros. kKstos autores mostraron que La Lumunizaqién Con hacterlias
vivas, inducfa una mavor protecoidn aue la inmunizaci&n* Son
bacterias inactivadas, dado gque los  animalaes inmanizacdos con
S, typhinurium inactivada no Lograbsan eliminﬁr a La bacteria
el desatfo, parmitiéndose su multiplicacidn  en celulas
tagociticas.

Los resultados mostraron un efecto signifircativo del ndmero
de dosis administradas, en la induccidén, de la sintesis de igA_en
el intestho. Los niveles locales de lgA se elevaron mas dQSpués
de la inmunizacidn oral que de la inmunizacidn paﬁenteral. KRato
pudo haberse debido, a que los  linfocitos Pracursores.
involnerados en la sintesis de 1gA se localizaban principalmente
en el tejido linfolde asociado a mucosas (BB)i Furhman y Cebra

(73) afirman que vacunas preparadas con antigenos "vivos'
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indujeron una respuesta inmane en la superficie de las mucosas,
superior a la generada por vacunas que contanfan antfigenos no
replicmt;vms.

EL intervalo entre dosis aplicadas afectd considerablemente
la respuaesta humoral, tanto en suero como en rflufdo intestinal,
notandose a las dos  gemanas un franco predominio de  los niveles
locales de IgA en animales gue se inmunizaron c¢on 3 dosis en dias
consacutivos, comparade con el pgrupo inmunizado con las mismas
dosis pefo con  una semana de  intervalo. KEs probabls que el
esquema:de inmunizacidn en  dfas conzecutiveos indujera un proceso
de divisidn celnlar dependiente del antigeno, guae favoreziera la
sintesis de IgA por parte de células plasmdticas en la nucosa
(98), o bien que la cantidad de antfgeno ‘recibido en dfas
consacutivos hubiera generado una raspuesta elevada_ de
anticuerpos (100},

)

e ohservd una disminueidn Y1 Los valores cle

inmunoglobulinas presentes en animales inmunizados con @l esquema
consecutivo a las dieéiocho semanas, efecto que no  ocurrid con
los animales inmunizados a intervaLoa‘de una semana entrs  cada
duozis, en los cusales  la  respussva anti-Salmonella 'UHLmnpwpiﬁ

constante a excepceldn de  la lgG, cuyo  valor se  briplicd .en

relacidn  rcon el observado s Lasg dos semanas. DALeERolalt Ly col,

(1lUul) han reportado rwsuitddoa en Los gque se muestra la presencira

de anticuerpos especi{ficos después de Lres meses en ratones
infe Ladog con 5. typhimuirum por via oral.

El decremento de anticuerpos seéricos e 1ntestln lﬁu en
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ratones 1nmunizados en dfas consecublvos se pado haber debido a
que el estfmalo antigenico adminitstrads durante tres dfias., venerd
una gran cantidad de  clonas de memoria  <con una  vida media muy
paracida, las cuales fueron desapareciendo priacticamente Al mismo
tiempo; a diferencia del grupo i1nmunizado semanalments, Y SIEN
cual la aplicécién de cada dosis de 5. typhimurium activh  las
clonas extstentaes y Seneré nueﬁaﬁ clonas de memoria, las cnales
G o:":méar,gg.u ron e producir anticuerpos varias  semanas despues de
La Gloima domunlzacidn.

Cuando @l antf{geno se administrd a innarvalms'de Nna Semana
Lo anticuerpos ez clase igG, predominaron 21 GUEEO
independientements de La via de inooculac:in y dez ] namers de desiﬁ
recibidas.  Metealt vy ocol. (10Z2) obtuvieron resultades similares
[=3e! ratoneas inmunicados Con . typhimurium por via
1ntraperitoneal, subocutines o Lnhravenousa.

Los resultados de este estudio difisren de los obtenidos'pur
Bddie y ool. (103) los cuales encontraron niveles muy bajos de
anticuerpos intestinales =14 conejos inmunizados - con 5.
typhinuriurn por via intravenosa, subouténes o intraperitoneal.
Las diferencias observadas pudieron haberse debido a las gsp@ci&s

utilizadas, o

W

la capacidad del agtigeno administradu,
parenteralmente  de tnducir  una respussta de LgA S N SR O 5 SO TS O
cmyUernla s alberentees oe inmunloacldn, Ve ques e el presente
Lrabajo Los  niivaelas v Cclases de Lomunves Lobad Lonas uutcnidaﬁ
varitaron - copnsidaerablemante al camblar el esqguema de anunLEaciﬁn.

Bumezrosos reportes han mostrado (46,55,104,108)  que vacunas
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de Salwonella compuestas a base de adlinlas mnertas o de exteactos
protetoos administrados  por via parenteral, protegfan  a ratones
de la enfermedad. bn estos  estudios se utilizaron sin  embargo
diferentes vias para el desarfo con bucterias virulentas. OLros
reportes  (du, 41,42, 100, 107) han mostrado que la adminlstracidn.
oral de 3. typhimurium inducfa una respnesta inmone probestops
contra un reto con  bacterias virulentas, la cual era superior a
ia obtenida por administracidn de la bacterlia parenteral. Kn el
presaents agtadio, s encontrd que Lo irnmunizacidn por  via mral
ganerd  ana miavor prmt&uui@n CoTLt e RPOSCLeriores pes o o
bacterias_viruluntas gque  la inmunizacidin por via parenteral.
Dicha  proteceidn sin enbargo, no se retaciond con los nivele E e
antilcuerpos presentes., tanto en suero ooma en flufdo intestinal.
Bstos resultados concuerdan con reporbtes anteriores quse maestran
una  talta de relacién entre los  titnlos  de anticuerpos  y La
proteccidn vbservada (41,105, 1ug. |

En sstudios  realizados con  animalss inmunizados  con
diterentss cepas de . typhinurium por «Ia arval svisact  y o cols,
(luY), observaron una buena ‘uorrelaclén exlUT, e tinust altos Jde
anticusrpas Lgh v oprotoeceidn. YR S FEIV U AR TE S KAL) TR EESHETE AN S R
raesultado podis considerarse  como wan buen marcadmr sed o bl oo
para proedecir la stlcacia  de wacunas, aouandge aparenbteimm<nbs onbos
antlousrpos a0 antaban directaments r&Lgcionadmg tcmn La
resistencia a infeccidn, va gue protegfan cqntra'déﬁario O
cepas serolégicamente_ diferentes, Estos Jdatos difieren de Luﬁ

ancontrados 2n ¢l presente astudio, =2n los cuales, con el esquema
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de inmunizacidn en dias consecutivos, se obtuvieron titulos
elavados de anticuerpos I1gG e lgd vy sin embarge se encontrd una
baja proteceidn. La diferencia puede deberse a que la cantidad de
antigeno aplicado (Lx107 bacterias durante 3 dfas), generd una
respuesta  de anticuerpos de baja afinidad, dificultando la
eliminacidn de la bacteria. Roitt v col. (100) han  afirmado CLLLE:
el grado de atinidad de los anticuerpos depende dé L& dosis}de
antigeno administrado, considerandeo que una concentracidn alta de
antf{geno interacciona con  receptores de alta y baja afinidad de
linfocitos B, generando la producciéh de anticuerpos Con
diferente prado de afinidad.

Aunque 5. typhi- y 5. typhimurium comparten  varias
caracteri{sticas, se conocen algunas diferencias importantes entre
wllas (110) y por Jlo tanto los datos obtenidos en animales de
experimentacifny no se ﬁueden extrapolar al humano. Hin embargo as
interesante mencionar que estudios realizados en humanos reportan
datos que concﬁerdan con los obtenidos en =1 presenta trabajo; n
Chile con la vacuna oral de Salmorella tvyphi T.Bla'ﬂe éncontré
que la administracidén de 4 dosis conferia mayvor protaccidn que un
ndmero menor de 2llas (111). Recientemente se ha reportado gue la
vacuna oral TyZdla administrada con corto inter?alo en varias
dosis induce una  respuesta de [gA intestinal superior a la
encontrada cuando el intervalo fue mayor (L1Z). Bxisten varios
estudios en hqmanos utilizando diferentes S8 CUEemas | de
inmunizacidn, para tratar de determinar cualles el que produca la

me jor respuesta de anticuerpos secretores (L12,113). Eu estos
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estudios no se ha analizade simultinesmente  la oapacidad  de
Y

| rotecoih ool Lo owva QUL Qo pPriesenss Ta e antione [ RIS

we ha reportado (40,41,412)  gque las  vacunas de  bacterias
vivas inducen una mejor proteccidn  debido o que  son capaces de
estimular una respuesta inmune celular, mientras que las vacunas
con bacterias mertas no Lo hacen. Los resultados de este estadioc
mostraron que las 3 fracciones antigénicas de 8. typhimurium
analizadas fueran capaces de estimular una. respussta
proliferativa especitica de Qelulaﬂ provenientes de animalas
ihmunigados con la bacteria viva, v solamente La fracoidén de 64~
68 kba fue capars de»estimular Las celulas de animales inmuniaédos
parenteralmente. Existen datos en la literatura  (114,115) los
cuales muestran que  hacterias muertss v algunas sustancias
aquimicas pueden inducir respuesta inmun-< mediada por células. Asi
por ejemplo, KHobertson y col. (114) han reportado que las celulas
de bazo de terneras inmunizadas con 5. typhimurium inactivada dah
una busna respuesta de proliferacién.celuiar al estimnlarlas con
Porinas.' aunque no han encontrado una.correlacién Sat LslAactoria
con La protecceidn observada eh dichos sstudios. hn géneral. e e )
modelo experimental del ratén se menciona gue  hay nna mejor
correlacidn entre proteceidn con la  respussta  rnmune celular
mediada por pruebas de hipersensibilidad tardfa (116,117.118).
bin embargo kKillar y Eisenstein (L17,1148) han realizado diverst
estudios'para medir la hipersensibilidad der tipo retardado_(HTR)

en  ratones infectados por 8. typhimnurium  demostrando que: 1)

existen marcadas diferencias entre las cepas de ratdn para
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presentar una reapuusta Lipo Hik;, 2) ta capacidad para montar una
respuesta de HIR estid relacionada con ana susceptibilidad innata
o con La resistencia del ratdén a la inTeccibn por Salmonella
virulenta: 3) la existencia de una respuesta anergica no easté

relacionada <2on  los  loel -2 de histocompatipilidad, 4) la

anergia no esté& relaclonada con la presencia o ausencia de

reactividad al LFS en las difereuntes cepas del ratdn, y no esta
causada por una sobrecarga de anti{geno en cepas no reactivas, y
5) una falta de respuesta HI'K puede ocurrir simultéuemmeuté cou
unca inmuniodad protectora, st ba dosis de inmunizacidn s bada,

B o2l presente trabuaio e encontrdH ans mayor prolitferacibno

celular en el grupo de ratones inmunizados por via oral (Tablas 6

v 7)., lo cual indica gue la inmunizacidn por via oral fue capaz

de  inducir respuesta celular superior a  lLla obtenida con

r

inmunisacidn parenteral tanto a  las dos como a lag dieciocho
semanas, vy dado que el grupo de ratones qua mostrd mayor
proteccidén ante un desaffo de 150 Dlso dos vy dieciocho semanas

después de la Gltima inmuanizacidn., fue el que recibid la bacteria

por via oral, se considera que existe una mejor correlacidn entre

proteccidn y respuesta inmune celular.
Existen pocos estudios acerca de los componentes de

Salmonella gue son  capaces de indnclr una buena rQSpuesta_inmune

celular, dentro de éstos se encuentran los +trabajos con porinas,

protefinas con peso molecular de 36-41 kDa. Estas protefinas son

capaces de inducir respuesta inmunoldgica, celular y humeral

1
"cl
ad
{[o
e

(114) asfi como proteccidén (porinas contaminadas con LEFS) ant
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desaff{o con la bacteria vivulenta (bbb, L7). En el presenve Lrabajo
se o obtuvo una fraceildn anbigenitcea de S. typhimurium e 42 -45H Eha
la  cual indujo Llinfoproliferacidén e e lulas Jde ratoneas
inmunizados  por via  oral. Ger considera que  esta fracoldn
antigenica, podria contencr una dJde lag porinas deécritaﬁ pars &,
typhimurium (55, b, 114y, koeolentenente se ba reportacdso guae acdemio
e Las porinas una protefna de superfioie  de L6 kba o es canpas de
inductir R proteseidn BrEn LY boativa contora inteceldn
e tineen ol uun'ﬁ. typhimurium L i#. Lo Uraceildn de Hu-Ha Kbha
gque indujo  una buena  proliferacidn en animales iramaniloados por
via oral, pudo haber contenido ssta prmtwina.

Se ha reportado (41,42,43) que La Lomanizacidn con bacterias
;uautivadas inducs 361o  respuesta ilomie: humoral.  »ne constdera,

4
=
..,

por lo  tanto que la fracecidn de 84-689 Lba que  astinnld tanto a
celulas de ratones  inmunizados por via oral como a célulbas ‘de_
ratones  inmunizados por via parenteral, podria cmrresbonder o
protef{nas de chogque térmico. daston y col. (1201 han reportvado

que estas  protefnas se ecuentran albtamente conservadas tanto an

1a

i

bacberias como en calulas eucariontaes,  por Lo Lanbo estas
proteinas podriau raeconocer un epitope comln  para bacterias asi
'cqmo para celulas cucariontes.  Young vy ol (L21, 122y han
reﬁortado que tas protelinas de chogue termico son comparlldas pov
diferentes géneros de bacterias. tor ténto. La LinfoproLiferaqi@ﬁ
en células de  animales inmunizados por via oral vy por via
parenteral podrfia deberse a una respuesta dé reaceidn cranada 3

diferentes antigenos bacterianos.
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tebido a que 5.  typhinurium posee VAarias o sustanclas
inmunomodulatorias  con actividad mitogénica  (123,124,150hH) se
decidid en  este trabajo estudiar  la respuesta In wItro
mitSgenos  de celulas T, céalulas B asi  comeo la presencia  de
inmunoglobulinas de  superticie v de moleculas Ly-2, LiT4d  an
células de diferentes drganos de los animales normales, v en
aquellos  inmunizsados por  via parenteral v por via oral. He
eleonbraraen pooas  alteracionss  a mil tdHgenos In vIitro o Lo
respuesta de anlmales inmuniaadﬁﬁ con respecto a4 Lus ratanes no
tnmunizados.  RIL aumentd e ba respuesta oal LPS de E. soll
utilicade en células de animales inmunizadoes, podria explicarse
por prasencia de antipgenos de reaceidn cruzada. [Duran y col,
(lﬁﬁ) nan encontrade wuna respuesta de ceélulas B al estimular

i

ratones normales con La cepa THL 5. typhIimurium, esta

o
¢t

respussta 52 incerementd  de 1h o oa 200 veces cuando  los animales
fusron expuestos al antigeno, mostrando un  30% de especiticidad
para el LPH., e ha reportado gue la inmunizacidn parenteral con
bacterias vivas, pero no con bacterias muertas, penara  una
supresidn de la respuesta mitogeénica de las Qélulas provenisntes
del bazo de los animales inmunizados (LZ27) a concavalina A, sin
embargo, en un trabajo reciente se encontrd que egté_Supfési&n

sHlo ze manifiestaba cuando estaban presentes grandes cantlidades

de bacterias en el bazo (128). En el presente estudio no s

it

detectd la presencia de la bacteria en bazo a los tiempos que 5e
realizaron los estudios de estimulacidn de cultivos celnlarves.

En @l modelo experimental utilizado se encontrd gque., tanto
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con o wnmunizacidn  oral  como  con  immunizacidn parenteral, se
producfa un aumento de células con inmunoglobulinas de supcrfidie
y de célalas con moleculas L3T4d vy Ly~ en los drganos estudiados.
Inicialmente «l mayor porcentaje de células peroxidadas 56
presentd an el gropo lomunizado  por via parecnteral. Estos datma
indican que algunos componentes de la bacteria administrada
parenteralmente son capaces de alcanzar en  menor tiempoe  qae
antipgenos administrados por via oral, la mucosa intestinal, o que
calulas  de memoria generadas en el sitio de la inmunizacidn
pueden ser transportadas al intestino. El mayor porcentaje de
calulas  con Lhmunoglabulinag de superficie observado 2 los 18
afas en el grupo inmunizado por via oral en NLM y VPP, pudisra
explicarse por la replicacidén de bacterias vivas en  oestos
Hrganos.

Tomando &n cuenta que el grupo de ratones que 'mejor_se
protegié fue el que recibid la Salmonella por via oral, y que la
poblacibn de células con marcador Ly-2 ha  sido reportada como
poblacidén celular citotéxicz~supresora, €11 éi presents trabajo la
disminucién de eélulas con marcador Ly-2 acompanada  de un
incfemento de célulés con marcador L3T4 en NLM y PP dieciocho
dias posteriores a la Gltima inmunizacidn en al  grupo inmunizadd
por via oral, podrial daeberse a que la inmunizacidn por via oral
indujo menor actividad supresora que la inmunizacidn por via
parenteral, donde el porcantajs de células 'ayudadoras_ y
citotéxicar~5uspresor&5 fué semejante, Se podria conglderar por

Lo tanto qua el grupo inmunizado por via parenteral poseé una
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mayor actividad supresora que el grupo inmunizado por via orval.
Cabe mencionar que a pesar de que la metodologfa utilizada para
La identiticacidn  de sabpoblaciones de  linfocitos no @3 la més
adecuada en la  actualidad, el porcentaje de células con marcador
de supertficie L3IT4, coincidio con 2l reportado por Dialynas y
col. (12Y) que caracterizaron la moladcula de superticie de
linfocitos T L3T4, por medico de anticuerpos moneclonales.
Galdiero y «ol. (130) han reportado gque animales infectados por
via subcuténea con S. typhimurium mostraron un aumento eén el
porcentaje de linfocitos T y B, tanto en bazo como en ndHdulos
linfaticos,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que
tanto Ia inmunizacidn  oral con 5. typhimurium  viva, | comno
inmunizacidn parenteral con la bacteria ilnactivada por calor,
fueron capaces de Lnducir respuesta inmune intestinal vy sistémica
tanto de tipo humoral como celular. En los dos casos se detectd
respuesta inmunolbgica dieciocho semanas posteriores a la Qltima
inmunizacidn. pe observd gque la  inmunizacidn por via oral generd
respuesta celular y proteccidn supericor & La innunazaclion por via
parenteral. Kl intervalo entre cada dosis influyé de  manera
importante tante en la induccidn  de anticuerpos como. en  la
proteccién, mostrando que la administracidn de antigeno en dias
consecutivos, generd una gran produccidn de anticuerpos, asi comml
una pobre proteccidn. La via de dionmunizacifébn  inflayb 'an.la
induceidn de subpoblaciones de linfocitos B presentando el Erupo

inmunizado por via parenteral, un mayor incremento de células
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peroxidadas  ean bazso, it nodulos LinCabicos  mesentaprioos ¥ oo en
placas  de  Foyoer, un  aumento en el porcentaje Jde  calulas

peroxidadas tue mayor en el prupo inmanizade por via oral.
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ABSTRACT

INTIST INAL - AND  SYSTEMIC IMMUNE  REGSPONSE  OF [IMMUNIZED MLICE  WI'TH
Salmonella typhimuriun

The present work had the aim teo study  the effect of  ditferaent
schedules  of ifmmunizsation with Salmonella typhimurium on Tl
intestinal  and systemic ilmnune response  of mice and to estimate the
relationship between  Local andzor systemic  immune  response with
protection agailnst  infoctioun. Ralb/¢  mics were immanized with two,
Chrea, or four weelkly doses of [lve S, typhimuriurn intragastrically,
or parentervally with  heat killed bacteria given weekly in the foot
pad. Another group of animals was immunized oraly with Live bacteria
for three consecutive days. A challenge study with virulent &,
typhinurium two and L8 wk atter jlast ftwmanization was carried out wo
determine protection. Both serum and intestinal antibodies against
calmonella were detaerminated by an enzime-Linksd immmosovbenl assay
(ELISA)Y . Ypleen, Peyar's patches (FP) and mesenteric lymph oude (MLN)
calls  were obtained from animals that received four weekly oral and
parenteral doses of  bacteria, to determinated the cellular immune
response and the presence of subpoblations of B and T cells, using
immane peroxidase methods . |

A letal doses b0 (LDso) 2.6 x 103 cells was tound. The best
protected group was the aone receiving tour weekly oral doses of
bacteria with a survival of 80% after twoe weceks and 37% at 13 weeks.
Seruam and intestinal antibodies levels shoued a  correlaticon with the
number ot  doses administrated. The interval between doses atffected
significantly the humoral response, both i1n serum and in  the gut. In
camparison with animals  immunized weelly the group immunizad
sequently during three days showed a  increase in serum lgA  and [gM
aptibodies, a zimilar increased response was tfound in the [gG and [gA
intestinal antibodies found in the gut (p<g O.0U5). This latter group
showed an important decrease of the three antibody isotypes at LB
weeks, in relationship with the group immunirzed weekly (pg 0.05),
wpleen, PP, and NLM cells were oultured and  stimulated with
particulated antigen of 5. typhimurium, wilh wolecular welghts of 42-
45, 50-53 and ©4-68 kba and the results wers compared with results
obtained in the same <¢ells using traditional mytogens such as
concanavalin A and Escherichia coli lypopolysaccharicde.  The results
showed that the three Salmonella fractionsg stimylated specific
proliterative response in c¢ells obtained . from mice immunized with
live Tbacteria. Only the 64-78 kDa fraction stimulate cells from:
parenteraly immunized mice. Both oral and parenteral immunizatioﬁ
produced an increase in the percentage of surface antigens of B cells
(IgG, TgA, IlgM) and T cells (Ly-2, L3TZ4).

The results in the animal model used indicate that the route of
immunization, the doses of antigen given and the schedule orf
immunization modified significantly the humoral and cellular immune
response, at the local and systemic level, and moditfied the survival
of the animals after challenge with live bacteria.
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